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RESUMO 

 

 

A sustentabilidade levou ao desenvolvimento de materiais biodegradáveis 

no uso de embalagens, as quais são utilizadas para manter a integridade 

dos produtos alimentícios. As zeínas são proteínas do milho com taxas de 

polimerização capazes de formar filmes comestíveis, contudo, os filmes 

de zeína são rígidos e precisam da adição de plastificantes que alteram 

as cadeias poliméricas e as propriedades funcionais da matriz. A adição 

de partículas é utilizada para fortalecer e melhorar as propriedades 

funcionais dos compósitos. Neste trabalho foram investigados filmes de 

zeína em um esquema fatorial 4x2. O primeiro fator corresponde à 

concentração de carbonato de cálcio (CaCO3) adicionado (0, 1, 2 e 3% 

em massa de zeína). O segundo fator corresponde a 2 variáveis 

categóricas: agitação mecânica e aplicação de ultrassom. As partículas 

de CaCO3 foram caracterizadas por meio de análises de difração de raios 

X de alto ângulo (WAXS), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e  

tamanho de partícula. Nos filmes foram realizadas análises de WAXS, 

FTIR, microscopia óptica, microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

espessura, opacidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor d’água 

(PVA) e propriedades mecânicas (elongação, limite de resistência à 

tração e módulo de elásticidade). As partículas de CaCO3 foram 

identificadas como cristais de calcita com diâmetro médio de 32,6 ± 4,6 

nm, contudo, a dispersão de CaCO3 em solução aquosa de álcool 95% 

(v/v) formou agregados de 968 nm (agitação mecânica à 650 rpm) que 

são rompidos com a aplicação do ultrassom (400W) em micro e 

nanopartículas com tamanhos variados (diâmetros médios de 476,9 ± 

32,0 nm e 115,18 ± 18,84 nm). A adição de CaCO3 alterou a área amorfa 

dos filmes e as interações entre os componentes da matriz polimérica. Os 

filmes  com adição de CaCO3 apresentaram agregados, com excessão do 
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filme de 1% de CaCO3 com ultrassom. A espessura e a PVA não 

apresentaram diferenças significativas (p < 0,05). A opacidade diminuiu 

de 6~ até 12~ (Abs.mm-1) e a solubilidade aumentou de 7~ até 11~ (%) 

nos filmes com adição de CaCO3 e não tiveram influência significativa da 

agitação. A porcentagem de elongação e o módulo de elasticidade dos 

filmes foram significativamente melhorados com a adição de 1 e 2% de 

CaCO3 e influenciados pela agitação, entretanto os filmes com 3% de 

CaCO3 apresentaram características de um material rígido. Este trabalho 

demonstrou que o ultrassom pode melhorar a dispersão de partículas e 

que o CaCO3 pode produzir filmes com características promissoras para 

diversas aplicações. 

 

Palavras-chave: Filmes biodegradáveis. Filmes de zeína. Ultrassom. 

Carbonato de Cálcio. CaCO3. 
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ABSTRACT 

 

 

Sustainability led the development of biodegradable materials in the use of 

packaging, which are used to maintain the integrity of food products. Zeins 

are protein’s maize with polymerization rates capable of forming edible 

films. Nevertheless, the zein films are brittle and require the addition of 

plasticizers that modify the polymer chains and the matrix functional 

properties. Particles addition is used to reinforce and improve the 

functional properties of the composites. In this work, zein films were 

investigated in a factorial design 4x2. The first factor is related to the 

calcium carbonate (CaCO3) concentration added (0, 1, 2 and 3% in zein 

mass) and the second factor considered 2 categoricals variables: 

mechanic agitation and ultrasound application. The CaCO3 particles were 

characterized through wide angle x-ray scattering (WAXS), infrared 

spectroscopy (FTIR) and size particle analysis. The films were 

characterized through WAXS, FTIR, optical microscopy, scanning eletron 

microscopy (SEM), thickness, opacity, solubility, water vapour permeability 

and mechanical properties (elongation, tensile strength and Young’s 

modulus). The CaCO3 particles were identified as calcite cristals with a 

medium diameter of 32,6 nm, although the CaCO3 dispersion in 95% (v/v) 

aqueous etanol solution formed aggregates of 968 nm (mechanical 

agitation at 650 rpm) which were decreased through ultrasound 

application (400W) to micro and nanoparticles of different sizes (medium 

diameters of 476,9 ± 32,0 nm and 115,18 ± 18,84 nm). CaCO3 addition 

modified the amorphous phase of the films and the interactions 

compounds of the matrix. The films showed aggregates with the exception 

of the film with 1% of CaCO3 and ultrasound. Thickness and WVP did not 

present significant differences (p < 0,05). Opacity decreased of 6~ to 12~ 

(Abs.mm-1) and solubility increased of 7~ to 11~ (%) in the films with 

CaCO3 addition and had no significant influence of the agitation. 
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Elongation and Young’s modulus of the films were sigficantly improved 

with the addition of 1 and 2% of CaCO3 and influenced by the agitation, 

although the 3% CaCO3 films showed stiff materials characteristics. This 

work demonstrated that ultrasound can improve the particles dispersion 

and the CaCO3 can produce films with promising properties for various 

applications.  

 

Keywords: Biodegradable films. Zein films. Ultrasound. Calcium 

carbonate. CaCO3. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
As embalagens plásticas são itens fundamentais nas indústrias e 

sua principal função é manter a segurança e qualidade dos produtos, 

principalmente no setor de alimentos. A fabricação de embalagens 

plásticas utiliza matéria-prima proveniente do petróleo em consequência 

da facilidade e flexibilidade dos processos de produção. O 

desenvolvimento de materiais biodegradáveis como fontes alternativas de 

matéria-prima fez-se necessário na última década, devido às crescentes 

preocupações com a sustentabilidade. Os polímeros biodegradáveis são 

produzidos com materiais biológicos, podem ser utilizados como 

embalagens e se decompõem em CO2, CH4, H2O e componentes 

inorgânicos pela ação de microorganismos (PEELMAN et al., 2013). 

As zeínas são derivadas do milho, sendo um conjunto proteico 

presente no endosperma do grão de milho, pouco utilizadas e com baixa 

demanda. As proteínas apresentam propriedades formadoras de filmes 

com alta taxa de polimerização e boas propriedades de barreira (SIANG-

YING; BE-JEN; YIH-MING, 2015; WEIDA; DUMONT, 2014). Elementos 

plastificantes são adicionados para melhorar as propriedades mecânicas 

dos filmes de biopolímeros e acabam por aumentar a absorção de água 

do material (LUPING; MIAO; JINGWEN, 2013; SILVA et al., 2016).  

As propriedades dos filmes podem ser aprimoradas por meio da 

sonificação e adição de partículas. A aplicação de ultrassom pode 

diminuir o tamanho da partícula da proteína, favorecer a uniformidade da 

estrutura e modificar as características do filme (MARCUZZO et al., 2010). 

Os aditivos de reforço podem melhorar as propriedades mecânicas e de 

barreira dos compósitos. O tamanho reduzido, em combinação com a 

maior área de superfície das nanopartículas, apresenta propriedades 

únicas nos filmes, as quais dependem da distribuição uniforme ao longo 

das cadeias do polímero (OTHMAN, 2014).  
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Os filmes e compósitos devem ser analisados quanto à sua 

microestrutura e aspectos de funcionalidade. A avaliação estrutural 

permite o entendimento da conformação do material, da sua estabilidade 

e da maior ou menor interação dos componentes com a matriz polimérica. 

As informações dos aspectos funcionais de opacidade/transparência, 

solubilidade em água, resistência mecânica, permeabilidade ao vapor de 

água, entre outras, permitem identificar a melhor utilização dos 

biomateriais e possíveis limitações no seu uso. 

O desenvolvimento de materiais à base de zeína podem diversificar 

o mercado de grãos de milho que, em sua maioria, é destinada à ração 

animal, além de fornecer alternativas para materiais a base de petróleo. 

Assim, o presente estudo investigou a elaboração de filmes de zeína com 

adição de carbonato de cálcio (CaCO3) na forma de micro e 

nanopartículas com aplicação de agitação ultra-sônica e mecânica com o 

objetivo de verificar a influência desses fatores e de sua interação sobre a 

matriz polimérica e determinar as propriedades funcionais dos 

biomateriais produzidos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Produzir, caracterizar e determinar as propriedades de filmes 

biodegradáveis à base de zeína adicionados de micro e nanopartículas de 

carbonato de cálcio (CaCO3) aplicando agitação ultra-sônica e mecânica. 

Avaliar a influência desses fatores e de sua interação sobre as 

propriedades dos biomateriais. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Elaborar filmes à base de zeína com adição de 1%, 2% e 3% de micro e 

nanopartículas de carbonato de cálcio (CaCO3) aplicando agitação ultra-

sônica e mecânica. 

-  Identificar a estrutura básica dos compósitos produzidos. 

- Avaliar os efeitos da adição de CaCO3, do método de agitação e da 

interação dos fatores sobre as propriedades funcionais de transparência / 

opacidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de água e resistência 

mecânica dos filmes produzidos.   
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. MILHO 

Em 2014/15 a produção mundial de milho foi de 1013,56 milhões 

de toneladas (USDA, 2016). O consumo humano direto do grão pode ser 

considerado baixo e 70% da produção é destinada ao consumo animal. O 

milho é o cereal predominante na dieta de suínos na maioria dos paises 

(PRANDINI et al., 2011) e a fonte de energia preferida das aves 

(NADERINEJAD el al., 2016).  

O milho representa uma excelente fonte de energia metabólica, 

sendo rico em energia, pigmentos, ácidos graxos essenciais e contém 

baixo teor de fibras (PANDA et al., 2012); contudo as proteínas do milho 

são caracterizadas como pobres em aminoácidos essenciais como a 

lisina e o triptofano (MIRANDA; DUARTE; GARCIA, 2012; PAES, 2006). 

Complementos ricos em proteínas ou aminoácidos sintéticos devem ser 

adicionados à dieta dos animais. A soja é a principal proteína vegetal 

adicionada na alimentação animal, pois possui uma composição 

balanceada de aminoácidos essenciais e altos teores de proteína 

(PRANDINI et al., 2011). 
O grão de milho é constituído por quatro estruturas físicas: ponta, 

pericarpo (casca), gérmen e endosperma. As estruturas diferenciam-se 

pela disposição interna no grão e composição química, apresentados na 

Figura 1. O endosperma do grão de milho possui a maior concentração de 

zeínas, as quais formam corpos protéicos na parte externa dos grânulos 

de amido, em estruturas de forma circular, dentro das células do 

endosperma (PAES, 2006; ANDERSON; LAMSAL, 2011). Os processos 

de extração das zeínas do milho ocorrem por combinações químicas e 

auxiliadas, ou não, por tratamento enzimático. Fatores como temperatura, 

pH, tempo de extração e tipo de solvente influenciam na eficiência do 

processo (SHUKLA; CHERYAN, 2001). O aperfeiçoamento dos processos 
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contribuiu para controles superiores com relação a variações de pH e 

temperatura, diferenças na moagem e preparo do milho. 

 

Figura 1 - Grão de milho e suas partes. 

 

Fonte: PAPALIA; LONDERO, 2015, p. 553. 

 

As melhorias diminuíram os custos da produção de zeínas, porém 

o método de extração que Carter e Reck criaram em 1970 (Figura 2) – 

que utiliza isopropanol à 88% como solvente em solução aquosa – ainda 

é empregado comercialmente para a obtenção de zeínas (PAPALIA; 

LONDERO, 2015). 

 

Figura 2 - Extração da zeína segundo Carter e Reck (1970). 

 

Fonte: PAPALIA; LONDERO, 2015, p. 556. 

Resfriamento a 25ºC 

Precipitação de -10ºC a -20ºC 

Extração entre 55ºC a 70ºC 

Centrifugação de -10ºC a -20ºC 1ª adição de 88% de Isopropanol 

Glúten do milho 

Centrifugação 

Zeínas Sólidas 

2ª adição de 88% de Isopropanol 

Secagem a vácuo a 50ºC 
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As zeínas encontradas comercialmente, que são provenientes da 

moagem úmida ou de produtos industrializados dos grãos de milho com 

formação de glúten, possuem alta pureza e qualidade. Contudo o 

rendimento dos métodos de extração ainda é considerado baixo, podendo 

ser inferior a 50% (PAPALIA; LONDERO, 2015). Segundo Lawton (2002), 

a baixa demanda mantém os altos custos da extração e novas aplicações 

industriais das proteínas poderiam influenciar o desenvolvimento de 

novos métodos de extração e agregar valores pouco explorados ao milho.  

 

  ZEÍNAS 

As zeínas são obtidas como um co-produto da moagem úmida do 

milho (XINSHEN et al., 2014), que consiste em um processo de 

maceração com transformações químicas, bioquímicas e processos 

mecânicos (SINGH; ECKHOFF, 1996). Existe uma grande quantidade de 

resíduos de aminoácidos hidrofóbicos na composição das zeínas, tais 

como leucina (20%), prolina (10%) e alanina (10%) e possuem um 

conteúdo relativamente alto (21% a 26%) de glutamina, que é um 

aminoácido hidrofílico (Figura 3) (ARGOS et al., 1982).  

 

Figura 3 - Estrutura helicoidal das zeínas Z19 e Z22 (peso molecular 

aparente de 19 e 22 kD, respectivamente). 

 

Fonte: ARGOS et al., 1982, p. 9988. 
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A presença de glutamina atribui uma característica anfifílica 

(propriedades hidrofóbicas e hidrofílicas) à estrutura principal, a qual é 

considerada uma prolamina solúvel em soluções aquosas de etanol 

(CORRADINI et al., 2014). Zeínas são classificadas em três frações 

diferentes que são baseadas nas diferenças em solubilidade e massa 

molar. As frações são denominadas de α-zeína, β-zeína e γ-zeína (ESEN, 

1986; WILSON, 1991).  

A fração de α-zeína é obtida em grandes quantidades no processo 

de extração comercial (aproximadamente 80% do total de prolaminas 

presentes no milho) com uma massa molar no intervalo de 21 a 25 kD. A 

fração de β-zeína representa apenas 10% a 15% e γ-zeína, apenas 5% a 

10% do total de zeínas (ESEN, 1987; SHUKLA; CHERYAN, 2001).  

Argos et al. (1982) formulou um modelo da estrutura secundária 

das proteínas em formato helicoloidal (conformação dos aminoácidos 

apolares e polares). Os aminoácidos apolares se unem por meio de três 

segmentos polares em repetições de nove hélices sequenciais (Up – 

propagação helicoidal na direção do terminal NH2- para COOH dos 

aminoácidos) e antiparalelas (Dn – indica a propagação na direção 

oposta) numa superfície molecular plana, formando uma estrutura circular 

(Figura 4a). O empilhamento das hélices, pelas interações polares entre 

os resíduos de glutamina presentes nas extremidades da cadeia, forma 

uma estrutura cilíndrica (Figura 4b).  

O modelo estrutural proposto por Matsushima et al. (1997) defende 

que as interações entre os resíduos formam um prisma retangular de 16 

nm para a dimensão mais longa e 4,6 nm para cada uma das outras 

dimensões (Figura 5). As superfícies inferior e superior das móleculas 

contêm características hidrofílicas pela presença de glutamina e os lados 

do cilindro correspondem às superfícies das α-hélices hidrofóbicas 

(WANG et al. 2008). 
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Figura 4 - a) Estrutura helicoidal das proteínas projetadas com o eixo 

ortogonal helicoidal com o plano da figura; b) arranjo das proteínas pelo 

empilhamento dos planos com os eixos cilíndricos alinhados. 

 

Fonte: ARGOS et al.,1982, p. 9988. 

 

Figura 5 - Diagrama do modelo estrutural das zeínas. 

 

Fonte: WANG et al., 2008, p. 845. 

 

Zeínas são estáveis até 280 ºC, sendo que a degradação ocorre 

em um processo único acima desta temperatura. Os biopolímeros de 

zeína possuem um comportamento viscoelástico e temperatura de 

transição vítrea (Tg) próximo à 165 ºC, cuja adição de plastificante 
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modifica os valores da Tg significativamente, e apresentam uma 

microestrutura completamente amorfa (CORRADINI et al., 2014).  

