UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
CURSO DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

FABIANA BORTOLINI FORALOSSO

FILME ATIVO MULTIFUNCIONAL: ACOES ANTIESCURESCIMENT OE
ANTIMICROBIANA PARA CONSERVACAO DE MACAS MINIMAMENT  E
PROCESSADAS

FLORIANOPOLIS (SC)
2013



FABIANA BORTOLINI FORALOSSO

FILME ATIVO MULTIFUNCIONAL: ACOES ANTIESCURESCIMENT OE
ANTIMICROBIANA PARA CONSERVACAO DE MACAS MINIMAMENT  E
PROCESSADAS

Trabalho de Conclusédo de Curso de Pés-Graduacao
em Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina como pré-requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia
Quimica.

Orientadora: Préf Dr’. Mara Gabriela Novy
Quadri e Co-orientador: Prof. Dr. Nei Fronza.

FLORIANOPOLIS (SC)
2013



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, pela salude e serenmdevencer mais esta etapa da minha
formacéo;

A toda a minha familia, meu esposo Sedir, meuAp#dnio (n memorian), a minha mée
Maria Luiza, minha avo Olga, minha irm& Luizabetesu sobrinho Lucca, e demais familiares,
por todo o amor, pela formacdo humana, pela insisgpela unido, pela compreensao e paciéncia
durante a realizacéo deste trabalho;

A Universidade Federal de Santa Catarina pelatopidade de formacao cientifica.

A professora Mara Gabriela Novy Quadri pelo apizamtb, pela confianca, pelo incentivo,
apoio e orientacédo neste trabalho;

Ao colega e co-orientador Nei Fronza, pelo insgntipelo apoio na realizacdo deste
trabalho e principalmente pela amizade;

Ao Instituto Federal Catarinense e UniversidadeCdatestado pelo suporte na realizacao
deste trabalho;

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, @salo professor Jodo Henrique Z. dos
Santos e da pesquisadora Larissa B. Capelettipdoro auxilio e aprendizado na realizagédo deste
trabalho;

Ao Fundo de Apoio a Manutencgéo e ao Desenvolvimdat&ducacao Superior do Estado
de Santa Catarina, pelo apoio financeiro na reglzaeste trabalho;

Aos membros da banca de avaliacdo por aceitarenonwite, contribuirem e se
disponibilizarem a analisar este trabalho;

A Braskem pelo envio de amostra e & Plascon pélésardas propriedades mecanicas;

Aos meus colegas e amigos do Instituto Federalri@atese: Alvaro, Carina, Cristiane,
Eduardo, Giniani, Maria Manuela, Nei, Nelsi, Paufheila, Vanessa, Neiva pelo convivio,
amizade e apoio ao longo desses anos;

Aos muito que tornaram possivel a realizacdo deabalho, especialmente aos colegas do
IFC: Andréia, Eduardo, Cristiane, e do Laborat@&alimentos da UnC: Juliana, Paula, Sara e
Marli, a colega Carina, pela amizade e apoio lagista realizacao deste trabalho, muito obrigada;

Enfim, a todos os que me apoiaram minha gratiddew muito obrigado!



RESUMO

Diversas estratégias de conservacao de vegetaimammente processadogN]P) sdo empregadas,
para a manutencdo das caracteristicas sesoriais qualidade, sendo destacado o uso de
embalagens ativas, para retardar reacfes de egoemée enzimatico e microbioldgicas. Neste
contexto, foram elaborados filmes de Poli (clorete vinila) (PVC) com propriedades
antiescurecimento e antimicrobianas, atribuidas @elicdo de aditivo mistoAM) contendo
metabissulfito de potassio purdl) e encapsuladoMKE) com o estudo do efeito sobre
parametros de qualidadam macés minimamente processadas. O processo dpselagao foi
realizado pelo metodsol-gel e os filmes de PVC obtidos por processo de exrusdustrial
foram produzidos utilizando proporc¢des de 0,1 %)((701), 1,0 % (p/p) (F1) e 2,0 % (p/p) (F2)
de AM (MK e MKE), além do filme controle (FC). WKE foi quimica e morfologicamente
caracterizado, bem como as propriedades mecantéamieas dos filmes foram analisadas. Macas
minimamente processadas foram elaboradas, aconddas nos filmes durante vinte dias de
estocagem em diferentes temperaturas e a qualidadevaliada quanto as variagcdes de cor,
microbiologica e caracterizacdo quimica. Os redaamostraram o aumento da resisténcia
térmica do aditivo para MKE, sem interferir nas condicdes de processamentofilines.
Parametros cinéticos mostraram que o aditivo pyr@santou acao inibitoria, diminuindo as
velocidades especificas de crescimentoSdeaureuse E. coli e que o aditivo encapsulado é
liberado gradativamente, apresentando uma redueaorascimento mais ao final do ciclo de
crescimento dos micro-organismos. Nao foram vedfas melhorias nas propriedades mecanicas
dos filmes, ja que a incorporagdo do aditivo dirmirauresisténcia a tracdo, porém as propriedades
térmicas foram preservadas. O indice de escuretontas macds minimamente processadas foi
menor para as amostras acondicionadas nos filmesH2le o percentual de inibicdo nestes casos
foi maior. O tratamento F2 promoveu a reducdo méddiaim ciclo log ao longo do periodo de
estudo, comprovando o efeito inibitério do aditi¥mi verificada a influéncia da temperatura nas
velocidades de degradacdo enzimatica e microbmdpgatravés dos calculos da energia de
ativacdo, com efeito inibitério superior quandodwaliado o filme F2, onde as rea¢cbes foram mais
lentas. Os indices de qualidade revelaram que dapd¥ massa das amostras foi afetada pelos
filmes com maior concentracdo do aditivo, nas teatpeas mais altas e ao longo do tempo de
armazenamento. Os resultados mostraram efeitdagatie na manutencdo de cor e qualidade
microbiolégica bem como seguranca toxicolégica da@cds minimamente processadas se
mantidas até 12 dias a 8 °C utilizando o filmed-g8ue resultou em aumento na vida de prateleira
do alimento. Sendo assim, pode-se afirmar que lo®di ativos multifuncionais sdo uma boa
alternativa para a conservacao de macgas minimarpestessadas.

Palavras chave:Embalagem ativa, Encapsulacéo$€sidual; Macgas minimamente processadas;
Antiescurecimento; Antimicrobiano.



ABSTRACT

Several conservation strategies for minimally psseel vegetablesMPV) are employed to
maintain the sensorial characteristics and quadityl emphasizing the use of active packaging, to
slow enzymatic browning and microbiological reactioln this context, Poly Vinyl Chloride films
(PVC) were prepared with antimicrobial and antibnavg properties, attributed to the addition of a
mixed additive A) containing pureNIK) and encapsulatedMKE) potassium metabisulfite and
study its effect on quality parameters in minimagbypcessed apples. The encapsulation process
was performed by thgol-gelmethod and the PVC films were produced using pitapts of 0.1%
(w/w) (FO1), 1.0% (w/w) (F1) and 2.0% (w/w) (F2) BTA (MK and MKE), besides the control
film (FC) for industrial extrusion process. THdKE was chemically and morphologically
characterized, and the mechanical and thermal pgrepeof the films were analyzed. Minimally
processed apples were prepared and packed in fomswenty days of storage at different
temperatures and the quality was evaluated for gdggm color, microbiological and chemical
characterization. The results showed increasednideresistance of the MKE, preserving the
original characteristics without interfering on pessing conditions of the films. Kinetic
parameters showed that the pure additive showeldiiaty action, decreasing the specific growth
rates ofS aureusandE. coli and that the encapsulated additive is releasetliglig, showing a
reduction of growth towards the end of the cycle Miprovements were observed in the
mechanical properties of the films, since the ipooation of the additive decreased the tensile
strength, but the thermal properties were preservkd rate of browning of minimally processed
apples was lower for samples packaged in F1 anfilrR and the percentage of inhibition was
greater in theses cases. The F2 treatment causedction of an average log cycle over the period
of study, demonstrating the inhibitory effect okthadditive. The influence of temperature on
microbial and enzymatic degradation rates was ieerithrough calculations of the activation
energy, with higher inhibitory effect when the REnfwas evaluated, where the reactions were
slower. The quality scores revealed that the n@ssdf the samples was affected by the films with
a higher concentration of the additive at highengderatures and over storage time. The results
therefore showed satisfactory effect on maintairsogpr and microbiological and toxicological
safety of minimally processed apples kept duringdags at 8 ° C using the F2 film, resulting in
increased shelf life of the food. Thus, one cantbay movies multifunctional assets are a good
alternative for the conservation of minimally presed apples.

Kew words Active package; Encapsulation, residual ,SQMinimally processed apples;
Antibrowning; Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A qualidade dos alimentos tem sido uma das mamxiggncias dos consumidores, atraves
da busca por produtos menos industrializados contgsoconservantes, com caracteristicas de
“frescor”, que sejam seguros e de facil preparareianto, os consumidores desejam associar tais

atributos a valores nutricionais adequados as sielaeies humanas e as propriedades funcionais.

Essas exigéncias relacionadas com a convenién@adade e praticidade tém modificado
0s padrdoes de consumo, aléem de aumentar os depafi@sas agroindustrias. Com isso, novas
tecnologias e materiais estdo sendo desenvolvidos @ objetivo de manter a qualidade dos

alimentos associado as questfes de seguranca t@inmexiendendo-lhes a vida util.

Neste sentido, 0os vegetais minimamente procesgaddiB) apresentam-se como uma boa
alternativa uma vez que atendem a facilidade deswwno e podem fornecer 0s nutrientes
essenciais a dieta humana, colaborando na prevatgabiversas doencas (SON et al., 2001;
CALEB et al.,, 2012). Adicionalmente, a expansaoirtiistria de processamento de frutas e
vegetais impulsiona o consumo destes produtosridaz contribuicdo econdémica ao Brasil. Uma
das alternativas de consumo pratico e saudavelasaonacas fatiadas, que podem ser servidas,
como lanche especialmente ao publico infantil, éagens, em restaurantes, em supermercados,

para consumo direto ou adicionados em sobremedadas, sorvetes, bem como outros produtos.

Apesar das vantagens apresentadas por estes modutmmercializacdo déMP traz
implicacdes referentes a manutencéo das caratasisensoriais e de qualidade. Assim, o desafio
esta relacionado com a qualidade e o aumento dodeede vida Gtil. Durante a estocagem, estes
produtos sofrem alteragfes, que sdo influenciadl@spgrocessamento e armazenamento, tornando-

se mais pereciveis do que os produtasatura

O controle do escurecimento enzimatico e o contdglemicro-organismos sédo os dois
grandes desafios para a garantia da qualidade semw@agédo desses produtos. Métodos mais
eficazes devem ser desenvolvidos simultaneamensecpatrolar tanto reacées de escurecimento
enzimatico (oxidacdo dos compostos fendlicos cadtis por enzimas oxidases) (LUO et al.,
2011; KHADEMI et al., 2012; TURKYLMAZ et al., 2012)uanto reacdes mcrobiologicas, através
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de micro-organismos deteriorantes e patogénicosGEERT et al, 2007; LUO et al., 2011,
MURIEL-GALET et al., 2012), o que limita a comel@acdo dos mesmos em poucos dias.

Diversas estratégias podem ser empregadas paratreleodo crescimento microbiano e
das reacdes de oxidagdo. Na Ultima década poddgestrcada a técnica auxiliar de conservacao
por acondicionamento em embalagens ativas. Edtesain, para a superficie na qual estdo em
contato, quantidades de uma ou mais substanciazesjple inibir e/ou diminuir uma reacéo ou
processo indesejavel especifico, com a finalidadawmhentar a vida de prateleira do alimento em
guestdo (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

Estima-se que parte da producédo brasileira desfraithortalicas € perdida no transporte,
estocagem e comercializacdo, e pela auséncia dalagehs adequadas (FERNANDES, 2001).
Neste sentido, as embalagens podem minimizar agbesadeteriorativas dos problemas
decorrentes do processamento minimo. Embalageras dém sido utilizadas em uma variedade
de produtos que apresentam diferentes mecanismosletlrioracdo, sendo necessario 0
conhecimento das reacdes de alteracdo para quss2 selecionar o material mais adequado para
cada situacao de aplicacdo (SARANTOPOULOS; MORAE®9).