As propriedades das zeínas são dependentes da composição e da 

estrutura molecular em escala nanométrica (MAGOSHI et al., 1992). O 

Quadro 1 apresenta algumas propriedades gerais da α-zeína. 

  

Quadro 1 - Propriedades gerais da α-zeína. 

Propriedade Descrição 

Forma física Pó amorfo 

Temperatura de transição vítrea 165 ºC 

Ponto de degradação térmica 280 ºC 

Peso molecular 21-25 kDa 

Grau de polimerização 210-245 

Ponto isoelétrico pH 6.2 

Volume específico parcial 0.771 

Fonte: CORRADINI et al., 2014, p. 22443. 

 

A reatividade química e a solubilidade das zeínas são 

determinadas pelos grupos funcionais da estrutura, como as aminas, 

amidas, hidroxilas, carboxilas e fenóis. A matriz polimérica é insolúvel em 

água, mas solúvel em misturas de água com álcool alifático devido à 

presença dos grupos de hidrocarboneto na lateral das cadeias. As zeínas 

são solubilizadas por meio de solventes orgânicos como etanol e 

isopropanol ou que contém aminas, carbonilas, hidroxilas e outros grupos 

polares (LAWTON, 2002; CORRADINI et al., 2014). A solubilidade das 

zeínas em soluções alcoólicas permite o processamento de filmes, géis, 

microesferas e fibras (XINSHEN et al., 2014), devido ao alto grau de 

polimerização (PAPALIA; LONDERO, 2015).  
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 FILMES BIODEGRADÁVEIS DE ZEÍNA 

Zeínas eram consideradas no passado apenas subprodutos das 

indústrias de processamento do milho, porém possuem muitas aplicações 

em potencial, como a produção de goma de mascar, fibras, fibra textil, 

cerâmica, tintas, cosméticos, coberturas e plásticos biodegradáveis 

(SHUKLA; CHERYAN, 2001).  

As zeínas possuem excelentes propriedades de formação de filmes 

devido ao seu peso molecular, grau de polimerização e estrutura química. 

Os filmes são biodegradáveis e formados por meio de uma rede de 

ligações tridimensionais estabilizadas por interações hidrofóbicas, 

interações de hidrogênio e ligações de dissulfeto nas cadeias principais 

(GHANBARZADEH et al., 2006). Os filmes também podem ser formados 

com a interação de outros materiais devido ao arranjo das cadeias laterais 

dos aminoácidos (PALIWAL, 2014). 

Os filmes de zeína são produzidos por dois processos tecnológicos 

principais. O primeiro consiste em um processo de solubilização por via 

úmida, em que uma solução de água e álcool alifático age como solvente 

para formação do filme. O solvente é evaporado em uma superfície inerte 

após a polimerização. O segundo processo, por via seca, se baseia nas 

propriedades termoplásticas das zeínas em condições de baixa úmidade. 

Os filmes são formados por equipamentos de processamento como 

misturadores ou extrusoras (CORRADINI et al, 2014).  

A superfície do filme pode ser plana ou retentora de partículas, 

dependendo do método de aplicação adotado. Os filmes são resistentes, 

brilhantes, hidrofóbicos, biodegradáveis, biocompatíveis e resistentes ao 

ataque microbiano (PALIWAL, 2014).  

A espessura é um parâmetro para avaliar as imperfeições dos 

filmes e é utilizada na determinação de outras propriedades de filmes, 

como a opacidade, a permeância e as propriedades mecânicas. Uma 

espessura irregular pode indicar um material amorfo que contém 

cavidades e fissuras em sua microestrutura. As deformidades podem ser 
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causadas por temperaturas altas ou taxas de evaporação excessivas 

durante a etapa de formação do filme (MORAES et al., 2015).  

Um dos maiores desafios na produção de filmes biodegradáveis 

comerciais são as propriedades funcionais requeridas na aplicação em 

produtos alimentícios. Os filmes a base de proteína são atrativos devido 

às suas propriedades de barreira a gases e, entre eles, os filmes a base 

de zeína apresentam melhores propriedades contra a transmisão de 

componentes voláteis e vapor de água. Contudo essas propriedades 

diminuem em ambientes de alta úmidade relativa devido ao 

intumescimento e plastificação do polímero na presença de móleculas 

difusas de água (FABRA; LÓPEZ-RUBIO; LAGARON, 2014; YE-CHONG 

et al, 2014; SIANG-YING; BE-JEN; YIH-MING, 2015).  

As propriedades mecânicas dos filmes de zeína também requerem 

melhorias, filmes de zeína são frágeis e apresentam grande resistência à 

tração e baixa flexibilidade. A utilização prática e formulação de matrizes 

poliméricas são frequentemente limitadas pelas propriedades mecânicas 

adversas (XINSHEN et al., 2014). 

As propriedades funcionais dos filmes são dependentes de um 

grande número de fatores correlacionados, como os componentes 

químicos da matriz, a organização estrutural das cadeias poliméricas, o 

grau de cristalinidade, o grau de reticulação e a tecnologia do 

processamento aplicado (FABRA; LÓPEZ-RUBIO; LAGARON, 2014). A 

adição de componentes pode melhorar as propriedades funcionais dos 

filmes. Várias pesquisas têm sido feitas para estudar a influência de 

polióis, ácidos graxos, polissacarídeos e outros compostos na formação 

de compósitos com as zeínas (PENA-SERNA; LOPES-FILHO, 2013). 

A adição de ácido oleico melhora as propriedades de barreira à 

água, já que os materiais apresentam menor solubilidade e 

permeabilidade ao vapor d’água. A adição de glicerol melhora a 

flexibilidade da matriz polimérica (JUN et al., 2015) e reduz as forças 

intermoleculares ao criar espaços entre as cadeias poliméricas (HUEY-
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MIN; PADUA, 1998), mas também reduz as propriedades de barreira ao 

aumentar o volume livre entre as cadeias poliméricas (LUPING; MIAO; 

JINGWEN, 2013). A adição conjunta de ácido oleico e glicerol apresenta 

interações com efeito sinergético e resulta em melhorias nas propriedades 

mecânicas de filmes de zeína, se comparado com os adicionados 

somente com glicerol (WEIDA; DUMONT, 2014). 

A aplicação de plastificantes hidrofílicos é limitada pela 

permeabilidade ao vapor de água. As aplicações que exigem uma barreira 

mais eficiente do material, como embalagens para alimentos, devem 

manter níveis baixos de atividade de água nos produtos com pouca 

umidade. A permeabilidade ao vapor de água previne a degradação da 

textura e minimiza as reações deteriorativas como o crescimento 

microbiano (YE-CHONG et al., 2014).  

 

 NANOCOMPÓSITOS 

A adição de nanopartículas pode produzir filmes com propriedades 

superiores, tais como maior resistência, estabilidade térmica e oxidativa, 

barreira a gases e ao vapor d’água e contribuir para a aplicação de 

materiais de zeína em diferentes situações nas áreas de embalagem e 

proteção de alimentos (PAPALIA; LONDERO, 2015; FABRA; LÓPEZ-

RUBIO; LAGARON, 2014). 

Os filmes compósitos contêm duas ou mais fases, divididas em 

fase contínua e dispersa. Na maioria dos casos, um polímero é utilizado 

como fase contínua, ou matriz polimérica, e um material de reforço como 

fase dispersa. O termo nanocompósito é empregado quando ocorre a 

adição de pelo menos um material de reforço, orgânico ou inorgânico, 

com dimensões abaixo de 100 nm. As dimensões nanométricas do 

material de reforço proporcionam uma grande relação área por volume e 

superfície de atividade que pode fortalecer as características do 

nanocompósito (MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014). 
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Segundo Teixeira et al. (2005), as partículas rígidas devem atender 

certos requisitos para atuar como agentes de reforço, tais como: o 

tamanho da partícula deve ser menor que 5 µm; a proporção adicionada 

deve evitar concentrações de grandes tensões e a dispersão deve ser 

uniforme e sem agregações ao longo da matriz polimérica; a partícula 

deve se desprender antes da tensão da matriz polimérica para criar um 

volume livre na matriz em escala micrométrica (Figura 6). 

 

Figura 6 - Mecânismo de partículas de reforço rígidas. 

 

Fonte: ZUIDERDUIN et al., 2003, p. 262. 

 

O processo de reforço das propriedades mecânicas pode ser divido 

em três partes: I – Concentração das tensões: a partícula modificadora 

age como um concentrador de tensões, pois possui propriedades 

elásticas diferentes da matriz polimérica. II – Desprendimento: a 

concentração das tensões forma uma tensão triaxial em torno da partícula 

de reforço, resultando no desprendimento da interface partícula-matriz 

polimérica. III – Forças de cisalhamento: o espaço livre causado pelo 
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desprendimento altera a tensão da matriz polimérica e a tensão local é 

liberada, reduzindo a sensibilidade das fissuras. O mecanismo das forças 

de cisalhamento possibilita o material absorver grandes quantidades de 

energia antes da fratura (ZUIDERDUIN et al., 2003).  

As características da superfíe das nanopartículas influenciam as 

propriedades físico-químicas dos nanocompósitos (DASGUPTA et al., 

2015). Segundo Bouwmeester et al. (2014), as nanopartículas podem ser 

divididas em três categorias: nanopartículas orgânicas, nanopartículas 

inorgânicas e nanopartículas combinadas orgânicas/inorgânicas 

(superfície modificada). 

O tamanho é o parâmetro mais importante na caracterização da 

nanopartícula e crítico para a determinação das interações com outros 

materiais (DASGUPTA et al., 2015). O tamanho de um cristal pode ser 

caracterizado por superfícies ou planos, com excessão do sistema 

cristalino hexagonal, especificados por três índices de Miller ou (hkl), 

sendo que dois planos paralelos entre si possuem índices idênticos e são 

equivalentes. Os três eixos do sistema de coordenadas são baseados em 

uma célula unitária e podem ser representados conforme a Figura 7 

(CALLISTER, 2000). 

 

Figura 7 - Sistema de eixos coordenados do índice de Miller de uma 

célula unitária. 

 

FONTE: CALLISTER, 2000, p. 42. 
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A diminuição do tamanho das partículas da fase dispersa melhora 

as propriedades mecânicas, mas o fator determinante é a uniformidade da 

dispersão na matriz polimérica. A proporção adicionada e as 

características da nanopartícula também influenciam na interação 

partícula-matriz e nas características da estrutura formada 

(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; ZHU et al., 2014).  

A adição de poucas quantidades (< 5% em peso) de nanopartículas 

de reforço é capaz de melhorar as propriedades dos biopolímeros. As 

propriedades mecânicas do nanocompósito dependem da quantidade 

adicionada de nanopartículas (OTHMAN, 2014). 

A aglomeração das partículas de reforço diminui a dispersão na 

matriz polimérica, resultando na deterioração das propriedades 

mecânicas do compósito. O aparecimento e o crescimento de agregados 

ocorrem durante a formação do polímero e são causados pela intensidade 

das forças de cisalhamento e adesão das partículas. A distribuição 

uniforme é favorecida por altas forças de cisalhamento e baixa energia de 

superfície, porém pequenas partículas são propícias a se agregar (KISS; 

FEKETE; PUKÁNSZKY, 2007). 

A nanotecnologia está sendo empregada em materiais para 

construção como pisos, paredes e tecnologias em cosméticos, 

eletrônicos, tratamento de resíduos, equipamentos esportivos, na 

medicina, e recentemente na agricultura e indústria alimentícia 

(HANDFORD et al., 2014). A nanotecnologia está presente em várias 

áreas relacionadas a alimentos, porém é dificil estimar sua aplicação na 

agricultura ou na indústria de alimentos, já que não existe uma lista 

definida de alimentos ou produtos alimentícios que entram em contato 

com nanocompósitos (COLES; FREWER, 2013). 

A definição analitica para nanopartículas ainda enfrenta desafios, já 

que não existe um único método analítico para detectar todos os tipos e 

tamanhos das nanopartículas nas matrizes. A grande diversidade de 

nanopartículas com composição química similar, mas com estruturas 
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variadas que proporcionam diferentes propriedades toxicológicas, requer 

técnicas diferenciadas para avaliar o tamanho e testar a toxicidade das 

nanopartículas. Técnicas de categorização dos materiais de risco são 

aplicadas como ferramentas de orientação para formulação de 

nanomateriais seguros, já que ainda não existem medidas regulatórias 

implementadas (BOUWMEESTER et al., 2014). 

 

 CARBONATO DE CÁLCIO (CaCO3) 

O carbonato de cálcio (CaCO3) é estável, presente naturalmente no 

meio ambiente e possui três tipos de polimorfos básicos: calcita, aragonita 

e vaterita (GUOHUA et al., 2007). Os cristais de CaCO3 geralmente se 

formam quando os segmentos de átomos ou moléculas se alinham 

regularmente em estruturas fixas. As diferentes conformações são 

formadas pela variedade de átomos e do alinhamento da estrutura 

cristalina (LIXIA et al., 2015). A cristalinidade dos cristais pode ser 

influenciada por fatores externos. O CaCO3 na forma natural de aragonita 

pode ser convertida em calcita a temperaturas acima de 400ºC 

(HARIHARAN, 2014) 

O CaCO3 pode ser aplicado como suplemento alimentar, 

principalmente se o consumo de cálcio na dieta diária for insuficiente, pois 

é essencial para a saúde dos ossos, coração, sistema nervoso e 

músculos, além de não ser tóxico e ser biocompatível, ou seja, pode ser 

utilizado em procedimentos cirúrgicos ou similares. Atualmente, o mineral 

é empregado na produção de filmes compósitos (WANG et al., 2015). 

Carbonato de cálcio é utilizado em plásticos, borrachas, adesivos, 

revestimentos e resinas termofixas. Na indústria de papel, o CaCO3 é a 

partícula mais utilizada como elemento inorgânico de reforço devido ao 

baixo custo e alta capacidade de melhorar as propriedades dos polímeros 

como módulo de Young e resistência à tração (LIXIA et al., 2015). A 

rigidez do compósito obtido é levemente modificada mas o limite de 

elasticidade e a resistência máxima aumentam consideravelmente com a 
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diminuição do tamanho das partículas de CaCO3 (KISS; FEKETE; 

PUKÁNSZKY, 2007).  

O CaCO3 tende a se aglomerar por causa da sua alta 

hidrofilicidade e energia de superfície. O aumento da área superficial das 

nanopartículas, o estado desprotegido dos átomos e a combinação com 

outros átomos, facilitam a modificação das propriedades originais da 

superfície, e, consequentemente, a agregação das partículas, além de 

acelerar o crescimento de cristais de CaCO3, tornando o diâmetro das 

nanopartículas de CaCO3 maiores (RUI et al., 2015; ZHU et al., 2014).  

As técnicas consideradas mais práticas e comercialmente 

disponíveis para impedir a formação de agregados são a modificação da 

superfície da partícula inorgânica com uma molécula orgânica e a 

polimerização in situ (LIXIA et al., 2015). 

Os ácidos graxos de cadeias longas, como o ácido oleico, convertem a 

superfície hidrofílica das nanopartículas de CaCO3 em uma superfície 

hidrofóbica (Figura 8) e melhoram a dispersão da partícula em solventes 

orgânicos (YANSHENG et al., 2013). 

Figura 8 - Diagrama da modificação da superfície do CaCO3 com ácido 

oleico. 

 

Fonte: YANSHENG et al., 2013, p.533. 

 

Diversas técnicas podem ser empregadas na polimerização de 

compósitos, como a polimerização in situ, em que as partículas são 

adicionadas durante a reação de polimerização. A sonificação pode ser 

utilizada para obter uma dispersão fina e uniforme das partículas 
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inorgânicas no polímero neste método, sendo denominado, então, 

polimerização in situ sonoquímica (BHANVASE; SONAWANE, 2014). 

 

 ULTRASSOM EM PROCESSOS ALIMENTÍCIOS 

Tratamento de ultrassom é uma tecnologia emergente com um 

processo físico não térmico que possui várias aplicações na indústria de 

alimentos e em seus campos relacionados. Ultrassom pode ser definido 

como ondas sonoras de alta frequência que excedem o limite de audição 

humana (~20 kHz). Ultrassom de potência utiliza intensidades que 

excedem 1 W/cm2 e frequências entre 20 e 500 kHz. A tecnologia do 

ultrassom é baseada na propagação das ondas sonoras que produzem 

uma cavitação acústica; se a propagação passa por um material 

biológico, as partículas do meio sofrem um processo de rarefação 

(compressão e descompressão) (AWAD et al., 2012, HIGUERA-

BARRAZA et al., 2016).  

A cavitação acústica produzida através da propagação das ondas 

sonoras é responsável por criar regiões de baixa e alta pressão que 

geram microbolhas, as quais são rapidamente formadas, aumentam de 

tamanho e colapsam. A grande quantidade de energia de ruptura das 

microbolhas é liberada por meio de ondas de choque, forças de 

cisalhamento, micro jatos e turbulências que fornecem ótimas condições 

para reações sonoquímicas (JIN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016). 

A energia mecânica do sistema pode modificar as propriedades 

químicas/bioquímicas, mecânicas e físicas dos materiais. Banho de 

ultrassom ou sonda ultra-sônica de imersão com diferentes comprimentos, 

diâmetros e geometrias de ponta promovem reações diferentes, já que a 

quantidade de energia dissipada afeta proporcionalmente a variação da 

pressão acústica. As propriedades funcionais e físico-químicas de um 

material específico devem ser estudadas para verificar os efeitos e 

selecionar o sistema de processamento apropriado ou as condições do 

ultrassom, como as condições de operação, design da sonda, geometria e 
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suas características, frequência e outros parâmetros (AWAD et al., 2012). 

A aplicação de potências muito altas apresenta efeitos negativos, já que o 

tempo e intensidade também podem causar uma perda na funcionalidade 

ou desnaturação da proteína (HIGUERA-BARRAZA et al., 2016). 

A técnica de ultrassom pode ser aplicada em diversos materiais 

para misturar, dispersar, realizar a ruptura de agregados, dissolução de 

sólidos em líquidos, homogeneização e emulsificação (DELMAS; 

BARTHE 2015). Jin et al. (2015) utilizaram a sonificação na enzimólise de 

proteínas para produzir peptídeos bioativos. O pré-tratamento melhorou a 

taxa de enzimólise, a bioatividade e a taxa de conversão do substrato, 

além de expor os sítios ativos ao alterar a microestrutura da proteína e 

sua estrutura secundária.  

A aplicação de ultrassom de potência apresentou resultados 

significantes quando aplicado para formação de gel de proteína. O gel 

formado era mais compacto e possuía melhores características 

hidrodinâmicas, propriedades mecânicas e textura (KNOOR et al., 2011).  

Wang et al. (2013) formulou filmes comestíveis de proteína de soja 

com a aplicação de ultrassom/micro-ondas e verificou que o material 

resultante continha partículas com menor tamanho, área de superfície 

maior e mais hidroxilas livres na superfície, que resultou na melhoria da 

capacidade de barreira ao vapor d’água e ao oxigênio. Vários estudos 

reportaram uma melhora nas propriedades funcionais da proteína com a 

aplicação do ultrassom, tais como diminuição do tamanho da partícula, 

aumento da solubilidade, melhor controle do processamento da 

microestrutura, formação de espuma, emulsificação, aceleração ou 

inativação de enzimas, congelamento, descongelamento, inativação 

microbiana, secagem e auxílio na extração de componentes bioativos 

(MARCUZZO et al., 2010). 

Segundo Delmas e Barthe (2015) uma técnica indicada de mistura 

com ultrassom deve condicionar a solução a passar regularmente nas 

melhores zonas de irradiação, melhorando a eficiência do processo. 
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Assim, uma dissolução inicial da solução com outra técnica facilita a 

agitação e auxilia drasticamente a mistura. A aplicação de ultrassom 

concentra a dissipação de energia próximo à aplicação (local da reação), 

enquanto que a agitação convencional espalha uma energia turbulenta 

em todo o volume da solução. O tempo de sonificação é o critério mais 

importante na uniformidade da solução, mas não reflete a qualidade da 

mistura em escala molecular, que pode ser influenciada por outros 

fenômenos de escala molecular, como precipitação, emulsificação, 

seletividade, taxa de reação e transferência de massa (MONNIER; 

WILHELM; DELMAS, 1999). 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. MATERIAIS 

 Neste estudo foram utilizados zeína comercial adquirida da Sigma-

Aldrich (Alemanha); etanol 95% (v/v) adquirido da Dinâmica (Brasil); 

glicerol e ácido oleico adquiridos da Synth (Brasil); emulsificante (mono e 

diglicerídeos) Emustab® adquirido da Duas Rodas Ind. (Brasil) e 

carbonato de cálcio (CaCO3) fornecido pela Lagos Indústria Química 

LTDA (Brasil).  

 

 MÉTODOS 

4.2.1. Preparação dos Filmes 

Todos os filmes seguiram a formulação descrita por Pena-Serna e 

Lopes-Filho (2013), na qual zeína foi diluída na proporção de 20% de 

massa por volume de solução de etanol a 95% (v/v); glicerol foi utilizado 

como coadjuvante do agente plastificante na proporção de 30% de massa 

de zeína e ácido oleico na proporção de 70% de massa de zeína. O 

emulsificante foi incluído na proporção de 5% de massa de zeína como 

estabilizante da solução. 
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A zeína foi diluída na solução de 95% (v/v) de etanol nos filmes 

sem adição de CaCO3, o processo está apresentado na Figura 9. O 

glicerol, o ácido oleico e o emulsificante foram adicionados na solução 

filmogênica e, então, foram aplicados os tratamentos de ultrassom de 120 

W (Anexo A) ou agitação mecânica com frequência de rotação de 650 

rpm (TECNAL, Agitador Mecânico TE-139, Brasil – Figura 10a). Um 

banho termostático foi utilizado para pré-aquecer e restringir o 

aquecimento por cavitação da solução em até 65 ºC por 5 minutos.. O 

ultrassom utilizado foi operado a 24 kHz de frequência e equipado com 

uma sonda cilíndrica de 22 mm de diâmetro (HIELSCHER, UP 400S, 

Alemanha – Figura 10b). 

 

Figura 9 - Fluxograma dos filmes de zeína sem CaCO3. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 10 - a) Agitador Mecânico TE-139 (TECNAL) com a pá de 

agitação; b) Ultrassom UP 400S (HIELSCHER) com a sonda de 

ultrassom. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A superfície do CaCO3 foi modificada com ácido oleico durante a 

dispersão segundo o método descrito por Yansheng et al. (2013) e Swain 

et al. (2014), com alguns ajustes, para evitar a agregação do CaCO3 e 

facilitar a incorporação das nanopartículas no filme. 

As diferentes quantidades de carbonato de cálcio (1, 2 e 3% de 

CaCO3 relativo à massa de zeína) foram dispersas em solução de etanol 

a 95% (v/v) com agitação magnética por 5 min e aplicado ultrassom com 

poder nominal de saída acústica de 400 W por 30 min. Ácido oleico foi 

adicionado na solução 5 min antes do término da dispersão.  

A zeína foi adicionada na solução contendo CaCO3 e ácido oleico 

com agitação magnética por 5 min, imediatamente após a dispersão. O 

glicerol e o emulsificante foram adicionados na solução filmogênica e, 

então, foi aplicado os tratamentos de ultrassom de 120 W ou agitação 

mecânica com frequência de rotação de 650 rpm. Um banho termostático 

foi utilizado para preaquecer e restringir o aquecimento por cavitação da 

solução em até 65 ºC por 5 min. A Figura 11 apresenta o processo dos 

filmes adicionados de CaCO3.  
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Figura 11 - Fluxograma de produção dos filmes de zeína adicionados de 

micro e nanopartículas de CaCO3. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Após os tratamentos, foi aplicada uma quantidade constante (0,035 

g/cm2) da solução em suportes de acrílico pelo método casting e mantidos 

por 24 h à temperatura de 25 ºC para evaporação do solvente. Os filmes 

foram retirados e condicionados em um dessecador com uma solução 

saturada de brometo de sódio (NaBr) para manter 58% de umidade 

relativa (% UR) por um período mínimo de 40 h antes de cada análise 

(YE; RAN; JUN, 2014). 

 

4.2.2. Caracterização dos materiais  

4.2.2.1. Difração de Raios X em Alto Ângulo (WAXS) 

Os padrões de difração de raios x em alto ângulo (WAXS) dos 

filmes de zeína e do CaCO3 foram determinados utilizando-se um 

difractômetro de raios X de bancada (RIGAKU, MiniFlex 300, Japão), com 
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radiação de Cu, linha K, L = 1,542 Å, utilizando um porta amostra de 

alumínio e monocromador. A velocidade de varredura foi de 1°/min nas 

condições de 30 kV e 10 mA.  

O software PDXL foi utilizado para a obtenção do espaço d entre 

as estruturas do filme e do tamanho da partícula de CaCO3. Os cálculos 

são baseados na Lei de Bragg e no método de Halder-Wagner (Anexo B), 

respectivamente. A cristalinidade relativa dos filmes é quantitativamente 

estimada seguindo o método de Nara e Komiya (1983), que se baseia na 

relação entre a área dos picos e área total dos difractogramas.  

 

4.2.2.2. Espectroscopia no Infravermelho Acoplada à Técnica de 

Reflectância Total Atenuada (FTIR-ATR) 

Os filmes e o CaCO3 foram caracterizados por espectroscopia no 

infravermelho acoplada à técnica de reflectânica total atenuada (FTIR-

ATR) seguindo à técnica de Georget, Barker e Belton (2008). As amostras 

de filmes foram cortadas em quadrados de 1 cm2 e foi utilizado o pó de 

CaCO3 para obtenção dos espectros de transmitância. A análise foi 

realizada em um espectrofotômetro (PERKIN ELMER, Spectrum Two IR 

Spectrometer, EUA) com 10 varreduras, na região de 4000 a 400 cm-1, 

intervalo de 2 cm-1 e resolução de 4 cm-1. 

  

4.2.2.3. Tamanho de Partícula 

As análises do tamanho do CaCO3 foram realizadas em um 

equipamento de dispersão dinâmica de luz (MALVERN, Zetaziser Nano 

ZS, Reino Unido). As amostras de CaCO3 foram dispersas em uma 

solução de 95% (v/v) de etanol e água. A proporção de CaCO3 adicionado 

foi de 0,02 g para 150 mL de solução com agitação magnética por 10 min 

sem aquecimento.  

As amostras foram submetidas a três processos de agitação para 

verificar a dispersão de agregados. O primeiro tratamento foi a aplicação 

de agitação mecânica com frequência de rotação de 650 rpm por 30 min e 
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os tratamentos restantes tiveram a aplicação de ultrassom de 400 W em 

diferentes tempos (15 e 30 min.), os quais receberam a denominação 

30min/Mec, 15min/Ult e 30min/Ult, respectivamente. A primeira análise foi 

realizada imediatamente após a dispersão. Após 24 h em repouso à 

temperatura de 25 ºC, foi realizada uma segunda análise, a fim de 

verificar a estabilidade das partículas em repouso, onde as amostram 

receberam a denominação 30min/Mec24, 15min/Ult24 e 30min/Ult24, 

respectivamente. A Tabela 1 apresenta os tratamentos e a codificação de 

cada amostra. 

 

Tabela 1 - Codificação das amostras de dispersão de CaCO3 com 

agitação mecânica ou ultrassom. 

Tempo (min) Tratamento 
Codificação 

0 hora 24 horas 

15 Ultrassom 15min/Ult 15min/Ult24 

30 Ultrassom 30min/Ult 30min/Ult24 

30 Agitação mecânica 30min/Mec 30min/Mec24 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As amostras foram acondicionadas por 5 minutos a 25 ºC antes de 

cada análise para assegurar a homogeneidade da temperatura. O teste 

foi realizado em triplicata e constituído de 10 leituras.  

 

4.2.2.4. Microscopia Óptica 

A uniformidade da superfície foi determinada por microscopia 

óptica. Os filmes foram tingidos com uma solução de Xylidine Ponceau 

seguindo o método descrito por Almeida (2010). Os filmes foram cortados 

em quadrados de 2 cm2 e depois imersos em uma solução de Xylidine 

Ponceau por 30 min. Após o tingimento, as amostras foram lavadas em 

uma solução de ácido acético a 2,5% por 10 min e, depois, em água 

destilada por 10 min. Os filmes tingidos foram posicionados em lâminas 
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de microscópio e dispostos por 24 horas em uma estufa a 37 ºC. Após a 

secagem, os filmes foram fixados com bálsamo do Canadá e lamínula de 

vidro, cuja montagem foi armazenada em temperatura ambiente por um 

período mínimo de 24 horas (Figura 12). As imagens foram captadas com 

um microscópio óptico (Olympus CX 31) equipado com um sistema de 

captura de imagem (Olympus CellSens Stardards 1.11), utilizando um 

aumento de 100x. 

 

Figura 12 - Diagrama de tingimento com solução de Xylidine Ponceau. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.2.2.5. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As estruturas da superfície e do corte lateral dos filmes foram 

observadas em um microscópio eletrônico de varredura (CARL ZEISS, 

EVO LS15, Alemanha) equipado com um detector de elétrons secundário 

(SE) em alto vácuo a temperatura constante. A análise foi realizada no 

Laboratório de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) do 

Departamento de Física da Unesp de Presidente Prudente (FCT). 

 As amostras de filmes para a análise superficial foram cortadas em 

quadrados de 1 cm2 e as amostras para análise da superfície seccionada 

foram obtidas através de fraturas criogênicas após a imersão em 

Solução de 
Xylidine Ponceau 

Ácido acético 
2,5% por 10 min 

Água destilada 
por 10 min 

Filme: 2 cm
2
 Estufa a 37 ºC Amostra 



  42

 

nitrogênio líquido durante 2 minutos. As amostras foram fixadas com uma 

fita condutora dupla face de carbono no stub (porta amostra) e 

metalizadas com uma fina camada de ouro utilizando o sputerring 

(QUORUM, Q 150R ES, Inglaterra). As imagens foram capturadas a 15-

20kV com ampliações de 1000x e 5000x, respectivamente.   

 

4.2.2.6. Espessura 

A espessura dos filmes foi medida com um micrômetro digital 

(DIGIMESS, IP54, Brasil) de 0.001m de precisão. Os cálculos foram 

realizados com a média aritmética de seis pontos medidos 

aleatoriamente. 

 

4.2.2.7. Transparência / Opacidade  

Seis amostras de cada filme foram testadas de acordo com Pena-

Serna e Lopes-Filho (2013). Os filmes foram cortados em formatos 

retangulares de 9 mm por 43 mm e dispostos na parede interna da cubeta 

de varredura do espectrofotômetro (Bioespectro SP-220) a 600 nm. A 

Equação 1 foi utilizada para o cálculo da opacidade. 
 

 

onde: A600 é absorbância medida a 600 nm e a espessura média do filme 

representada pelo x. 

 

4.2.2.8. Permeabilidade ao Vapor de Água (PVA) 

A permeabilidade ao vapor de água (PVA) dos filmes foi 

determinada gravimetricamente de acordo com a norma ASTM E 96/96M-

16 (ASTM, 2016) pelo método dessecante. As amostras de cada filme 

foram seladas hermeticamente em células de permeação de acrílico com 

área de exposição de 8,04 cm2. As células de permeação continham 

dessecante (sílica gel) e foram acondicionadas em câmaras controladas 

   (1) 
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(dessecadores) contendo água destilada a 25ºC. As determinações foram 

realizadas em triplicata com seis registros de aumento de peso das 

células em balança analítica (0,0001 g). A PVA foi calculada de acordo 

com a equação (2): 
 

           
 

onde G é a mudança de peso na célula; X é a espessura média do filme; t 

é o tempo de medição durante o ganho de massa, A é a área de teste; S 

é a pressão do vapor saturado na temperatura do teste (3169 Pa em 

25ºC) e P é a diferença de pressão de vapor d’água interna e externa da 

célula de permeação. A relação G/t foi obtida pela fração linear do gráfico 

G vs. t. (WANG; PADUA, 2004; GAONA-SÁNCHES et al., 2015).  

 

4.2.2.9. Solubilidade em água 

A solubilidade em água foi obtida por meio da relação entre a 

matéria seca final e a matéria seca inicial dividida pela matéria seca 

inicial, ilustrado pela equação 3.  
 