Muitas substancias tém sido incorporadas a embadgugra torna-las ativas, porém poucas
sao eficazes no controle microbiologico simultaneate a inibicdo do escurecimento enzimatico.
Um ativo multifuncional com propriedades antiescumento (LU et al., 2007; FAN et al., 2009;
XING et al., 2011) e antimicrobiana (USSEGLIO-TOMBET, 1992; MACHADO et al., 2006) é
o dioxido de enxofre (Sfpe seus sais inorganicos, os quais liberam gdsitiedo que atue tanto

na superficie como no interior do produto.

Entretanto, alguns estudos mostram que o teoruaswk SQ oriundo da dissociacao
instantanea dos sais utilizados como aditivos podausar efeitos adversos a saude humana
(MENG et al., 2008; FAN et al., 2009; XING et aP011) e, por isso, muitos paises tem

estabelecidos limites residuais de sulfitos enreliftes tipos de alimentos.

Neste contexto, a aplicacdo da técnica de encadsulaia sol-gel ao SQ para a
incorporacdo do material encapsulado a embalagpresemta-se como uma alternativa. Os
sistemas encapsulados sao capazes de protegeoefoniar um grupo funcional ativo, como por

exemplo o S@ de interagbes com componentes que nao sejamtetesse, tornando-os mais
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reativos. Sendo assim, a liberacdo seletiva e dadtt de S oriunda deste sistema de
embalagem, pode otimizar o efeito antiescurecimentinicrobiano e adicionalmente controlar a
formacdo do S@residual (XING et al., 2011) em uma ampla varieddeé produtos durante o

armazenamento prolongado, reduzindo o excessoitileadobre os alimentos.

Desta forma, os sulfitos, incluindo o metabissolfde potassio MBSK), podem ser
incorporados aos filmes poliméricos extrusados pamatato com vegetais, a fim de evitar
escurecimento enzimatico e inibir a deterioracdousada por micro-organismos e,
consequentemente, propiciando um maior tempo daezamamento dos produtos. Por ser uma
técnica promissora para a conservacao de alimesdos perspectivas de interesse industrial, faz-
se necessaria a realizacdo de pesquisas para ovaoleseento de filmes poliméricos com

propriedades ativas para aplicacao\&viP.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter um filme ativo de Poli (cloreto de vinil@VC) com propriedades antiescurecimento

e antimicrobianas pela adicdo de aditivo misto exthd metabissulfito de potassio (puro e

encapsulado), e estudar seu efeito sobre paramdgogualidadede macas minimamente

processadas.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

g)

Avaliar o potencial antimicrobiano e antiescureaitoén vitro do aditivoMBSKem macas

minimamente processadas;

Obter o aditivaViBSKencapsulado com diferentes radicais ligantes;

Testar o potencial antimicrobiano 8#BSK encapsulado com diferentes radicais ligantes

sobre micro-organismos de importancia em vegetaisrmamente processadogNiP);

Selecionar a aditivo encapsulado com melhor deseingpe determinar suas propriedades

fisico-quimicas;

Produzir filmes ativos de PVC com aditivo mig¢tnetabissulfito de potassio purdlK) e

encapsuladoWKE) de melhor desempenho), via extrusao industrial;

Determinar as propriedades mecénicas, térmicagfeldgicas dos filmes obtidos;

Avaliar o efeito antiescurecimento e antimicrobiaos filmes durante a vida de prateleira

das macas minimamente processadas em condicOesc@mee armazenamento;
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)
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Estudar possiveis alteracdes nos indices de qdelida alimento nas condi¢cbes de

armazenamento;

Avaliar a influéncia da temperatura sobre as vdles das reacdes de degradacédo

enziméatica e microbioldgica, nas diferentes coregde armazenamento;

Estimar o aumento da vida de prateleira das mac&@Emamente processadas

acondicionadas em cada sistema de embalagem.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta os aspectos teoricos eadostna literatura que servem de
fundamento as aplicacbes, as analises, ao desaneolo e as discussbes dos resultados
apresentados neste trabalho. Subdividida em sets, iesta revisdo aborda o processamento
minimo de vegetais, as alteracbes de origem biddgd sistema de acondicionamento dos
produtos, as embalagens ativas, 0s agentes quirparasaplicacdo em embalagens ativas, o

processo de encapsulacéo e a legislacao aplicamidaagens ativas.

3.1 PROCESSAMENTO MINIMO DE VEGETAIS — CONSIDERACGEE ASPECTOS
GERAIS DO TEMA

No mercado hortifruticola, tradicionalmente, osqutos eram oferecidos ao consumidor
desprovidos de embalagem ou de qualquer tratamsemtodenominacgdes de origem ou indicagdes
do modo de produgéo, passaram, nos Ultimos anosgjtpeacdes profundas, das quais se destacam

0s vegetais minimamente processadddi) (GIL, 2008).

OsVMP estéo entre os produtos de grande consumo e andaraamentou, tendo em vista
o desejo do consumidor por alimentos com caratiters prOximas adn natura além da
praticidade e conveniéncia por estes ofertadosefl4l)., 2007; JUNQUEIRA, 2008; JUNQUEIRA
et al., 2009), alto valor nutritivo (RICO et alQ@; MURIEL-GALET et al., 2012) (com reducéao
no tempo de preparo, maior padronizacdo (TRESSEGER., 2009) e reducédo do desperdicio
(MAISTRO, 2001).

Os VMP sdo também denominados "fresh-cut”, por sofrerewe Imodificacdo nas
caracteristicas originais, mantendo o frescor eadidpde (ENDO et al., 2006). A definicdo destes
produtos ‘pré-cortados’ é segundo a IFPdtgrnational Fresh-Cut Produce Associat)of2001):
‘qualquer fruto ou hortalica ou combinacao destega forma original foi fisicamente alterada,
mantendo-se, entretanto no estado fre68bZAMORA et al., 1998; FERNANDES, et al., 2010).
Assim, 0 processamento minimo envolve a manipulag@oeparo, embalagem e a distribuicdo de

produtos agricolas, através de procedimentos caetexdo, lavagem, descascamento, corte e
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classificagdo, que ndo afetem suas caracterisseasoriais, agregando valor aos mesmos
(FERNANDES, et al., 2010; KARAGOZLU et al., 2011).