                    
 

Amostras de filme foram cortadas com 2,0 cm de diâmetro e 

submetidas à secagem por 24h a 105 °C, sendo posteriormente pesadas 

(peso inicial, Wi). As amostras secas foram imersas em 50 mL de água 

destilada e mantidas sob agitação lenta e constante (72 rpm) em shaker 

(MARCONI, MA-410, Brasil) por 24h à temperatura de 25 °C. Após este 

período, a água foi retirada e as amostras secas em estufa a 105 °C por 

24h, para determinação da massa seca final (Wf).  

 

4.2.2.10. Propriedades Mecânicas 

As propriedades mecânicas dos filmes foram analisadas de acordo 

com a norma ASTM D882-12 (ASTM, 2012), com modificações. Um 

  (2) 

   (3) 
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analisador de textura (Figura 13 - STABLE MICRO SYSTEMS®, TA.XT 

PLUS, Reino Unido) com o software Exponent e garras modelo A/TG foi 

utilizado na verificação da porcentagem de elongação na ruptura (%E), do 

limite de resistênica à tração (Rmáx) e do módulo de Young (E).  

Os filmes foram cortados em tiras retangulares de 50 mm de 

comprimento por 25 mm de largura, cuja espessura foi medida com um 

micrômetro digital com 0.001 m de precisão. O valor da média aritmética 

de dez pontos aleatórios foi utilizada nos cálculos. A separação inicial 

entre as garras foi de 30 mm e a velocidade da análise ajustada para 500 

mm/min. A tensão e a deformação de pelo menos 5 amostras de cada 

filme foram registradas durante a extensão das garras até a ruptura de 

cada filme para o cálculo das propriedades mecânicas (BASIAK; 

DEBEAUFORT; LENART, 2016; MASAMBA; LI; ZHONG, 2016).  

 

Figura 13 - Análise das propriedades mecânicas TA.XT PLUS. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.2.3. Delineamento Experimental 

O experimento foi realizado para um delineamento fatorial 

casualizado 4x2 com duas repetições, totalizando 16 tratamentos, para 

determinar a influência da adição de micro e nanopartículas de carbonato 

de cálcio (CaCO3) e de diferentes tipos de agitação nas propriedades 

funcionais dos filmes à base de zeína.  
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O primeiro fator corresponde à adição de CaCO3 e foi estudada em 

4 níveis que foram relativos a filmes de zeína sem CaCO3 e filmes com 

adição de 1, 2 e 3% (em massa de zeína) de CaCO3, sendo o valor 

codificado máximo igual a +2 e o mínimo, -2. O segundo fator, que se 

refere à agitação do sistema, conteve 2 variáveis categóricas: agitação 

mecânica (Mec) e aplicação de ultrassom (Ult), com a codificação 1 e 0, 

respectivamente. Cada combinação dos níveis dos fatores corresponde a 

um tratamento, sendo a adição de CaCO3 (x1) e a agitação do sistema 

(x2). A Tabela 2 apresenta os valores codificados dos fatores. 

 

Tabela 2 - Planejamento fatorial 4x2 com tratamento aleatorizado e 

valores codificados dos fatores. 

Ensaio 
Tratamento 

Aleatorizado 

Fatores 

CaCO3 (%) - x1 Agitação - x2 

1 11 1% CaCO3 (-1) Mec (1) 

2 5 2% CaCO3 (1) Mec (1) 

3 15 3% CaCO3 (2) Mec (1) 

4 4 1% CaCO3 (-1) Ult (0) 

5 12 1% CaCO3 (-1) Ult (0) 

6 10 Zeína (-2) Ult (0) 

7 3 1% CaCO3 (-1) Mec (1) 

8 7 3% CaCO3 (2) Mec (1) 

9 13 2% CaCO3 (1) Mec (1) 

10 1 Zeína (-2) Mec (1) 

11 14 2% CaCO3 (1) Ult (1) 

12 8 3% CaCO3 (2) Ult (0) 

13 9 Zeína (-2) Mec (1) 

14 6 2% CaCO3 (1) Ult (0) 

15 16 3% CaCO3 (2) Ult (0)  

16 2 Zeína (-2) Ult (0) 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O modelo de efeitos linear descrito por Montgomery (2013) foi 

ajustado para descrever cada variável resposta na pela equação 4. 
 

 
 

onde: yi é a variável resposta; µ0, µ1, µ2 e µ12 são os coeficientes do 

modelo; x1 e x2 são os fatores (variáveis independentes) de adição de 

CaCO3 e agitação do sistema, respectivamente; as interações são 

representas por x1x2; e o componente de erro para cada resposta é 

representado por εi. 

 

4.2.4. Análises estatísticas 

Os dados foram analisados com software Minitab (Minitab Inc., 

State College, PA), em que foi utilizado a ANOVA para a avaliação dos 

resultados experimentais de caracterização da microestrutura com o teste 

de Tukey para comparação das médias e o mesmo software foi utilizado 

para o delineamento fatorial das propriedades funcionais. O nível de 

significância de 0.05 foi utilizado para avaliar todas as análises, afim de 

analisar a microestrutura, estimar os efeitos e interações dos fatores e 

verificar a influência na variável resposta. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 CARACTERIZAÇÃO DO CaCO3 

As propriedades da partícula (tamanho e geometria) influenciam 

nas características do compósito. No caso das propriedades mecânicas, a 

tensão e a força máxima de cisalhamento são fortemente afetadas pela 

área superfícial específica do reforço, ou seja, as propriedades mecânicas 

geralmente são melhoradas à medida que o tamanho da partícula 

decresce (KISS; FEKETE; PUKÁNSZKY, 2007). A caracterização do 

CaCO3 foi realizada antes da modificação da superfície por meio de 

   (4) 



  47

 

análises de WAXS, FT-IR e tamanho de partícula para analisar a pureza e 

a configuração do reagente. 

 

5.1.1. WAXS do CaCO3 

A difração de raio-X é uma técnica eficiente para investigar as 

estruturas cristalinas e físico-químicas de cristais. A comparação entre os 

padrões permite a identificação da fase cristalina da calcita pura da 

amostra de CaCO3, conforme as distâncias dos grupos na comparação do 

espaço d, que é o espaçamento interplanar e representa a magnitude da 

distância entre dois planos paralelos e adjacentes, calculado pela Lei de 

Bragg dos planos do cristal. 

 Os padrões de difração do CaCO3 e da conformação padrão 

normal da calcita (HARIHARAN, 2014) estão apresentados na Figura 14. 

 

Figura 14 - Padrões de difração de raio-X em alto ângulo (WAXS) das 

partículas de CaCO3. 
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Fonte: *Elaborado pelo autor. **RRUFF project, 2016a. 

  

A Tabela 3 apresenta os picos de difração encontrado nos padrões 

de raios x com a face do cristal do CaCO3. O valor do espaço d foi 
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calculado pelo programa PDXL2, que utiliza o método de Halder-Wagner 

para fornecer o tamanho médio do cristal.     

 

Tabela 3 - Picos de difração, face do cristal e espaço d do CaCO3. 

2θ dos picos 

CaCO3* 
23,2 29,5 31,6 36,1 39,6 43,3 47,7 48,6 56,7 57,5 

Face do cristal** 012 104 006 110 113 202 018 116 211 122 

Espaço d (Aº)* 3,83 3,03 2,83 2,49 2,27 2,09 1,91 1,87 1,62 1,60 

Fonte: *Elaborado pelo autor. **WEI et al., 2013, p. 47. ; LIXIA et al., 

2015, p. 567. 

 

O método de Halder-Wagner determina o tamanho médio do cristal 

por meio do espaço d e da largura total medida na altura média da 

intensidade máxima dos maiores picos. O valor encontrado pelos cálculos 

dos picos foi de 32,6 ± 4,6 nm de diâmetro médio do cristal. O tamanho 

obtido pelos cálculos confirma as proporções nanométricas do reagente 

para aplicação no compósito. Nenhum pico de impurezas foi detectado, o 

que, segundo Hari-bala et al. (2006) e El-Sheikh et al. (2013), é uma 

indicação de que o pó de CaCO3 possui uma alta pureza na forma 

cristalina da calcita. 

 

5.1.2. FTIR-ATR do CaCO3 

 A Tabela 4 apresenta os picos característicos das diferentes 

morfologias do CaCO3. O CaCO3 comum possui três picos distintos 

principais: ν3 (com intensidade alta e base larga), ν2 e v4 (com 

intensidades fracas e bases finas). Os picos de vibração do FTIR-ATR 

podem ser influenciados por defeitos existentes na estrutura cristalina do 

CaCO3, que produzem distorções nas vibrações que podem enfraquecer o 

sinal de transmitância ou até ocultar picos cristalinos (GUOHUA et al., 

2007). 
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Tabela 4 - FTIR-ATR de diferentes morfologias do CaCO3. 

Pico (cm-1) CaCO3* Calcita** Aragonita** Vaterita** 

ν2 871 872 851 870 

ν3 1406 1420 1465 1420, 1490 

ν4 712 710 692, 707 750 

outros ν   1077 1070, 1085 

Fonte: *Elaborado pelo autor; **GUOHUA et al., 2007, p. 85. 

 

O espectro de FTIR-ATR do CaCO3 está representado na Figura 15 

junto com o espectro padrão normal da calcita. O espectro obtido 

apresentou vibrações nas bandas de 1406 cm-1, 871 cm-1, 712 cm-1, que 

indica as vibrações conformacionais do plano do carbonato (CO32-) (EL-

SHAIKH et al., 2013; LIXIA et al., 2015). Além dos picos obtidos, a 

ausência de picos próximo à região de 1000 cm-1 correlaciona o CaCO3 

ao espectro padrão da calcita. 

 

Figura 15 - Espectrogramas do reagente e do padrão de CaCO3. 
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Fonte: *Elaborado pelo autor. **RRUFF project, 2016b. 
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A possível vibração na banda de 667 cm-1 apresenta um pico na 

região acima dos 100% de transmitância, então pode ser relacionada a 

uma impureza ou interferência durante a análise. A análise de FTIR-ATR 

confirma os picos característicos dos grupos do carbonato da calcita 

principalmente pela presença do pico na banda de 872 cm-1 e ausência de 

picos próximo à região de 1000 cm-1 descrito por Hariharan et al. (2014). 

Os resultados são coerentes com os resultados dos padrões de difração 

da calcita e a pureza do reagente pode ser verificada pela ausência de 

picos nas demais regiões.  

 

5.1.3. Tamanho de Partícula do CaCO3 

A nanopartícula de CaCO3 é um material singular com 

característica de pó sólido ultrafino, cujo tamanho varia entre 10 a 100 

nm. As nanopartículas de CaCO3 tendem a se aglomerar por causa de 

sua alta hidrofilicidade e alta energia de superfície. Quanto menor o 

tamanho das partículas de CaCO3, mais provável é a aglomeração (ZHU 

et al., 2014).  

A influência da agitação no tamanho médio do diâmetro da 

partícula de CaCO3 foi analisada baseada em uma técnica de dispersão 

dinâmica de luz (dynamic light scattering – DLS) e está apresentada na 

Figura 16. As partículas analisadas apresentaram uma distribuição 

bimodal (2 picos) após o tratamento do ultrassom. O aparecimento de um 

segundo pico indica uma não uniformidade no processo ou a presença de 

partículas menores (KISS; FEKETE; PUKÁNSZKY, 2007). 

O diâmetro médio da partícula nos tratamentos com o ultrassom 

apresenta valores distintos que diminuem à medida que se aumenta o 

tempo de exposição ao ultrassom. O tamanho do diâmetro médio em 

nanômetros de cada pico da Figura 16 está apresentado na Tabela 5.   
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Figura 16 - Distribuição dos tamanhos das partículas de CaCO3 dispersas 

em uma solução aquosa de 95% (v/v) etanol e água em tipos de agitação 

e tempos diferentes: 30min/Mec, 15min/Ult e 30min/Ult, 30min/Mec24, 

15min/Ult24 e 30min/Ult24. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Tabela 5 - Diâmetro médio do CaCO3 disperso em solução aquosa de 

95% (v/v) etanol e água. A, B, C, a Os dados indicados por letras diferentes 

na mesma coluna representa uma diferença significativa (p < 0.05). 

Tratamento Pico A (d. nm) Pico A (%) Pico B (d. nm) Pico B (%) 

15min/Ult 564,2 ± 45,9C 88,95 137,45 ± 12,49a 11,05 

15min/Ult24 819,0 ± 198,0B 90,83 157,8 ± 41,6a 9,17 

30min/Ult 476,9 ± 32,0C 92,17 115,2 ± 18,8a 7,83 

30min/Ult24 523,60 ± 8,77C 92,0 122,35 ± 3,61a 8,0 

30min/Mec 968,6 ± 39,1A,B 100 N/A 0 

30min/Mec24 1059,2 ± 54,2A 100 N/A 0 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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As partículas dispersas no tratamento 30min/Mec apresentaram um 

tamanho médio superior (968,6 ± 39,1 nm) aos outros tratamentos e um 

sistema uniforme com apenas um pico de distribuição. Os tratamentos 15 

min/Ult e 30 min/Ult apresentaram partículas com distribuição de tamanho 

menor e com intensidades maiores no diâmetro médio acima de 100 nm, 

caracterizando as micropartículas, sendo que o tratamento 30 min/Ult 

continha nanopartículas de CaCO3 (115,2 ± 18,8 nm). Segundo Yansheng 

et al. (2013), as partículas de CaCO3 possuem afinidade com a água e 

tendem a se agregar durante a polimerização na matriz polimérica.  

O diâmetro médio encontrado por Rui et al. (2015) da dispersão 

das nanopartículas de CaCO3 na água pura foi de 367 nm. O valor 

encontrado é muito maior do que o tamanho das partículas em seu 

tamanho nativo, indicando possíveis aglomerações. A diminuição do 

diâmetro das partículas pela aplicação de ultrassom está de acordo com 

os dados reportados por Hassan et al. (2013), que utilizou o ultrassom 

para sintetizar nanopartículas de CaCO3 a partir da casca do ovo e que 

podem ser aplicadas em compósitos poliméricos.  

Após 24 horas em repouso, o diâmetro do tamanho das partículas 

não apresentou diferença significativa (p < 0,05), porém foi observado o 

aumento do desvio padrão do tamanho das partículas que representa a 

uniformidade do sistema. A grande área superficial e o estado de 

exposição dos átomos na superfície das nanopartículas de CaCO3 tornam 

a molécula suscetível à perda de suas características superficiais por 

contaminação com outros átomos ou pelo meio. A influência desses 

fatores favorece a formação de agregados (RUI et al., 2015), assim como 

altas concentrações de nanopartículas diminuem a distância entre as 

partículas e formam agregados (WEI et al., 2013).  

Segundo Bhanvase et al. (2011), a modificação da superfície de 

partículas inorgânicas com uma molécula orgânica é um dos métodos 

para reduzir a energia superficial e, simultaneamente, aumentar a 

compatibilidade com os compostos orgânicos da matriz polimérica. Desse 
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modo, a adição de compostos como o ácido oleico no tratamento da 

superfície do CaCO3 é necessário para se alcançar uma boa dispersão e 

diminuir a adesão interfacial (YASHENG et al., 2013). A formulação dos 

filmes teve uma etapa de pré-tratamento das partículas de CaCO3 com 

base na literatura (YASHENG et al. 2013; SWAIN et al. 2014) e nos 

resultados da análise do tamanho da partícula. CaCO3 foi disperso com a 

aplicação de ultrassom e ácido oleico foi adicionado para a modificação 

da superfície. 

 

 CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES 

Os filmes obtidos apresentaram uma espessura uniforme com boa 

flexibilidade e foram retirados facilmente do suporte. A Figura 17 

apresenta uma amostra do filme obtido. 

 

Figura 17 - Filme de zeína. 

   

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os filmes possuem coloração amarela, a qual é atribuída aos 

carotenoides provenientes do milho, e uma percepção táctil gordurosa 

acentuada nos filmes adicionados com CaCO3, assim como descrito por 

Ribeiro (2014). O glicerol pode migrar da matriz polimérica para a 

superfície dos filmes devido à fraca interação existente com a zeína, 

causando a sensação gordurosa (PENA-SERNA; LOPES-FILHO, 2013). 

A adição de CaCO3 pode ter afetado as interações entre os plastificantes 
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adicionados e a matriz polimérica, favorecendo a migração dos 

plastificantes para a superfície. 

 

5.2.1. Microestrutura 

5.2.1.1. WAXS dos Filmes 

Segundo Heeley et al. (2014), a análise permite o estudo da 

estrutura cristalina de blendas ao longo de uma escala ampla, que contém 

informações sobre a estrutura cristalina (micromorfologia) e a ordem 

morfológica (macromorfologia), e foi realizada para verificar a influência 

dos tratamentos no empacotamento da estrutura da matriz polimérica dos 

filmes biodegradáveis.  

A Figura 18 apresenta os difratogramas obtidos dos filmes com 

diferentes tratamentos. Segundo Wang et al. (2005), a zeína possui uma 

estrutura amorfa com picos de intensidade característicos e apresentam 

um espaçamento interplanar (espaço d) de 4,5 Å (representado como 2 

na Figura 18) e outro de 10 Å (representado como 1 na Figura 18). 

O espaçamento menor de 4,5 Å pode ser relacionado como a 

distância das bases entre as α-hélices ou representa os espaços entre as 

cadeias do ácido oleico (GORRASI; VERTUCCIO, 2016) e o 

empacotamento lateral das α-hélices gera o espaçamento maior de 10 Å. 

A α-hélice é a estrutura secundária mais abundante e estável nas 

proteínas e possui uma conformação com interações de hidrogênio 

intramoleculares (WANG et al., 2005).  
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Figura 18 - Difratogramas dos filmes de zeína adicionados com CaCO3 

em diferentes concentrações em diferentes processos de agitação:          

a) agitação mecânica; b) aplicação de ultrassom; c) agitação mecânica e 

aplicação de ultrassom. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O aumento gradativo do elemento de reforço reduziu a intensidade 

dos picos de difração dos filmes e evidenciou o aparecimento dos picos 

de difração característico do CaCO3 na região 2θ de ~29,5 (representado 

como 3 na Figura 18). Lian-Hua et al. (2014) observou o aparecimento de 

picos de difração na adição de CaCO3 em compósitos de lignocelulose e 

atribuíram as mudanças de intensidade às interações entre o reforço 

inorgânico e a matriz polimérica.  

As diferentes estruturas dos materiais podem ser refletidas nos 

padrões de WAXS, pois alterações na distância e no empacotamento das 

α-hélices podem causar a diminuição da intensidade dos picos de 

difração, o que indica possíveis dispersões nos agregados moleculares da 

zeína (WANG et al. 2005). As intensidades dos picos dos tratamentos 

com ultrassom foram menores, se comparados à agitação mecânica, 

principalmente com relação a distância das bases entre as α-hélices. A 

conformação das α-hélices pode ter sofrido alterações devido à aplicação 
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de ultrassom, já que o processo provoca alterações na estrutura das 

proteínas (HIGUERA-BARRAZA, 2016). 

O aumento da intensidade dos picos de difração dos tratamentos 

com adição de 1% de CaCO3 (Mec/1%CaCO3 e Ult/1%CaCO3) é 

relacionado à região amorfa do material que tende à organização da 

matriz polimérica com uma integração maior dos componentes dos filmes. 

Assim como observado por González e Igarzabal (2015) em que a adição 

de nanocristais de amido em uma matriz de proteína de soja refletiu em 

um aumento geral na intensidade dos picos de difração dos filmes.  

A intensidade do pico de difração na região 2θ de ~9 a 10 diminui 

com o aumento da concentração de CaCO3 (Mec/3%CaCO3 e 

Ult/3%CaCO3) e pode ser relacionado com a possível dispersão do 

agente de reforço entre o empacotamento das α-hélices. A ausência da 

curva característica na região de 2θ de ~9 a 10 no filme Ult/3%CaCO3 não 

possibilita o cálculo do espaço d. Os valores do espaço d calculado para 

todos os picos dos filmes estão apresentados na Tabela 6.  

 

Tabela 6 - Espaço d dos filmes de zeína adicionados com CaCO3 (0, 1, 2 

e 3%) em diferentes sistemas de agitação (mecânica e ultrassom). 

Filmes 
1 2 3 

2θ espaço d 2θ espaço d 2θ espaço d 

Mec/zeína  9,425 9,376 19,76 4,489 N/A N/A 

Mec/1%CaCO3 9,645 9,162 19,66 4,512 29,46 3,030 

Mec/2%CaCO3 9,090 9,721 19,66 4,512 29,57 3,018 

Mec/3%CaCO3 10,18 8,682 19,98 4,440 29,88 2,988 

Ult/zeína 8,766 10,079 19,76 4,489 N/A N/A 

Ult/1%CaCO3 9,316 9,485 19,76 4,489 29,68 3,008 

Ult/2%CaCO3 8,876 9,954 19,55 4,537 29,46 3,030 

Ult/3%CaCO3 N/A N/A 20,42 4,346 30,22 2,955 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Os valores encontrados para o espaço d dos picos de difração 

estão de acordo com a literatura (WANG et al.; 2005) e representam a 

conformação estrutural proteica característica das zeínas. A adição 

contínua de CaCO3 indica o aparecimento de um pico de difração na 

região 2θ de ~29,5, cujo valor do espaço d corresponde à face do cristal 

(104, Tabela 5) do CaCO3. 

A cristalinidade relativa dos filmes, que é a divisão da intensidade 

máxima dos planos de difração pela intensidade de difração mínima do 

material amorfo (LIAN-HUA et al. 2014), está apresentada na Tabela 7. 

Os valores da cristalinidade relativa dos filmes com agitação mecânica 

não apresentaram diferença significativa (p < 0,05) com o aumento da 

concentração de CaCO3, cuja variação incluiu o intervalo dos valores 

encontrados nos filmes com aplicação de ultrassom. Os maiores valores 

de cristalinidade relativa entre os filmes com aplicação de ultrassom 

ocorreram nos filmes Ult/zeína e Ult/2%CaCO3, o qual também está no 

intervalo dos menores valores, que foram observados nos filmes 

Ult/1%CaCO3 e Ult/3%CaCO3.  

 

Tabela 7 - Cristalinidade relativa dos filmes de zeína com CaCO3 (0, 1, 2 e 

3%) em diferentes sistemas de agitação (mecânica e ultrassom). 

Filmes Cristalinidade relativa 

Mec/zeína  24,502 ± 0,217ab 

Mec/1%CaCO3 24,035 ± 0,717ab 

Mec/2%CaCO3 23,849 ± 1,922ab 

Mec/3%CaCO3 23,432 ± 0,616ab 

Ult/zeína 27,752 ± 1,360ª 

Ult/1%CaCO3 20,789 ± 1,304b 

Ult/2%CaCO3 24,284 ± 0,935ab 

Ult/3%CaCO3 21,609 ± 1,297b 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Segundo Lian-Hua et al. (2014), as alterações nos valores de 

cristalinidade relativa podem ser causadas pela dissolução de áreas 

cristalinas e não-cristalinas (amorfa) da matriz polimérica. A causa 

principal é a quebra das interações de hidrogênio intra e intermoleculares 

com o aumento da concentração de CaCO3.  

A adição de grandes concentrações de CaCO3 pode levar a 

maiores taxas de agregação do cristal e afetar a estrutura amorfa do 

filme. Fatores externos como a presença de água ou outras moléculas 

podem influenciar fortemente no empacotamento da estrutura dos filmes 

ao competir com as interações de hidrogênio das moléculas de zeína (YI-

LONG et al., 2014). 

 

5.2.1.2. FTIR-ATR dos Filmes 

Os picos do grupo amino da proteína são caracterizados pelo 

espectro FTIR-ATR, em que os grupos peptídeos apresentam as maiores 

intensidades. Os espectros do infravermelho característicos de cada 

substância são alterados quando são formadas blendas com duas ou 

mais substâncias. As ligações físicas podem ser visualizadas pelas 

interações químicas (ZHE et al., 2014).  

A tabela 8 apresenta a banda de absorção das estruturas da zeína 

e seus respectivos comprimentos de onda. Os filmes produzidos com 

diferentes concentrações de CaCO3 e sistemas de agitação apresentaram 

as bandas de absorção característica dos filmes de zeína. Os espectros 

dos filmes apresentaram poucas alterações entre os picos dos filmes com 

e sem CaCO3, assim como observado por Tavares (2010) que formulou 

filmes de zeína com argilas modificadas e verificou a possível interação 

entre a zeína e os plastificantes (glicerol e ácido oleico), contudo não foi 

possível afirmar se houve interação entre a matriz polimérica e as 

partículas adicionadas devido à ausência de picos característicos. 
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Tabela 8 - Picos de FTIR-ATR de diferentes morfologias do CaCO3. 

Estrutura 
Comprimento de onda (cm-1) 

Grupos associados 
Fílmes de zeína Amostras 

Amida I 1640* 1650~1645 Estiramento do C=O* 

Amida II 1540* 1643~1638 
Combinação do estiramento do 

C-N e dobramento do N-H* 

Amida III 1400* 1415~1410 
Combinação do estiramento do 

C-N e dobramento do N-H 

Amida A 3300* 3295~3292 Estiramento da hidroxila* 

Ácidos 

graxos 

2840*  

2920* 

       - 

2925~2923 

Vibração do estiramento do C-

H do CH3 e CH2* 

Ácido 

oleico 

1750** 

2850**   

2950** 

1715~1713 

2854~2850 

2956~2950 

Ácido oleico** 

Fonte: *BARTH, 2007, p.1080; **TAVARES et al., 2012, p. 319.  

 

A Figura 19 apresenta os resultados das análises de FTIR-ATR 

para todos os filmes. Os picos característicos da calcita foram 

apresentados na Tabela 6 e coincidem com as bandas de absorção dos 

filmes de zeína.  

A estrutura da zeína contém ácidos graxos livres, como as cadeias 

laterais de certos aminoácidos e a presença de componentes alifáticos. 

As conformações α e β são as estruturas secundárias predominantes na 

estrutura da zeína e estão presentes nos filmes, pois existem picos na 

posição das bandas de absorção na região entre 1400 até 1800 cm-1 das 

amidas I, II e III. As diferenças na intensidade da transmitância são usuais 

e não representam uma alteração na constituição da estrutura secundária 

(ALMEIDA et al., 2010; FORATO; BERNARDES-FILHO; COLNAGO, 

1998). 
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Figura 19 - Espectros do FTIR-ATR dos filmes à base de zeína 

adicionados com CaCO3 em diferentes concentrações em diferentes 

processos de agitação: a) agitação mecânica; b) aplicação de ultrassom; 

c) agitação mecânica e aplicação de ultrassom. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

5.2.1.3. Microscopia Óptica 

A microscopia óptica dos compósitos é um dos métodos mais 

utilizados para detectar agregados e caracterizar a estrutura, já que a 

quantidade de aglomerados depende do tipo de partícula (KISS; FEKETE; 

PUKÁNSZKY, 2007), além de complementar a MEV na identificação dos 

compostos presentes no filme (JÄÄSKELÄINEN et al., 2013). A Figura 20 

apresenta as micrografias dos filmes de zeína com um aumento de 100x. 

A microscopia óptica foi aplicada para observar a influência da 

concentração de CaCO3 da agitação na uniformidade e na distribuição 

dos glóbulos de lípidios na matriz proteica. O tingimento com Xylidine 

Ponceau (pH=3.5) possibilita a identificação dos radicais proteicos 

catiônicos (amidas). As proteínas são tingidas em vermelho e os lipídios 

permanecem brancos (ALMEIDA et al., 2010). 

A adição de glicerol e ácido oleico causou uma heterogeneidade na 

matriz polimérica com a ocorrência de aglomerados brancos que foi 

influenciada pela adição de CaCO3. A adição de 1 e 2% de CaCO3 (Figura 

20b-c e Figura 20f-g) modificaram a geometria globular, apresentaram 
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uma distribuição dos lipídios mais dispersa e micrografias com cores 

diferentes,  se comparados aos filmes sem adição de CaCO3 (Figura 20a 

e Figura 20e). As superfícies com coloração diferente visualizada nas 

microscopias indica uma variação na densidade dos filmes (KISS; 

FEKETE; PUKÁNSZKY, 2007). 

 

Figura 20 - Microscopia Óptica dos filmes à base de zeína adicionados de 

CaCO3 em diferentes concentrações e diferentes tipos de agitação:           

a) Mec/zeína; b) Mec/1%CaCO3; c) Mec/2%CaCO3; d) Mec/3%CaCO3;      

e) Ult/zeína; f) Ult/1%CaCO3; g) Ult/2%CaCO3; h) Ult/3%CaCO3. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O tamanho de particulados brancos aumentou gradualmente junto 

à quantidade de CaCO3 adicionado, assim como a deformação da 

geometria. Os filmes com 3% de CaCO3 (Figura 20d e Figura 20h) 

demonstrou uma matriz polimérica não uniforme com maior concentração 

de plastificantes na superfície. A presença de agregados de CaCO3  

rompe as interações de hidrogênio, modifica as interações entre os 

componentes da matriz e pode formar filmes heterogêneos (ARFAT et al. 

2017), possibilitando a difusão e aglomeração dos plastificantes na 

superfície do filme.  

A diferença entre os particulados brancos dos filmes com mesma 

concentração de CaCO3 demonstra que a agitação influenciou na 

uniformidade do filme. A aplicação de ultrassom pode diminuir o tamanho 

da proteína (MARCUZZO et al., 2010) e auxiliar na dispersão dos 

componentes e CaCO3 na matriz polimérica.   
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A microscopia dos filmes não apresentou aglomerados de CaCO3 

na superfície do filme, contudo a adição em menor quantidade da 

partícula de reforço formaram filmes com dispersão dos componentes 

mais uniforme.  

 

5.2.1.4. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é amplamente 

utilizada no entendimento da microestrutura dos materiais e possibilita a 

observação da homogeneidade e a integração dos componentes na 

matriz polimérica devido às recentes melhorias da imagem, difração e 

análise dos elementos em termos de sensibilidade e resolução espacial 

(SUGA et al., 2014). As informações das análises de MEV e microscopia 

óptica complementam os estudos de compósitos. A MEV oferece 

evidências da localização e acúmulo de partículas na amostra, enquanto 

que a microscopia óptica proporciona informações biológicas relevantes 

(KEMPEN et al., 2015). As micrografias superficiais dos filmes estão 

apresentadas na Figura 21.  

Os filmes apresentaram pequenas cavidades e poros na superfície, 

assim como observado por Soliman et al. (2014) em filmes de zeína. Os 

filmes sem adição de CaCO3 (Figura 21a e 21b) apresentaram uma 

estrutura compacta e densa. O efeito do ultrassom pela cavitação pode 

influenciar os componentes da matriz polimérica ao diminuir os 

aglomerados de proteína e alterar suas interações com o meio 

(HIGUERA-BARRAZA et al., 2016).  

A adição de 1%, 2%  e 3% de CaCO3 com agitação mecânica 

influenciou o surgimento de microcavidades, que aumentaram o tamanho 

e a geometria irregular na superfície dos filmes, conforme a concentração 

de CaCO3 aumentou (Figura 21b-d), sendo que o filme Mec/3%CaCO3 

(Figura 21d) apresentou uma superfície heterogênea. As microcavidades 

podem ser resultado da difusão dos plastificantes para a superfície do 

filme. 
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Figura 21 - Microscopia eletrônica de varredura da superfície dos filmes à 

base de zeína adicionados de CaCO3 em diferentes concentrações e 

diferentes tipos de agitação com aumento de 5000x: a) Mec/zeína;          

b) Mec/1%CaCO3; c) Mec/2%CaCO3; d) Mec/3%CaCO3; e) Ult/zeína;        

f) Ult/1%CaCO3; g) Ult/2%CaCO3; h) Ult/3%CaCO3. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os filmes com aplicação de ultrassom formaram superfícies com 

menos microcavidades e o aumento da concentração de CaCO3 

favoreceu a formação de pontos com concentração de tensão (Figura 21f-

h), sendo que o filme Ult/1%CaCO3 (Figura 21f) apresentou uma 

superfície uniforme. Lai e Padua (1997) observaram na microstrutura de 

filmes de zeína estruturas emaranhadas semelhantes à fios de fitas que 

podem representar um estiramento irregular ou uma não uniformidade na 

orientação da matriz polimérica. O estiramento irregular na matriz pode 

ser associado a gradientes de tensão na superfície da amostra que se 

concentraram perto das microcavidades no filme Ult/2%CaCO3 (Figura 

21g) e em toda superfície do filme Ult/3%CaCO3 (Figura 21h).  