Por se tratar de produtos fisicamente alteradas,afdmente pereciveis e podem sofrer
acao microbioldgica, enzimatica ou ndo enzimatera, funcdo da composicao (CAHAN, et al.,
2002), necessitando de cuidados especiais e adecéstratégias para o0 aumento da sua vida de
prateleira (ARTES et al., 2007).

Uma vez que ndo existem estratégias para complietén@;do dos micro-organismos
patogénicos em produtos frescos sem afetar a qdalillOPEZ-GALVEZ et al., 2010) e que a
comercializacdo desses produtos tem crescido amErhente, o numero de surtos de
contaminagcdo microbiolégica tem aumentado sigrifiamente (RICO et al., 2007; MURIEL-
GALET et al., 2012). Isso ocorre especialmente elperacées do processamento que podem
levar a contaminacéo cruzada, em que até mesma@equeena parte afetada pode ser responsavel
pela contaminacdo de todo o alimento, podendoaali@rqualidade e seguranca dos produtos

frescos e causar a transmisséo de importantesa@ACRIEL-GALET et al., 2012).

Em consequéncia do processamento, ocorre o romfunuas células e o contato entre
enzima e substrato, no qual as reacdes enzimdticascam mudancas de cor, textura, aroma,
podem ativar o desenvolvimento microbiano e maéioatimatérica (LU et al., 2007; YOSHIDA;
ANTUNES, 2009) sendo acentuadas pelas condicOdeqguadas de armazenamento, transporte e
distribuicdo (ARTES et al., 1998).

Pela acdo das enzimas e micro-organismos deteegrarpatogénicos, a vida util désIP
é limitada apds o processamento (DEL NOBILE et2008), em ndo mais que 8 dias, quando
armazenado em condi¢cdes adequadas (ALLENDE; ARZE$3). Apesar disso, 0 processamento
minimo tem evoluido e inclui uma ampla variedaderdgodos e tecnologias para preservacao
(ALZAMORA et al., 1998) no sentido de minimizareticdes e aumentar a vida de prateleira,
envolvendo diversos fatores: o controle da tempegjuntamente com a umidade, a remocao de

oxigénio e o uso de embalagens efetivas (RESTUGECH., 2010).

O controle do escurecimento na superficie de certe desenvolvimento de micro-
organismos indesejaveis constituem os pontos asitdesta tecnologia, para a manutencao da

qualidade e seguranca desses produtos. A incorigaiil® entre o uso de inibidores de
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escurecimento e tratamentos antimicrobianos comweais representa desafios para a industria de
alimentos (LU et al., 2007), bem como as condigiesarmazenamento que ainda precisam ser
largamente exploradas para melhor manter seusit@aisiole qualidade e frescor (ROJAS-GRAU et
al., 2009).

Segundo Sarantopoulos et al. (2001), é de grang®riémcia o desenvolvimento de
embalagens adequadas para estes produtos, emdazanjurias mecanicas sofridas durante o
processamento provocam um aumento no metabolismegiial, aumentando a taxa respiratoria,
a atividade enzimatica e o desenvolvimento micruhidssim, para preservar as caracteristicas de
frescor dosVMP de maneira efetiva e reprodutiva, muitos estudus reecessarios, devido a
diversidade de matérias primas, formas, aspectosjuddidade, caracteristicas fisioldgicas e

variacao na distribuicdo e comercializacao (RIC@l.e2007).

3.2 ALTERACOES EM VEGETAIS MINIMAMENTE PROCESSADOS

Os alimentos s&o industrializados para manutengdgualidade, porém, podem sofrer
alteracdes indesejaveis, principalmente sob oscaspeale ordem quimica e/ou enzimatica, e
aguelas de ordem microbiologica (FRANCO; LANDGRARBO5; FRONZA, 2009).

3.2.1 Alteracdes enzimaticas

Dentre os atributos sensoriais, a aparéncia, gignéicativamente influenciada pela cor, é
um dos primeiros critérios utilizados pelos conglores para a aquisicdo do produto (RICO et al.,
2007). Quanto a coloracao de frutas e hortalicgtaseusualmente sofrem alteracdes indesejaveis
devido a acao enzimética (ENDO et al., 2006). Esdgdo, em geral, ocorre rapida e intensamente
e consiste na oxidagdo de compostos fendlicosrionas pela acdo de uma ou mdultiplas enzimas
(ARTES et al., 1998), tornando-0os escuros e conecispindesejavel. Estes pigmentos escuros
formados sdo acompanhados de alteracfes na apanm@aEipropriedades sensoriais (alteracdes de
cor, aroma, textura) no valor nutritivo do prodydA, 1992; ARTES et al., 1998), na taxa
respiratéria e evolucédo de etileno (AHVENAINEN, 89THITARRA, 2002; ARAUJO, 2008),

resultando na diminuicdo da sua vida util e dovedor de mercado (MA, 1992).
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Sob o aspecto nutricional, o problema do escuratimmenzimatico deve-se a possibilidade
das quinonas interagirem com grupos amina e teduzindo a disponibilidade da lisina,

metionina, tiamina e outros nutrientes (ARAUJO, 00

O escurecimento da superficie de corte é, portamto,dos maiores obstaculos para o
comercio de frutas frescas, sendo um dos principablemas da reducdo da vida util \d&IP
(MA et al., 1992; THE et al., 2006). A presencaQje o armazenamento prolongado, a umidade
relativa baixa, altas temperaturas, ou injuria ety podem potencializar o escurecimento (OMS-
OLIU et al., 2008).

3.2.1.1 Enzimas envolvidas no escurecimento

Dentre as principais enzimas relacionadas a afterda cor no&MP esta o grupo das
polifenoloxidasesRPO) (WHITAKER; LEE, 1995; THE et al., 2006) e o grugdas peroxidases
(POD) (LOPES; CLEMENTE, 2002; PINELLI et al., 2005) gqumatalisam a oxidacdo de
compostos fendlicos, produzindo pigmentos escurosa@tes ou superficies danificadas de frutas
e hortalicas (SIMOES, 2004).