 As micrografias das superfícies seccionadas dos filmes estão 

apresentadas na Figura 22. Os glóbulos dos plastificantes (ácido oleico e 

glicerol) dispersos na matriz polimérica e a evaporação do etanol causam 

uma aparência de poros e cavidades na microestrutura dos filmes de 

zeína, que estão indicados com a flecha verde nas micrografias da 

superfície seccionada dos filmes (TAVARES et al. 2012; PENA-SERNA; 

LOPES-FILHO, 2015). 

O filme Mec/zeína (Figura 22a) apresentou a microestrutura mais 

homogênea e compacta entre os filmes produzidos. A adição de CaCO3 

com agitação mecânica produziu regiões com concentração de 
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plastificantes e agregados de CaCO3, próximo às paredes dos filmes, que 

estão indicados com as flechas vermelhas (Figura 22b-d). A adição de 3% 

de CaCO3 afetou a homogeneidade da microestrutura com uma 

quantidade superior de agregados em diversos tamanhos.  

 

Figura 22 - Microscopia eletrônica de varredura da superfície seccionada 

dos filmes à base de zeína adicionados de CaCO3 em diferentes 

concentrações e diferentes tipos de agitação com aumento de 1000x:      

a) Mec/zeína; b) Mec/1%CaCO3; c) Mec/2%CaCO3; d) Mec/3%CaCO3;     

e) Ult/zeína; f) Ult/1%CaCO3; g) Ult/2%CaCO3; h) Ult/3%CaCO3. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A superfície seccionada do filme Ult/zeína (Figura 22e) apresenta 

uma estrutura heterogênea, que ficou mais uniforme com a adição de 1% 

de CaCO3 (Ult/1%CaCO3, Figura 22f). O aumento contínuo da 

concentração de CaCO3 propiciou a formação de aglomerados nas 

extremidades dos filmes Ult/2%CaCO3 e Ult/3%CaCO3 (Figura 22g-h, 

respectivamente). As possíveis agregações, indicadas pelas flechas 

vermelhas, podem ser a causa dos pontos de concentração de tensão 

próximos à superfície dos filmes (Figura 21g-h). As micrografias das 

superfícies seccionadas demonstraram que a adição de CaCO3 modificou 

a microestrutura dos fillmes, concordando com as análises de WAXS e 

microscopia óptica. 

A agitação mecânica produziu filmes mais compactos, contudo não 

foi capaz de evitar a formação de agregados de carbonato de cálcio. O 

efeito do ultrassom nas moléculas de zeína pode melhorar as interações 
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das moléculas com o meio ao diminuir os agregados e alterar as 

propriedades fisico-químicas da proteína (ZISU et al., 2011). A aplicação 

de ultrassom contribuiu para microestruturas homogêneas e favoreceu a 

dispersão do CaCO3 ao inibir a formação de agregados, contudo, o 

aumento da concentração das partículas de CaCO3 favoreceu a formação 

de aglomerados.  

 

5.2.2. PROPRIEDADES FUNCIONAIS 

As limitações na aplicação industrial dos biomateriais são 

relacionadas às propriedades mecânicas e à hidrofilicidade da matriz. O 

filme de zeína pode substituir agentes de cobertura comerciais como a 

cera de carnaúba e a goma-laca. Além dos biopolímeros serem uma 

alternativa para aplicações descartáveis como talheres, copos, sacos de 

lixo, entre outros (CORRADINI et al., 2014; RHIM; PARK; HA, 2013).  

A Tabela 9 apresenta os resultados das variáveis dependentes: 

espessura, solubilidade, opacidade e permeabilidade ao vapor d’água dos 

filmes obtidos pelo fatorial da Tabela 2. A Tabela 10 apresenta o nível de 

significância da ANOVA de cada fator e suas interações com um nível de 

significância de 0,05 para a análise dos resultados.   
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Tabela 9 - Resultados de Espessura (mm), Opacidade (Abs mm-1), Solubilidade (%) e PVA (g/m.s.Pa) dos filmes. 

Filme Espessura (mm) Opacidade (Abs.mm-1) Solubilidade (%) PVA (g/m.s.Pa)x10-10 

Mec/zeína 0,1240 ± 0,018 6,300 ± 1,154 7,615 ± 1,010 0,881 ± 0,009 

Mec/1%CaCO3 0,1530 ± 0,020 3,892 ± 0,503 7,960 ± 1,500 1,136 ± 0,128 

Mec/2%CaCO3 0,1255 ± 0,019 3,710 ± 0,642 8,458 ± 0,345 0,900 ± 0,022 

Mec/3%CaCO3 0,1420 ± 0,003 4,245 ± 0,339 10,119 ± 0,609 1,138 ± 0,337 

Ult/zeína 0,1045 ± 0,032 6,869 ± 0,428 7,377 ± 0,698 1,064 ± 0,248 

Ult/1%CaCO3 0,1620 ± 0,028 3,220 ± 1,324 8,309 ± 0,450 1,214 ± 0,333 

Ult/2%CaCO3 0,1275 ± 0,030 4,170 ± 0,533 8,870 ± 2,520 0,809 ± 0,020 

Ult/3%CaCO3 0,1655 ± 0,035 4,572 ± 1,218 12,100 ± 1,510 1,182 ± 0,001 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

Tabela 10 - Nível de significância dos efeitos principais e das interações segundo a análise de variância (ANOVA) da 

Espessura (mm), Opacidade (Abs mm-1), Solubilidade (%) e PVA (g/m.s.Pa) dos filmes. 

Efeitos principais e das 

interações 

Espessura (mm) Opacidade (Abs.mm-1) Solubilidade (%) PVA (g/m.s.Pa) 

Valor p 

A (CaCO3) 0,108 0,004 0,018 0,205 

B (agitação) 0,773 0,699 0,357 0,642 

  A*B 0,687 0,726 0,660 0,855 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

7
1 
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5.2.2.1. Espessura 

A espessura pode ser controlada dependendo da técnica de 

polimerização e do suporte utilizado, já que a formação dos filmes ocorre 

nas etapas de evaporação. Todos os filmes foram formados pela técnica 

casting, em que a mesma proporção de peso x área foi aplicada nos 

suportes de mesma geometria. A aplicação da ANOVA e os valores “p” 

apresentados na Tabela 10 indicaram que não houve influência 

significativa dos efeitos nos tratamentos, nem uma interação significativa 

entre os fatores. A adição das quantidades de CaCO3 ou a aplicação de 

ultrassom nas condições do experimento não afetaram significativamente 

a espessura que apresentou um valor médio de 0,138 ± 0,028 mm. 

Durante a evaporação do solvente (orgânico ou água) a 

conformação da proteína passa por mudanças e ocorre a formação dos 

filmes por meio de uma reorganização das cadeias poliméricas e 

fenômenos de transferência de massa (MORAES et al., 2015). O tipo e a 

proporção de ligações covalentes (S-S) ou não covalentes (hidrogênio, 

iônicas e interações hidrofóbicas) entre as cadeias da matriz é 

determinado pela taxa de desnaturação ou abertura da estrutura da 

proteína. A diferença entre as espessuras foi insignificante (p < 0,05) 

demonstrando um processo de formação de filme uniforme, já que a 

espessura pode ser afetada por condições específicas de secagem, 

variações de umidade relativa, teor de umidade da solução filmogênica e 

outros fatores externos (DENAVI, 2009).  

 

5.2.2.2. Transparência / Opacidade  

A quantidade de luz que atravessa um material pode ser indicada 

pela opacidade ou pelos valores de transparência. A baixa transparência 

indica uma menor quantidade de luz que atravessa o filme, sendo que 

esta propriedade de barreira pode ser importante para controlar a 

incidência de luz em produtos revestidos. Normalmente, a aplicação de 
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filmes para embalagens requer uma maior transparência para uma melhor 

aceitação do produto, devido ao conteúdo visível.  

Alterações nas características dos filmes, como coloração e 

opacidade, também não são desejáveis ao longo do tempo, já que podem 

prejudicar a aceitação do produto acondicionado (ALMEIDA, 2010). A 

Figura 23 apresenta o gráfico do aumento contínuo da concentração de 

CaCO3 na opacidade dos filmes. 

 

Figura 23 - Gráfico do efeito do aumento contínuo da concentração de 

CaCO3 na opacidade dos filmes. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A aplicação da ANOVA indica que há um efeito significativo da 

adição de CaCO3 na opacidade (Tabela 10). A adição de CaCO3 diminuiu 

a média da opacidade dos filmes, contudo a maior concentração de 

CaCO3 possui uma tendência de aumentar a opacidade dos filmes. A 

equação 5 apresenta o modelo de efeitos da opacidade representado pela 

variável y1.  
 

 
 

 

  (5) 



  74

 
 

 

A opacidade de filmes de zeína aumenta quando melhorias na 

solubilização da zeína ou elementos que ampliam a afinidade das cadeias 

poliméricas e dos componentes são aplicados. A dispersão e a 

distribuição uniforme ao longo da matriz do ácido oleico melhoram as 

forças intermoleculares e previnem a passagem da luz através do filme 

com uma matriz mais densa e resistente (WANG, 2014). Os efeitos da 

agitação e da interação entre a agitação e a adição de CaCO3 não 

apresentaram uma diferença significativa (p < 0,05) na opacidade. 

A adição de CaCO3, pelas análises da microestrutura, alterou a 

região amorfa, modificando os espaços entre as cadeias da proteína e a 

homogeneidade do filme, e diminuiu a densidade do material que pôde 

possibilitar a passagem da luz e reduzir a opacidade do filme (PENA-

SERNA; LOPES-FILHO, 2013). O carbonato de cálcio melhora a 

opacidade e o brilho do produto da indústria de papel devido à dispersão 

da luz (PARK et al., 2008; TEIR; ELONEVA; ZEVENHOVEN, 2005), 

portanto o acréscimo da concentração de CaCO3 apresentou uma 

tendência à elevação da opacidade. A opacidade também pode aumentar 

quando elementos hidrofílicos estão presentes na matriz polimérica em 

maior quantidade, já que a água na superfície e nos espaços internos da 

microestrutura pode influenciar na dispersão da luz (YI-LONG et al. 2014). 

 

5.2.2.3. Solubilidade em Água 

O grau de solubilidade em água do material é uma característica 

determinante na aplicação na indústria de alimentos. Alta solubilidade 

pode ser benéfica em alguns casos, como os filmes projetados para 

serem solúveis antes do consumo do produto, mas a maioria das 

aplicações necessita de materiais insolúveis para manter a integridade 

dos produtos (GHASEMLOU; KHODAIYAN; OROMIEHIE, 2011). 

Geralmente, a natureza hidrofílica da proteína e a quantidade adicionada 

de plastificantes hidrofílicos, como o glicerol, podem enfraquecer as 
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ligações covalentes intermoleculares das cadeias dos polipeptídeos e 

melhorar a flexibilidade do filme, mas influenciam na baixa resistência à 

água. (LUPING; MIAO; JINGWEN, 2013). A Figura 24 apresenta o gráfico 

do aumento contínuo da concentração de CaCO3 na solubilidade dos 

filmes. 

 

Figura 24 - Gráfico do efeito do aumento contínuo da concentração de 

CaCO3 na solubilidade dos filmes. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Há um efeito significativo da adição de CaCO3 na solubilidade 

(Tabela 10) e a incorporação de CaCO3 nas cadeias poliméricas teve um 

efeito positivo, ou seja, a adição de maiores quantidades de CaCO3 

aumenta a solubilidade dos filmes. A equação 6 apresenta o modelo de 

efeitos da solubilidade representado pela variável y2.  
 

 
 

Os valores de solubilidade estão no intervalo encontrado na 

literatura de 7 a 12,5% (PENA-SERNA; LOPES-FILHO, 2013). Quando os 

filmes são expostos à água, as interações de van der Waals entre as 

cadeias poliméricas são dissociadas por uma competição com as 

  (6) 
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moléculas de água, resultando na deformação e dissolução das partículas 

hidrofílicas do filme (KIM et al., 2015). Os efeitos da agitação e da 

interação entre a agitação e a adição de CaCO3 não apresentaram uma 

diferença significativa (p < 0,05) na solubilidade dos filmes. 

A boa resistência dos filmes de zeína à água se deve à natureza 

hidrofóbica da proteína, mas a afinidade dos plastificantes e dos 

elementos adicionados na cadeia polimérica influenciam a solubilidade 

(GU; WANG; ZHOU, 2013). A concentração em maior quantidade de 

CaCO3 aumentou os elementos hidrofílicos do filme, além de modificar a 

homogeneidade da matriz polimérica e apresentar agregados de CaCO3 

que podem criar espaços maiores entre as cadeias da matriz, 

possibilitando as moléculas de água penetrarem e dissolver os elementos 

solúveis do filme mais facilmente (WANG et al., 2017). 

 

5.2.2.4. Permeabilidade ao vapor d’água (PVA) 

Permeabilidade ao vapor d’água (PVA) corresponde geralmente à 

taxa de transmissão das moléculas de água através da área exposta, da 

espessura do filme e à diferença da força de pressão do vapor de água 

entre os ambientes. A homogeneidade da microestrutura, a superfície 

hidrofóbica, a presença de poros ou cavidades, impedimento estérico, a 

tortuosidade na microestrutura e a relação hidrofílica/hidrofóbica do 

polímero são os principais fatores que influenciam a PVA (SHI et al., 

2012; WANG; PADUA, 2005).  

A permeabilidade dos filmes pode ser alterada por vários fatores, 

como a natureza química da matriz polimérica, a quantidade e tipo de 

plastificante utilizado e outros fatores que alteram a interação do filme 

com a água. A zeína forma filmes com PVA relativamente mais baixo que 

as outras proteínas devido à característica hidrofóbica da grande 

proporção de amino ácidos hidrofóbicos (WANG; PADUA, 2004). 

Conforme a Tabela 9, os valores da PVA variaram de (0,809 ± 0,203)x10-
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10 até (1,214 ± 0,333) x10-10 (g)/(s-m-Pa) para todos os filmes. Era 

esperado uma tendência hidrofílica na matriz polimérica com a adição de 

CaCO3 que aumentou a heterogeneidade da microestrutura, contudo a 

diferença entre os valores de PVA não foi significativa. 

A água possui um efeito plastificante nos filmes à base de proteína, 

mesmo não sendo necessariamente um bom solvente. A plastificação é 

atribuída à teoria do volume livre, em que a água aumenta o volume livre 

do polímero e possibilita uma mobilidade maior das cadeias poliméricas. 

A flexibilidade maior na matriz possibilita a difusão da água, resultando 

em uma alta PVA (WANG; PADUA, 2004). Então a utilização de 

plastificantes hidrofóbicos, como o ácido oleico, e a presença de 

caminhos tortuosos nas camadas da matriz polimérica, além da redução 

da porosidade ou cavidades na superfície, podem inibir a difusão de água 

através do filme (YUEMENG et al., 2015).  

 

5.2.2.5. Propriedades Mecânicas 

As propriedades mecânicas refletem a durabilidade do filme e, 

dependendo da aplicação, a habilidade do filme em reforçar a integridade 

mecânica dos produtos (WANG et al., 2017). A rigidez do material é, 

usualmente, o principal motivo da utilização de partículas de reforço, as 

quais se desprendem da matriz polimérica quando uma força de 

cisalhamento é aplicada. O desprendimento da partícula altera o estado 

de tensão do material em torno da partícula e induz uma extensa 

deformação plástica nas cadeias poliméricas, como fissuras múltiplas e 

forças de cisalhamento (MELO; AOUADA; MOURA, 2017; ZUIDERDUIN 

et al., 2003).  