As alteracdes causadas pelas enzimas sdo modégalgsejaveis em alguns produtos,
como por exemplo, para o cha preto e o café e éj@ess no caso do escurecimento de outros
produtos como as frutas e hortalicas, sendo umandasimportantes causas da perda de qualidade
desses produtos (ARTES et al., 2007; LOPEZ-NICOLA®)7 QUEVEDO et al.2009), que
devem ser controlados sem que ocorram prejuizoR(@A; BARRET, 2002; OLIVEIRA et al.,
2008; SILVA et al., 2009).

A POD contém um grupbemee esté relacionada com processos de cicatrizegéw por
exemplo, a lignificacdo (CANTOS et al., 2002) PRO, também conhecida como catecoloxidase,
catecolase, oxidase difenotdifenolase, fenolase e tironase é encontrada maimdos vegetais,
sendo que a localizagdo da enzima na célula vedepainde da espécie, desenvolvimento e grau
de maturidade (ESKIN, 1991).

Entre os principais fatores determinantes para acame de escurecimento estdo a
concentracdo da enzima e dos compostos fenéliehgemperatura e disponibilidade de oxigénio
(MARTINEZ; WHITAKER, 1995), que podem ser modificzsl por métodos baseados na



22

inativacao pelo calor, remoc¢éo ou transformagéosdbstratos (oxigénio e fenadis), reducéo do pH
e adicao de antioxidantes (MARTINEZ; WHITAKER, 199AZEREDO, 2000; MARSHAL,
KIM; WEI, 2000), mas como ndo se aplica tratamdatmico aosVMP, ndo € possivel inativar

essas enzimas por desnaturacéo térmica (ARTES £988).

3.2.1.2 Mecanismo de acao enzimatic®8&® — reacao de oxidacao

Apesar do mecanismo de formacdo de pigmentos & garsubstratos fendlicos nao ser
completamente conhecido, ha indicacdo de gBP@inicia o0 processo de escurecimento atraveés
da promocdo da oxidagdo e desidrogenacdo destegostws fendlicos, quando do corte dos
vegetais, na presenca do oxigénio molecular em igdesl apropriadas de pH, temperatura e
atividade de &agua (ARTES et al., 2007). O produtial da oxidagdo, eorto-quinona,
rapidamente sofre polimerizacéo, formando pigmeastsiros insolGveis, as melaninas, ou reage
nao enzimaticamente com outros compostos fendliusoacidos e proteinas, formando também
melanina (MARTINEZ; WHITAKER, 1995; ARTES et al.938; ARAUJO, 2008).

Mesmo que muitos compostos antiescurecimento inibatividade d&#PO, somente um
namero limitado de aditivos € aceito, visto que esolha € baseada na seguranca e no custo para
o controle do escurecimento durante o0 processamente 0S quais estdo os agentes redutores
(sulfitos, acido ascorbico, acido eritérbico) (LEE)00). Assim, tratando-se de uma reacao
reversivel, a inibicdo ou inativacdo enzimaticaeaeér realizada através de agentes redutores,
como o sulfito que libera SPGCUNHA et al., 2005) (Figura 1).

Na pesquisa do escurecimento enzimatico deve-sadavar a fisiologia vegetal como um
todo, ja que outras enzimas que alteram a perncddl da membrana celular ao oxigénio, por

exemplo, podem aumentar o potencial de escureanagzimatico (SILVA et al., 2009).
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Figura 1 - Reacdo de oxidagdo do fenol a catecdl @to-quinona pela acdo da enzima
polifenoloxidase RPO).
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Fonte: Araujo (2008).

Os compostos fenélicos sdo considerados como nigtab&ecundarios nas frutas e
hortalicas, e variam de acordo com a espécie,voulgrau de amadurecimento e condi¢cdes
ambientais de desenvolvimento e de armazenamerARBGHWALL; KIM; WEI, 2000). O tipo e a
concentracdo do substrato fendlico afetam diret&gnenescurecimento enzimatico p&&®0O
(MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2006). Muitos vedais, como a maca, tém altos
niveis de compostos fendlicos pré-formados e apGmrte da superficie, o escurecimento
rapidamente ocorre (ARTES al, 2007).

A maior ou menor sensibilidade dos vegetais aorestuento enzimatico € o resultado da
acdo de diversos fatores implicados em sua intadsidEntre 0os mais importantes, citar-se a
espécie e a variedade (LUO; BARBOSA-CANOVAS, 19%0mo ocorre com a incidéncia do
escurecimento em macas minimamente processadad#gpienda variedade, sendo acentuada
guando ocorre aumento da temperatura (SAPERS,e1243; LUO; BARBOSA-CANOVAS,
1997) que segundo Sataque e Wosiacki (1987), acratupa Otima para a atividade RO é de
30 a 40 °C. Além disso, a idade dos frutos (es|mergte frutos jovens), a natureza e a quantidade
dos substratos fendlicos, a atividade das enzimaktivas (EISSA et al.,, 2006), a ligacdo de
enzimas e substratos (LOPEZ-NICOLAS et al., 20@7)0ncentracdo dBPO ativa, o pH, a
temperatura e o oxigénio disponivel no tecido (RIN& al., 2005) promovem a formagéo das
orto-quinonas (SOARES et al., 2009).

Assim, os estudos devem destacar o controle dag$sos enzimaticos, a otimizagdo dos
tratamentos quimicos e fisicos que se aplicamratrdk, a busca de novas substancias inibidoras
e as combinacOes das diversas técnicas fisicasn@icgs que sejam capazes de controlar o

processo sem custos econdmicos elevados (ARTHS £998).
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3.2.2 Alteracdes microbiolbgicas

OsVMP séo elaborados usando varios processos basichsndo lavagem, classificacéo,
corte e descascamento (KARAGOZLU et al.,, 2011). daos fisicos ocasionados pelo
processamento ou por injurias causam a liberacdoutigentes e enzimas intracelulares que
favorecem a proliferacdo microbiana, acelerandetarmracao (FANTUZZI et al., 2004). Como
consequéncia, a contaminacao microbiologica pddeaala qualidade de produtos frescos e causar
importante doencas veiculadas, ja que naturalmenmtérobiota desses produtos inclui bactérias,
mofos e leveduras (NGUYEN; CARLIN, 1994; RICO et aD07).

A qualidade microbiolégica do¥MP também esta relacionada a presenca de micro-
organismos deteriorantes que poderdo influenciarati@racdes sensoriais (RICO et al., 2007).
Contudo, a maior preocupacgdo ainda esta relaciocanesua seguranca alimentar, ja que 0s
vegetais frescos podem ser veiculos de transmideddoencas através da contaminagdo por
agentes biologicos (VANETTI, 2004).

O tipo e espécie de micro-organismos nos prodwdda ¢om o vegetal, com as praticas de
cultivo e com as condi¢des higiénicas durante ousein e processamento (ARTES et al., 2007).
Bactérias patogénicas con®almonella Listeria, Shigella e Escherichiacoli, sdo de grande

importancia e estéo relacionados com surtos degatealimentar (ABADIAS, 2008).

3.2.3 Parametros higiénico-sanitarios de controlegra VMP

A Resolucdo Brasileira - RDC n° 12, de 2 de Janeea2001, para frutas frescas, "in
natura”, preparadas (descascadas, selecionadasacdunédas) sanificadas, refrigeradas para
consumo direto, determina que os valores de colésrtermotolerantes ndo devam ultrapassar
5x10F UFC/g, bem como deve ocorrer auséncia de saimene25 g de amostra (BRASIL, 2001).
Assim, quando se trata ¥MP € importante a realizacdo de analises microbio&&gpara detectar
0 crescimento de micro-organismos, e garantir didpde higiénico-sanitaria destes produtos

(FAGUNDES, 20009).

A diversidade de micro-organismos presentesiP €, no entanto, muito mais vasta do

que os critérios identificados, tendo sido aporgamiomo perigos microbioldgicos para este tipo de
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produtos:Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Aeonas hydrophila, Salmonelsp,
Escherichia coliO157:H7,Yersinia enterocolitica, Campilobacter jejutaphylococus aureues
Pseudomonas aerugino$dANETTI, 2004). Para a contagem total de bacsgraalegislacdo nao
estabelece limites, dentre as quais se destacg@siarstroficos, os quais crescem melhor entre 15
e 25 °C, mas podem multiplicar-se também em terhpes inferiores a 5 °C, sendo
predominantes e os principais causadores de dtgaros alimentos refrigerados (ORDONEZ,
2005), participando ativamente da deterioracadddas e hortalicas, sendo que\dgP séo, em
geral, mais pereciveis do que as matérias primasjda aos tecidos danificados e a
permeabilidade ao vapor d’agua (SANTOS et al., 2010

Frente as consequéncias do crescimento dos migesHemos, seja decorrente de sua acao
deteriorante ou de sua acdo como causadores deadpelrna-se essencial a aplicacdo de
processos que conduzam a uma reducdo do numeriearganismos e/ou da velocidade de seu
crescimento em alimentos (NGUYEN; CARLIN, 1994; SXA) 2006).

Nos ultimos anos tem havido um crescente desemwehto de aditivos para uso em
material de embalagens para prevenir o crescimantoobiano durante o armazenamento, por
meio de uma liberacdo do aditivo da embalagem pat#perficie do alimento (DAINELLI et al.,
2008; SUPPAKUL et al., 2011).

Neste sentido, alguns aditivos podem ser aplicddiesamente sobre os alimentos ou no
material da embalagem reduzindo a contaminacaocobiai6gica (HAN, 2003). Estes incluem
entre outros: bacteriocinas, enzimas, fungicidagjod organicos e seus sais, ions metélicos e
extratos vegetais (SUPPAKUL et al., 2003b). Osd#nativos podem controlar esta contaminacao,
reduzindo a taxa de crescimento microbiano, pramdg o periodo de laténcia do micro-
organismo alvo, contribuindo para o aumento da viilado produto e mantendo sua seguranca
alimentar (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).
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3.3 SISTEMAS DE ACONDICIONAMENTO PARA A CONSERVACADE ALIMENTOS DE
ORIGEM VEGETAL

Para conservar os alimentos, os sistemas de acwmatitento devem considerar diversos
aspectos inerentes as caracteristicas do produtmlaientais para retardar suas alteracdes
(SOARES et al., 2009b), bem como, o conhecimentootiportamento de enzimas e dos micro-

organismos, causadores de contaminagao (CAHAN, &042).

Assim, existem diversas exigéncias ao desenvolvinda embalagens apropriadas para
atingir as condic¢des ideais de armazenamento ec@tsio. A embalagem tradicional protege o
alimento contra fontes de contaminagao externa eottato com substancias como: oxigénio,
gas, vapor de agua, luz, entre outros agentes (EABEt al., 2005; SILVEIRA et al., 2007).
Além disso, sdo produzidas com o objetivo de fanatformacdes, conveniéncia e minimizar a
interacdo entre a embalagem e o seu conteudo (WHENT;,CHKISS, 1993), tratando-se em
termos de sua fungdo protetora como um meio deegairsa entrega segura e em condi¢des
sadias do produto ao usuario com um custo minimeorno uma tecnologia que otimize os

custos de entrega de bens aumentando o lucro (BRUOD4).

Nos ultimos anos, a incorporagdo de propriedadescess aos materiais poliméricos por
meio de aditivos vem permitindo a aplicacdo destateriais nos mais diversos segmentos. Tais
propriedades podem permitir o desenvolvimento ddemads que satisfacam necessidades
especificas de diversos setores. Assim, variaglegias estdo sendo aplicadas para os sistemas de
acondicionamento, permitindo uma maior interacdcees embalagem e o produto para preservar
a qualidade e a seguranca dos alimentos por maigot€¢OLIVEIRA et al., 2004b; GALIC,
SCETAR, KUREK, 2011).

Além de protecdo mecanica, o desenvolvimento dealgém para vegetais deve permitir
uma reducdo na taxa de respiracdo para aumenidaaitl do produto (SARANTOPOULOS;
FERNANDES, 2001; YAMASHITA et al., 2006b). Nestentexto, a especificacdo de sistemas de
embalagens para produtos que respiram é muito esxaSARANTOPOULOS, 1997), sendo
necessario que estas permitam a entrada de oxig&sa de gas carbbnico de forma adequada,
para prevenir ou eliminar condi¢cdes indesejavesRIFANDES, 2001). Assim, uma embalagem

adequada para produtos de origem vegetal, visadagta respiracdo, o amadurecimento, a
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senescéncia, a perda de cor, a perda de umidader ev escurecimento enzimatico, a
contaminagdo microbiana e, consequentemente tadalfesiacdes de qualidade advindas destes
processos (SARANTOPOULOS, 1997).