As propriedades mecânicas dos filmes são diretamente associadas 

à distribuição dos elementos e às interações intra e intermoleculares. A 

combinação, orientação e uniformidade da rede das cadeias poliméricas 

afetam a força dos filmes compósitos (WANG et al., 2017).  
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A Tabela 11 apresenta os resultados das variáveis dependentes: 

elongação na ruptura (E%), força máxima (N) e módulo de Young (E), dos 

filmes obtidos pelo esquema fatorial da Tabela 2. A Tabela 12 apresenta o 

nível de significância da ANOVA de cada fator e suas interações. 

 

Tabela 11 - Resultados de Elongação na Ruptura (%),Limite de 

Resistência à Tração (MPa) e Módulo de Young (MPa) dos filmes. 

Filme 
Elongação na 

Ruptura (%) 

Limite de 

Resistência à 

Tração (MPa) 

Módulo de 

Young (MPa) 

Mec/zeína 74,000 ± 15,600 2,317 ± 1,298 0,846 ± 0,732 

Mec/1%CaCO3 90,660 ± 8,260 1,839 ± 0,165 0,762 ± 0,657 

Mec/2%CaCO3 72,140 ± 11,550 2,075 ± 0,154 0,725 ± 0,238 

Mec/3%CaCO3 6,342 ± 0,876 4,978 ± 0,918 98,683 ± 0,694 

Ult/zeína 40,350 ± 8,940 2,744 ± 0,115 1,522 ± 0,131 

Ult/1%CaCO3 68,600 ± 12,580 2,186 ± 0,437 0,973 ± 0,067 

Ult/2%CaCO3 46,200 ± 10,710 2,186 ± 0,432 6,590 ± 1,620 

Ult/3%CaCO3 2,860 ± 3,280 4,130 ± 0,828 67,140 ± 1,173 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Tabela 12 - Nível de significância dos efeitos principais e das interações 

segundo a análise de variância (ANOVA) das propriedades mecânicas 

dos filmes. 

Efeitos principais e 

interações 

Elongação na 

ruptura (%E) 

Limite de resistência 

à tração (Rmáx) 

Módulo de 

Young (E) 

Valor p 

A (CaCO3) <0,001 0,002 <0,001 

B (agitação) 0,003 0,978 <0,001 

A*B 0,259 0,550 <0,001 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Os filmes de zeína sem a adição de plastificantes são frágeis e 

possuem valores baixos de resistência à tração e pouca elongação na 

ruptura, os quais são os dois parâmetros utilizados normalmente para 

avaliar as propriedades mecânicas de um filme. A adição de ácido oleico 

e glicerol alteram as propriedades mecânicas dos filmes de zeína, em que 

o efeito plastificante atua na estrutura molecular com interações 

hidrofóbicas (ácido oleico) e hidrofílicas (glicerol) da proteína (SCRAMIN 

et al., 2011; XU; CHAI; ZHANG, 2012).  

A Figura 25 apresenta o gráfico dos efeitos do aumento contínuo 

da concentração de CaCO3 e da agitação na elongação dos filmes. A 

porcentagem de elongação dos filmes de zeína foi calculada pela divisão 

da elongação determinada pela curva de tensão obtida no experimento 

pelo comprimento original da amostra (LAI; PADUA; WEI, 1997) e foi 

alterada significativamente (p < 0,05) pelos efeitos do aumento da 

concentração de CaCO3 e da agitação (Tabela 12). 

 

Figura 25 - Gráfico dos efeitos do aumento contínuo da concentração de 

CaCO3 e da agitação na elongação dos filmes. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A equação 7 apresenta o modelo de efeitos da porcentagem de 

elongação à ruptura representado pelas variáve y3. 
 

 
 

As partículas de reforço apresentaram um efeito positivo no filme 

com 1% de CaCO3, aumentando a elongação do filme. A partícula pode 

ter facilitado o deslizamento entre as cadeias poliméricas durante a 

deformação, resultando em uma porcentagem de elongação maior 

(WANG et al., 2017).  

Partículas grandes, ou agregados como observados nos filmes 

com 2 e 3% de CaCO3, alteram a abrasão e a aparência do filme, além de 

proporcionar um forte efeito adverso durante a deformação e, formar 

falhas na microestrutura, que diminuem a porcentagem de elongação 

(ZUIDERDUIN et al., 2003).  

A aplicação de ultrassom apresentou valores de elongação 

menores com relação aos filmes com agitação mecânica que pode ser 

devido à heterogeneidade da microestrutura. Segundo Higuera-Barraza et 

al. (2016), o ultrassom rompe os agregados de zeína, os quais se 

reorganizam durante a etapa de formação do filme, e altera as interações 

hidrofóbicas e a microestrutura dos filmes. O efeito da interação entre a 

agitação e a adição de CaCO3 não apresentou diferença significativa (p < 

0,05) na elongação dos filmes. 

O limite de resistência à tração é usualmente relacionado à tensão 

máxima que o material pode suportar antes de uma deformação 

permanente ou fratura (LAI; PADUA; WEI, 1997). A Figura 26 apresenta o 

gráfico do aumento contínuo da concentração de CaCO3 no limite de 

resistência à tração dos filmes. A adição de CaCO3 alterou 

significativamente (p < 0,05) os valores do limite de resistência dos filmes 

(Rmáx). 

 

  (7) 



  81

 
 

 

Figura 26 - Gráfico do efeito do aumento contínuo da concentração de 

CaCO3 sobre o limite de resistência à tração dos filmes. 

 

21-1-2

4,5

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

Concentração de CaCO3

L
im

it
e

 d
e

 r
e

si
st

ê
n

ci
a 

à 
tr

aç
ão

 d
o

s 
fi

lm
e

s 
(R

m
áx

)

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O aumento da concentração de CaCO3 nos filmes com 1 e 2% de 

CaCO3 apresentaram valores menores de Rmáx. A equação 8 apresenta 

o modelo de efeitos da porcentagem de elongação representado pela 

variável y4. 
 

 
 

Os resultados são coerentes com as análises de FTIR que 

demonstrou a ausência de ligações químicas entre o elemento de reforço 

e a cadeia polimérica. A presença de CaCO3 no filme modifica as 

interações da estrutura amorfa da zeína, como verificado pela análise de 

WAXS, em que a partícula desprende, ou desprende parcialmente, da 

matriz e distribui a tensão através da formação de espaços, resultando na 

diminuição da força de coesão entre as cadeias poliméricas. Os filmes 

com 3% de CaCO3 continham as maiores partículas de agregados que 

elevam a rigidez e a força de impacto nos filmes ao causar uma 

homogeneização insuficiente (ZUIDERDUIN et al., 2003). 

  (8) 
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O limite de resistência à tração é analisado durante deformações 

consideráveis em que das propriedades mecânicas possuem uma 

dependência das interações entre a partícula e a cadeia polimérica. O 

limite de resistência aumenta quando a partícula não desprende da 

interface polimérica pela alta adesão e pode ser atribuído à presença de 

interações de hidrogênio entre a matriz e o elemento de reforço. As 

interações interfaciais permitem a transferência da tensão da matriz para 

as partículas, que aumentam a força do compósito ao suportar a 

distribuição de tensão (JIANG et al., 2016; LOREVICE et al., 2016).  

O modulo de Young (E) pode ser relacionado à rigidez do material 

e pode ser medida pela força necessária para deformar um corpo de 

teste, que é representada pela divisão da tensão pela deformação na 

região elástica (LAI; PADUA; WEI, 1997). A Figura 27 apresenta o gráfico 

das interações do aumento contínuo da concentração de CaCO3 e da 

agitação no módulo de Young dos filmes. 

 

Figura 27 - Gráfico dos efeitos e da interação do aumento contínuo da 

concentração de CaCO3 e do Módulo de Young nos filmes. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A adição de CaCO3 e a agitação alteraram significativamente (p < 

0,05) os valores do módulo de Young, assim como a interação dos 

fatores. A equação 9 apresenta o modelo de efeitos dos fatores no 

módulo de Young (E) representado pela variável y5. 
 

 
 

A adição de partículas de reforço teve pouca influência no módulo 

de Young em baixas concentrações (1 e 2% de CaCO3), contudo sofre 

uma grande variação nos filmes com 3% de CaCO3. Segundo Menbari, 

Ghasemi e Ghasemi (2016) existem duas propostas para este tipo de 

comportamento: 1.  A adesão entre a matriz e a partícula é forte o 

bastante para favorecer o aumento do módulo de elasticidade, o qual é 

calculado na região elástica de baixa deformação. 2. A grande área 

superficial e a alta energia superficial das nanopartículas de CaCO3 

favorece a formação de aglomerados que agem como locais de 

concentração de tensão, e, consequentemente, iniciam a falha. 

A uniformidade maior da microestrutura dos filmes com a agitação 

mecânica apresentou resultados superiores do módulo de Young e da 

porcentagem de elongação à ruptura nos filmes com 3% de CaCO3, se 

comparado aos filmes com aplicação de ultrassom, evidenciando a 

  (9) 
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correlação entre a densidade da microestrutura e das interações entre as 

cadeias poliméricas nas propriedades mecânicas (DEPALLE et al., 2014).  

A aplicação de ultrassom inibiu a formação de agregados e 

produziu filmes com maior força de adesão entre as partículas e o 

polímero, resultando em módulos de elasticidade superiores nos filmes 

abaixo da concentração crítica (1 e 2% de CaCO3). O módulo de 

elasticidade é relacionado com a resistência do material à deformação 

elástica ou rigidez, onde quanto mais rígido o material, maior é o valor do 

módulo ou menor é a deformação elástica frente a aplicação de uma dada 

tensão (CALLISTER, 2000). Contudo, a agitação mecânica apresentou 

melhores valores na porcentagem de elongação, já que as partículas com 

tamanho superior possuem força de adesão menor e desprendem mais 

facilmente das cadeias poliméricas, facilitando o modelo descrito por 

Zuiderduin et al., (2003).  

O aumento da concentração de CaCO3 chega a uma quantidade 

crítica nos filmes com 2% de CaCO3, verificado por meio da análise 

WAXS e MEV. Segundo Arfat et al. (2017), a adição de partículas acima 

da concentração crítica, como os filmes com 3% CaCO3, resulta em uma 

sobrecarga ou acumulação de partículas, que forma agregados, e filmes 

heterogêneos. A incorporação de CaCO3 nos filmes melhora as 

propriedades mecânicas, contudo o material precisa de uma 

microestrutura homogênea. Altas concentrações de CaCO3 podem formar 

agregados que comprometem as propriedades mecânicas dos filmes. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

As partículas de CaCO3 (calcita) tendem a se agregar durante o 

processo de dispersão em solução de etanol a 95% (v/v) e precisam de 

técnicas como a aplicação de ultrassom para alcançar as dimensões 

nanométricas, contudo o ultrassom não é uma técnica uniforme e 
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ocasiona o aparecimento de uma curva de distribuição de tamanho 

bimodal. 

O CaCO3 foi incorporado entre as ligações de α-hélices laterais dos 

filmes de zeína segundo os difratogramas do WAXS, sendo que os filmes 

de zeína com 3% de CaCO3 apresentaram a maior heteregeneidade da 

microestrutura devido à ausência do espaço d característico dos filmes de 

zeína. 

A adição de 1% de CaCO3 aumentou a intensidade dos picos de 

difração com uma integração maior dos componentes dos filmes, contudo 

o aumento da concentração de CaCO3 pode formar agregados que 

apresentam o efeito contrário na região amorfa dos filmes. 

A interação dos componentes e a dispersão dos plastificantes é 

afetada com o aumento da concentração de CaCO3 na matriz polimérica, 

que forma agregados e deixam a superfície e a microestrutura dos filmes 

heterogêneas.  

A aplicação de ultrassom inibiu o aparecimento de agregados nos 

filmes com adição de 1% de CaCO3, que apresentou microestrutura mais 

homogênea, contudo com a adição 3% de CaCO3, apresentou aspecto e 

microestrutura mais heterogênea. 

A espessura e a PVA não foram influenciados significativamente (p 

< 0,05) pelos fatores concentração de CaCO3 e agitação. 

O aumento da concentração de partículas de reforço tenderia a 

aumentar a opacidade devido as propriedades de dispersão da luz do 

CaCO3, mas produziu filmes com microestruturas menos densas que 

possibilitaram a passagem de luz e apresentaram opacidade menor com 

relação ao biomaterial sem adição de CaCO3. 

A adição de CaCO3 nos filmes possibilitou a difusão da água nas 

regiões hidrofílicas da microestrutura que foram solubilizadas mais 

facilmente durante a análise de solubilidade. 
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Os efeitos da agitação foram significativos somente na 

porcentagem de elongação e no módulo de Young dos filmes, sendo que 

a interação dos fatores ocorreu somente no módulo de Young. 

A porcentagem de elongação apresentou resultados positivos com 

a adição de 1% de CaCO3, sendo que agitação mecânica formou filmes 

com partículas com tamanho superior, as quais possuem menor força de 

adesão e desprendem mais facilmente das cadeias poliméricas.  

O limite de resistência à tração dos filmes apresentou resultados 

coerentes com as análises de microestrutura, onde a heterogeneidade e a 

presença de agregados aumentam a rigidez e a força de impacto dos 

filmes. 

A aplicação de ultrassom inibiu a formação de agregados e 

produziu filmes com maior força de adesão entre as partículas e o 

polímero, resultando em módulos de elasticidade superiores. 

Os filmes com 3% de CaCO3 apresentaram microestruturas 

heterogêneas com propriedades mecânicas características de um 

material rígido: valores superiores de limite de resistência a tração e do 

módulo de Young, mas com baixa elasticidade.  

A incorporação de CaCO3 nos filmes melhorou as propriedades 

mecânicas, contudo altas concentrações de CaCO3 pode formar 

agregados que comprometem as propriedades mecânicas dos filmes. 
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6.1. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

As conclusões deste trabalho sugerem propostas para futuros 

trabalhos com filmes a partir de zeína e incorporação de partículas de 

CaCO3.  

Uma das propostas é a continuidade do estudo da incorporação do 

material na matriz polimérica, utilizando outras técnicas de dispersão ou 

alteração química da partícula de CaCO3 afim de proporcionar a 

distribuição homogênea e, principalmente, evitar a aglomeração de 

partículas durante a dispersão. 

Outra proposta é a variação da concentração dos plastificantes e a 

avaliação da interação dos efeitos do mesmo com a presença de 

partículas de reforço. 

Outra possibilidade é a variação da partícula e do tamanho da 

mesma, afim de alterar as propriedades do filme como as interações 

hidrofóbicas / hidrofílicas do biomaterial e a adesão da partícula na matriz 

polimérica, para futuras aplicações. 

Por fim sugere-se a continuidade dos estudos das propriedades 

funcionais, da análise toxicológica e da biodegradabilidade dos filmes 

para a realização de testes de aplicação do material. Testes como o 

recobrimento de frutas e hortaliças, utilização de embalagens secundárias 

para alimentos e produção em escala industrial seria alguns exemplos de 

aplicações. 
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RESUMO – Neste trabalho foram produzidos filmes com a aplicação de 

ultrassom à 120 W, 400 W e agitação mecânica à 650 rpm por 5 e 10 

minutos. Os resultados da espectroscopia no infravermelho acoplada à 

técnica de reflectânica total atenuada (FTIR-ATR) mostraram picos da 

estrutura básica da proteína, sem o aparecimento de novos compostos. O 

padrões de difração de raios-x em alto ângulo (WAXS) foram de acordo 

com o FTIR-ATR, foi observado a presença dos aglomerados moleculares 

dos filmes de zeína, com os espaçamentos d encontrados na literatura. A 

microscopia óptica apresentou uma maior tamanho de glóbulos brancos 

com o aumento da potência e tempo de aplicação do ultrassom. Estudos 

dos efeitos de intensidades e tempos maiores são necessários. 
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ABSTRACT – In this work, films with ultrasound application at 120 W, 400 

W and mechanical agitation at 650 rpm for 5 and 10 minutes were made. 

Fourier transforms infrared spectroscopy with attenuated total reflectance 

accessory (FTIR-ATR) spectrums showed the basic peaks of the protein 

microstructure without additional compounds. The wide angle x-ray 

diffraction (WAXS) patterns were according to the FTIR-ATR results, 

molecular aggregates of the zein films were observed with the d spaces 

found in the literature. Optical Microscopy showed a higher size of the 

white spots with a raise in the power and time of ultrasound application. 