Dentre os tipos de filmes utilizados com o objetd® manter o frescor de frutas e
hortalicas, para controlar o teor de gases e aaduitho interior da embalagem, é possivel citar
como exemplo: filmes com permeabilidade seletivamativel com a taxa de respiracdo de cada
vegetal, e flmes com a incorporacdo de aditivasadsorvedores de etileno. Embalagens com
substancias dessecantes, desoxidantes e o revestide frutos tém sido usado para 0 mesmo
objetivo (TUKADA, 2002).

A especificacdo da embalagem para vegetais reqoéimi&zacao de parametros fisicos,
quimicos e ambientais. Dentre os quais devem swiderados: a area superficial da embalagem
em relacdo a massa do produto, o volume de espag@Isuas caracteristicas de permeabilidade a
gases e ao vapor de agua, a espécie do vegethtlageainicial, estagio de desenvolvimento e
sensibilidade ao etileno (ROONEY, 1995; TUKADA, 200

Deve-se considerar que a legislacdo de alimentgtegressivamente restringido o uso
de conservantes quimicos nos mais diversos prod8tEZA, 2006). Assim, para melhorar os
sistemas de acondicionamento dos alimentos falmscadatender a demanda dos consumidores
para as adicdes minimas de conservantes, surgaawaaliscussao sobre as opc¢des inovadoras e
emergentes para o alcance da seguranca dos algreettar, o desenvolvimento de embalagens
com novas aplicacdes: as embalagens ativas (CAHAN,2002) que visam o planejamento de
interacOes desejaveis com o produto, aumentandaeomitorando sua vida de prateleira perdendo
a funcéo inerte e/ou passiva sobre o alimento (FaBEt al., 2005). Porém, o tipo de material

polimérico utilizado na composi¢cdo da embalagempbitante para o sucesso desta aplicacao.

Os polimeros sdo os principais materiais usadgsra@ducdo de embalagens de produtos
alimenticios (DE BONA et al., 2007). Dependendo acisicteristicas do alimento, varios materiais
poliméricos podem ser aplicados. As principais nasi utilizadas para produzir filmes séo:
polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestiren®E), Poli (cloreto de vinila) (PVC) e
politereftalato de etileno (PET) (VIANNA et al., @8).
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3.3.1 O Poli (cloreto de vinilaYPVC) como material de embalagem

Os filmes de PVC séo largamente empregados no mtamaimento de frutas e hortalicas
in naturae minimamente processadas, pois permitem uma e&alidsual do alimento, impedem
a desidratacdo do produto, sdo de facil manipulacdaixo custo (BELTRAME et al., 1999;
YAMASHITA, et al., 2006). Uma série de filmes comarkeiras diferentes sdo necessérias para
preservar o frescor de frutas e hortalicas mininraen@rocessados, com diferentes taxas de
respiracdo e um dos mais indicados é o filme de BARANTOPOULOS, 1997).

O PVC é um termoplastico vinilico, obtido a pad# polimerizagdo do mondémero cloreto
de vinila (SARANTOPOULOS et al., 2002). Sintetizapartir do dicloroetileno, que por sua vez
€ obtido a partir da reacao entre o cloro e monérderetileno (POUZADA; CASTRO, 2003). A
estrutura molecular do PVC é uma cadeia polihalagencom atomos de cloro ligados
covalentemente a atomos de carbono. O atomo de stodistribui na molécula de forma linear
(Figura 2) (SARANTOPOULOS et al., 2002).

Figura 2 - Estrutura quimica do Poli (cloreto deila) (PVC).

BN BBED
SRS RN,
HHHHHHHHMHMH

Fonte: Sarantopoulos et al. (2002).

A alta polaridade da molécula faz do PVC um polonégido a temperatura ambiente. Para
tornd-lo mais aplicavel no segmento de embalaggra)mente é plastificado para a producao de
filmes flexiveis. Dependendo das propriedades eaenseobtidas, outros aditivos como
estabilizantes, lubrificantes, pigmentos, sdo ipoados a resina, originando as diferentes
formulacdes também conhecidas como compostos de BRASKEM, 2002). Para a sua
producdo com grau alimentar ou atoxico, os aditiposcisam ser aprovados pela legislagéo.
Geralmente, o alto grau de aditivacdo do PVC pbdgar a 15% para os rigidos e até 40% para 0s
flexiveis (MARILYN, 1986).
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A grande versatilidade do PVC deve-se, em partepéan & sua adequacdo aos mais
variados processos de moldagem, bem como a diadeside propriedades apresentadas, tais como
as propriedades mecanicas, fisicas, resisténteaado, alta compatibilidade com aditivos e baixo
custo (SOUZA et al, 2006bpentre as principais caracteristicas estdo: asripogues fisicas e
mecanicas que dependem da formulagdo; o uso difipdades para ndo se tornar quebradicos;
plastificantes sado importantes por diminuirem adia do PVC; os filmes sdo transparentes e
brilhantes; apresentam boa resisténcia aos Olegsrduras; apresentam boa resisténcia aos
hidrocarbonetos néo polares; quando decompostospklr, liberam acido cloridrico na forma de
cloreto de hidrogénio, gas téxico e corrosivo (P@DA; CASTRO, 2003).

O PVC é o termoplastico mais utilizado mundialméheNES et al., 2006). Sua aplicacdo
€ tdo ampla, como a sua versatilidade em propréesjasndo utilizado como filmes plastificados
esticaveis gtretch, como envoltorio em produtas natura para venda em supermercado e para
uso doméstico (ALVES, 1998). Dentre as vantagens significativas dos filmes de PVC estao: a
elevada transparéncia, a permeabilidade a gaspsti@uas poliolefinas, e a versatilidade em
design (ALVES et al., 1998; BRASKEM, 2002. SARANTOBLOS, et al., 2002). Os principais
exemplos de aplica¢des sao: filmes plastificadestieaveis; filmes termoencolhiveis; flmes para
uso como envoltério de bandejas, garrafas e fradigessos (WENG, 2006).

3.4 EMBALAGENS ATIVAS APLICADAS EM ALIMENTOS

Sistemas de embalagens ativas e inteligentes epaes tecnologias emergentes que
podem ter implicacbes profundas sobre a qualidadguranca e integridade dos alimentos
embalados (BODAGHI et al., 2012).