Further studies in the microstructure and the effect of higher intensities of 

ultrasound is necessary.  

 

INTRODUÇÃO 

 

Na última década surgiram crescentes preocupações com o 

aquecimento global e descarte de materiais não biodegradáveis que 

promoveram um aumento no interesse de desenvolvimento de materiais 

que causam menor impacto ambiental. As proteínas possuem estruturas 

únicas que produzem uma grande variedade de propriedades funcionais, 

as quais dependem da origem e da concentração da proteína, devido ao 

seu alto potencial de ligações intermoleculares (NUR HANANI; ROOS; 

KERRY, 2014), além de ser obtida de produtos de fontes naturais, como 

biomassa e resíduos de industrias alimentícias e agrícolas. Mudanças no 

processo podem modificar a estrutura e as interações da proteína para 

melhorar as propriedades dos filmes. Filmes biodegradáveis apresentam 

diferentes propriedades, pois dependem da matriz da estrutura da 

proteína, já que a reticulação intermolecular dos aminoácidos afeta a 

coesão estrutural (Kaewprachu, 2016). 

Zeína é uma proteína do endosperma do milho que possui boas 

propriedades de formação de filmes com uma alta taxa de polimerização. 



  109

 
 

 

A estrutura molecular possui, em sua maioria, resíduos de aminoácidos 

não polares que a tornam hidrofóbica e solúvel em soluções alcoólicas. 

As cadeias da zeína podem formar interações de hidrogênio, ligações 

hidrofóbicas e algumas ligações de disulfeto durante a polimerização 

(PAPALIA; LONDERO, 2015).  

A tecnologia de ultrassom se baseia na propagação das ondas que 

produzem uma cavitação acústica que causam regiões de alta e baixa 

pressão. A diferença de pressão gera microbolhas que rapidamente 

crescem e colapsam, a energia liberada do colapso são distribuidas 

através de ondas de choque, forças de cisalhamento e turbulencia, as 

quais geram ótimas condições para reações sonoquímicas (RODRIGUES 

et al, 2016). A sonificação melhora as propriedades funcionais das 

proteinas, mas o tempo e a intensidade podem causar uma perda na 

funcionalidade ou desnaturar a proteína. Alguns estudos reportam 

diminuição da partícula da proteína e melhora nas propriedades 

funcionais, como a solubilidade, congelamento/descongelamento e 

secagem (MARCUZZO et al, 2010). Esse trabalho teve como objetivo 

estudar os efeitos da aplicação de ultrassom durante a formação da 

matriz na microestrutrura do filme. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Materiais 

Zeína foi adquirido da Sigma-Aldrich. Etanol (99.5%), glycerol e 

ácido oleico à nível analítico foram fornecidas pela Araçaprolab 

(Araçatuba, Brazil). O emulsificante da Duas Rodas Industrial Ltda., Brazil 

(Emustab), foi obtido no mercado local. 
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Preparo e composição dos filmes 

Soluções de zeína foram preparadas com 10 gr. de zeína 

adicionados por 50 ml de etanol à 90% (v/v). As misturas foram 

mecanicamente agitadas a 25 ºC por 5 minutos, então foram adicionados 

7 gr. de ácido oleico, 3 gr. de glicerol e 0,5 gr. de emulsificante. As 

soluções foram tratadas com aplicação de ultrassom com um poder 

nominal de saída acústica de 120 W, 400 W e agitação mecânica por 5 e 

10 minutos. O ultrassom foi operado a 24 kHz de frequência e equipado 

com uma sonda cilindrica de 22 mm de diâmetro (HIELSCHER, UP 400S, 

Germany). Um banho termostático foi utilizado para pré-aquecer e 

restringir o aquecimento por cavitação da solução. Após o tratamento, 10 

mililitros da solução foram aplicados em suportes circulares pelo método 

casting e deixados por 24 horas em temperatura ambiente para 

evaporação do solvente. Os filmes foram retirados e condicionados em 

um dessecador à 58% de umidade relativa (% UR) pelo menos 40 horas 

antes de cada análise. 

 

Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourier 

acoplada à Técnica de Refletância Total Atenuada (FTIR-ATR) 

Os filmes de zeína foram caracterizados por espectroscopia no 

infravermelho acoplada à técnica de reflectânica total atenuada (FTIR-

ATR) conforme  Georget, Barker e Belton (2008). Os espectros foram 

obtidos em espectrofotômetro (Spectrum TWO, FT-IR Spectrometer - 

Perkin Elmer) com 10 varreduras, na região de 4000 a 400 cm-1, intervalo 

de 2 cm-1 e resolução 4 cm-1. 

 

Difração de Raio-X em Alto Ângulo (WAXS) 

Os padrões de difração de raios-x em alto ângulo (WAXS) foram 

determinados utilizando-se um difractômetro de raios-X de bancada 

(Rigaku MiniFlex 300, Japão), com radiação de Cu, linha K, L = 1,542 Å, 
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utilizando um porta amostra de alumínio vazado. A velocidade de 

varredura foi de 2°/min nas condições de 30 kV e 10 mA. A cristalinidade 

relativa será quantitativamente estimada seguindo o método de Nara e 

Komiya (1983), que é baseado na relação entre a área dos picos e área 

total dos difractogramas, utilizando o software Origin versão 7.5 (Microcal 

Inc., EUA). 

 

Microscopia Óptica 

A homogeneidade superficial foi determinada por microscopia 

óptica. As amostras foram cortadas em quadrados de 1 cm2 e depois 

tingidas com uma solução de Xylidine Ponceau por 30 minutos. Os filmes 

tingidos foram lavados com uma solução de ácido acético e em um banho 

de água destilada por 10 minutos. Depois as amostras foram colocadas 

em uma lâmina de vidro e secadas em uma estufa por 24 horas à 37 ºC. 

Após as 24 horas, os filmes secos foram fixados na lamínula de vidro com 

bálsamo do Canada. As análises foram feitas com um microscópio óptico 

(Olympus CX 31), equipado com um sistema de captura de imagem 

(Olympus CellSens Stardards 1.11), utilizando um aumento de 10x após 

24 horas de secagem da montagem da amostra em temperatura 

ambiente. 

 

Análise Estatística 

Os resultados foram analisados com a aplicação da Análise de 

Variância one-way (ANOVA) utilizando o programa Minitab (Minitab Inc., 

State College, PA). O teste de Tukey foi utilizado para determinar as 

diferenças entre os valores das médias com um nível de significância de 

5%. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os filmes obtidos tinham uma estrutura compacta, superfície lisa, 

com boa manuseabilidade e foram retirados facilmente do suporte. A 

Tabela 1 apresenta a denominação das amostras.  

 

Tabela 1: Tabela das amostras e tratamentos. 

Film* Time [min] Treatment* 

Zeína M05 5 650 rpm 

Zeína M10 10 650 rpm 

Zeína 1W05 5 120W 

Zeína 1W10 10 120W 

Zeína 2W05 5 400W 

Zeína 2W10 10 400W 

*Os códigos das amostras M, 1W e 2W representam os tratamentos mecânico e 

ultrassom (650 rpm, 120 W e 400 W); O tempo (5 e 10 minutos) é representado pelos 

números 05 e 10, respectivamente. 

 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR) 

Os picos do grupo amino da proteína são caracterizados pelo 

espectro, o qual os grupos peptídeos apresentam as maiores respostas. A 

Figura 1 apresenta os filmes analisados pelo FTIR-ATR de todos os 

filmes. 
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Figura 1: Espectros do FTIR-ATR dos filmes de zeína. 

 

A banda de absorção das estruturas e seus respectivos 

comprimentos de onda estão apresentados na Tabela 2. Os ácidos 

graxos livres são provenientes da estrutura da zeína, como as cadeias 

laterais de certos aminoácidos e a presença de componentes alifáticos. 

As estruturas secundárias predominântes na estrutura da zeína, α e β, 

estão presentes nos filmes obtidos com ultrassom, pois geraram picos na 

região entre 1500 até 1800 cm-1 das amidas I e II. As diferenças na 

intensidade da transmitância são usuais e não representam uma 

alteração na constituição da estrutura II (ALMEIDA et al, 2010; FORATO; 

BERNARDES-FILHO; COLNAGO, 1998). 
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Tabela 2: Comprimentos de onda das estruturas da zeína do FTIR-ATR. 

Estrutura 
Comprimento de 

onda (cm-1) 
Grupos associados 

Amida I 1640 Vibração do estiramento do C=O* 

Amida II 1540 

Combinação da vibração do 

estiramento do C-N e dobramento 

do N-H* 

Amida A 3300 
Vibração do estiramento da 

hidroxila* 

Ácidos graxos 2840 – 2920 
Vibração do estiramento do C-H 

do CH3 e CH2* 

Ácido oléico 
1750, 2850 e 

2950 
Ácido oléico** 

(*BARTH, 2007; **TAVARES et al, 2012) 

 

Assim, os materiais analisados apresentaram os mesmos 

constituintes e manteram a integridade da proteína, sem ocorrer a quebra 

e/ou surgimento de estruturas químicas. Guijin et al (2016) reportou 

resultados similares e não encontrou diferenças significantes na estrutura 

química da zeína quando aplicou um processo de diálise com ultrassom 

(BUDP) para produzir microesferas de zeína.  

 

Difração de Raio-X em Alto Ângulo (WAXS) 

A análise de difração foi realizada para verificar a influência dos 

tratamentos no empacotamento da estrutura dos filmes. A zeína 

apresenta dois picos de intensidade característicos, um a 4,5 e outro a 10 

Aº na análise de Difração de Raio-X em Alto Ângulo (WAXS). O menor 

espaço (d1) de 4,5 Aº pode ser relacionado à distância da base entre as 

α-hélices ou aos espaços entre as cadeias do ácido oléico (GORRASI; 

VERTUCCIO, 2016). O maior espaço (d2) de 10 Aº é proveniente do 
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empacotamento lateral das α-hélices. A estrutura secundária mais estável 

e abundante nas proteínas é a α-hélices com a conformação baseada em 

interações de hidrogênio intramoleculares (WANG et al, 2005). O espaço 

“d” está apresentado na tabela 3.  

 

Tabela 3: Comprimentos de onda das estruturas da zeína do FTIR-ATR. 

Amostra d1 d2 

M05 4,50 ± 0,01 10,78 ± 0,40 

M10 4,54 ± 0,06 10,27 ± 0,02 

1W05 4,51 ± 0,03 10,33 ± 0,08 

1W10 4,60 ± >0,01 10,31 ± 0,18 

2W05 4,60 ± >0,01 10,33 ± 0,29 

2W10 4,56 ± 0,06 10,81 ± 0,31 

 

Segundo WANG et al (2005), diferenças nas estruturas dos 

materiais podem ser refletidas nos padrões de WAXS. O empacotamento 

das inter-hélices é relacionado ao pico de 10 Aº e alterações na distância 

podem causar a diminuição da intensidade, a qual indica possíveis 

dispersões nos agregados moleculares da zeína. Os valores d1 e d2 para 

os filmes não apresentaram uma diferença significativa (<0,05) e 

permaneceram próximo aos valores reportados na literatura. Os padrões 

WAXS dos filmes estão presentes na Figura 2 com a indicação dos 

pontos d1 e d2.       
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Figura 2: Padrões WAXS dos filmes de zeína. 

 

Segundo YI-LONG et al (2014), a presença de moléculas de água 

podem influenciar fortemente no empacotamento da estrutura dos filmes 

ao competir com as interações de hidrogênio das moléculas de zeína. 

Todos os tratamentos possuíam a mesma formulação e, como esperado, 

apresentaram curvas de difração próximas e com poucas alterações na 

conformação da zeina, concordando com os resultados obtidos pelo 

FTIR-ATR.  

 

Microscopia Óptica 

A microscopia optica foi utilizada neste estudo para observar a 

distibuição e homogeneidade dos glóbulos de gordura na matriz proteica. 

O tingimento com Xylidine Ponceau (pH=3.5) possibilita a identificação 

dos radicais proteicos cationicos. As proteinas são tingidas em vermelho e 

os lipídios permanecem brancos (ALMEIDA et al, 2010). A Figura 3 

apresenta os micrográficos dos filmes de zeína com um aumento de dez 

vezes (500 mm). 
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Figura 3: Micrográficos ópticos dos filmes de zeína. 

 

Filmes de zeína formaram uma matriz mais homogenea nos 

tratamentos mecânicos e na aplicação de ultrassom em processos com 

menor tempo (Figura 3a, b, c e e). A adição de glicerol e ácido oléico 

causaram uma hetereogeidade na matriz com uma grande quantidade de 

pontos brancos, com um aumento no tamanho de acordo com o tempo do 

ultrasssom (Figura 3d e f). Estudos adicionais na microestrutura com a 

aplicação de ultrassom em tempos de exposição e potencias maiores são 

necessários.  
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CONCLUSÃO 

 

Filmes comestíveis foram efetivamente preparados utilizando a 

aplicação de ultrassom. Os espectros do FTIR-ATR mostraram picos na 

região de comprimentos de onda encontrados na literatura, sem a 

presença de novos elementos. Os espaços d calculados a partir dos 

padrões WAXS não apresentaram diferenças significativas e estão de 

acordo com empacotamento característico da zeína.  Apesar da aplicação 

de ultrassom poder produzir filmes, os efeitos na matriz da estrutura 

podem ser observados nos micrográficos da microscopia óptica, então 

estudos em maiores intensidades e tempos devem ser realizados. 
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Anexo B – Lei de Bragg (d-space) e Método de Halder-Wagner 

 

LEI DE BRAGG  

 

A difração de raio-x permite identificar, quantificar e characterizar 

componentes em estruturas complexas. A radiação monocromática sofre 

uma difração quando incide em um plano de um cristal ou material 

policristalino. Cada conjunto de planos de um cristal gera um pico de 

difração no ângulo de 2θ (Equação 1) entre o raio-x incidente e o raio 

difratado de acordo com a fórmula da Lei de Bragg: 
 

                                               
 

O espaçamento interplanar dhkl, que é a distância entre dois 

planos paralelos e adjacentes pode ser representada por uma função 

(Equação 2) dos índices de Miller (h, k e l) e dos parâmetros de rede, 

representado por a. 
 

   
 

A intensidade de difração é apresentada em um diagrama em 

função do ângulo 2θ que é caraterístico de cada estrutura cristalina do 

material. Os registros dos padrões de difração identificam o material e a 

estrutura cristalina. A pureza pode ser encontrada na comparação de 

possíveis fases secundárias ou a presença de parâmetros estranhos aos 

planos cristalinos.  A intensidade dos picos de difração depende dos 

múltiplos planos de difração, dos átomos contidos no plano pela suas 

posições e seus respectivos fatores de espalhamento. 

 

 

 

MÉTODO DE HALDER-WAGNER 

  (1) 

  (2) 
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A largura na metade da altura do pico de difração nos permite 

determinar o tamanho de um cristalito. O raio de difração resulta de uma 

convolução entre o raio gerado e o raio do material difratado e pode ser 

influênciado por duas contribuições: o tamanho do cristal que não é 

infinito e as falhas presentes na estrutura cristalina (defeitos pontuais, 

deslocações, etc).  

A príncipio era necessário realizar uma correção em todos os picos 

gerados pelas curvas de resolução do registro do difratômetros com o 

monocristal. A largura na metade da altura do pico (indicado por β) era 

determinado pela medição de vários picos em diferentes ângulos θ de 

difração pela relação Equação 3. 
 

 
 

A largura experimental era corrigida por meio da relação 

empirica de Wagner (Equação 4): 
 

 
 

Onde βexp é a largura obtida pelo difratograma e o βinst é o 

valor calculado. Essa relação é utilizada no método de Halder e Wagner 

para determinar o tamanho do cristalito. A relação que permite a 

determinação do tamanho aparente do cristalito é representado pela 

Equação 5: 
 

 
 

Onde ε era o diâmetro do cristalito, era a distorção e as 

variáveis era dados pela Equação 6:  
 

 

O λ era o comprimento de onda da plotagem do raio x 

(β’/d’)2(nm-4) em função de β’/(d’)2(nm-3). O diâmetro médio era obtido 

  (5) 

  (3) 

  (4) 

  (6) 
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pelo inverso da angulação da linha obtida. A distorção é obtida pelo y de 

interceptação. 
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