Sé&o embalagens com inovadores conceitos que ténagidsentadas como uma resposta as
exigéncias dos consumidores (RESTUCCIA, 2010) p#k qualidade, seguranca e prolongada
vida de prateleira de produtos alimenticios (MAURID, et al., 2005; ALMENAR et al., 2007).
Também, atendem as mudancas no varejo e praticatisttdbuicdo, as novas tendéncias e
ampliacdes dos mercados, resultando no aumentes@eada da distribuicdo e no maior periodo
de armazenamento (VERMEIREN et 4999; QUINTAVALLA; VICINI, 2002).
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Esta tecnologia consiste de interagOes entre oeatomheadspacese a embalagem para
alcancar os resultados desejados (LABUZA, 1996; REQ 1995), modificando alguma
propriedade desejavel: nutricional, microbiolégiedou fisico-quimica (ROONEY, 1995).
Segundo Appendini e Hotchkiss (2002) e Soares. e(28l09b), as embalagens ativas vém sendo
utilizadas para aumentar a vida util, melhorar @aateristicas sensoriais, evitar as deterioracées
quimica e microbioldgica, inibir o crescimento denm-organismos patogénicos, proporcionando
uma interacdo que objetiva preservar a qualidadeseguranca do alimento (SOARES et al.,
2010).

De acordo com Scannel et al. (2000), trata-se decamoeito que combina avangos em
tecnologia de alimentos, seguranca dos alimentobakagens e materiais em um esforco para
melhor atender as demandas de consumidores poeratin mais frescos e seguros. Outra
definicdo pode ser dada como: um sistema desedwopara interagir de forma desejavel com o
produto, modificando alguma propriedade, condigiEearmazenamento para aumentar a vida de

prateleira, ou suas propriedades sensoriais (BR@DY1; YAM et al., 2005).

Os sistemas de embalagens ativas devem acumuledesiradicionais, entre as quais
podem ser destacadas: (a) absor¢cdo de compostdavguecem a deterioracao, (b) liberacdo de
compostos que aumentam a vida de prateleira, mm@ojtoramento da vida de prateleira. Estes
sistemas recebem aditivos e estdo em contato ceupexficie do produto, onde a maioria das
reacfes quimicas e microbiologicas ocorre (SOARES.,€2009), liberando de forma controlada,
0 composto para o alimento, aumentando a eficiéheiaua acdo reduzindo o impacto causado
pelo uso abusivo de conservantes adicionados uegtiz aos alimentos (QUINTAVALLA;
VICINI, 2002) atendendo uma tendéncia atual do wondor por alimentos com teores reduzidos
de aditivos (OLIVEIRA, 2004).

Para Fabech et al. (2005), além de fornecer umaitsprotetora, podem controlar e até
reagir com os fenémenos dentro do sistema, namsand barreira inerte as influéncias externas.
Ja para Ahvenainen (2003), os sistemas ativos moclcorrigir deficiéncias presentes na

embalagem convencional.

Yam et al. (2005) citam que uma embalagem ativae dev um ponto especifico para

interacdo. O ponto de interagdo é definido commimt@ critico de controle de conservacdo da
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reacdo indesejavel que ocorre levando o produtestaxlo improprio para consumo. Portanto, a
técnica de acondicionamento deve ativar mudancgwapriedades de permeacgdo, concentracao
de gases, acrescentar agentes de qualidade mlogbéy antioxidantes ou, por exemplo,

substancias para realcar sabor, alterar o estadoatimentos embalados por prolongar a

durabilidade, melhorar a seguranga ou suas pr@uésdsensoriais (FABECH et al., 2005).

Esse conceito amplo permite distintas possibilidadeluindo dois objetivos: aumentar a
vida util e facilitar o processamento e o consu@@rimeiro objetivo pode ser alcancado pelo uso
de absorvedores de umidade, controle de gasedeagamimicrobianos e antiescurecimento. O
segundo objetivo oferece o desenvolvimento de eagbak de acordo com as caracteristicas do
produto, com novas formas de apresentacdo no nwereadlizindo custos e incluindo operacdes
de processamento ou o controle do processo de agelpal bem como a reducdo do uso de
aditivos em alimentos (ALVAREZ, 2006).

De acordo com Appendini e Hotchkiss (2002), umardakhores formas de reduzir, inibir
ou retardar o crescimento superficial de micro-nigraos em alimentos envasados é a aplicacéo
de agentes antimicrobianos nos sistemas de emhalagedendo prolongar a vida util dos
alimentos. A inibicdo do crescimento microbiano alimentos € uma das maneiras mais

importantes para prolongar a vida de prateleirprddutos embalados (BODAGHI et al, 2012).

3.4.1 Aspectos a considerar no desenvolvimento dienes ativos

Alguns aspectos estdo relacionados a efetividadeemialagem ativa, como as
caracteristicas do agente ativo (solubilidade eatdrm da molécula) e do alimento, condicdes de
estocagem e distribuicdo (tempo e temperaturapdoétle preparo do filme e interacdo entre o
aditivo e polimero (SOARES et al., 2009). Paraaadformacdo dos materiais termoplasticos em
filmes ativos séo utilizados processos de extrusdastrial ecasting No processaasting o
polimero é solubilizado e depois espalhado em figfmeplana e o solvente evaporado, utilizando
temperaturas baixas, de até 80 °C. A baixa temparatita a degradacdo por calor de diversos
aditivos, mantendo a acao antimicrobiana. O pracdssproducdo de filmes por extrusédo utiliza
temperatura maior do que o ponto de amolecimentootimero, podendo variar de 150 a 450 °C
(WURLITZER, 2007).
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O processo de extrusao é o maior fator de perdatideade do composto. Geralmente,
guando compostos quimicos sdo misturados a matedeaémbalagem, as propriedades mecanicas
nao sdo alteradas significativamente, sendo agipdagles oticas (cor, transparéncia e brilho) as
mais afetadas. Para a transformacédo dos mateeiamplasticos em filmes pelo processo de
extrusdo, caso venha a ser adicionada substanees atta ndo pode sofrer degradagéo na
temperatura utilizada (WURLITZER, 2007).

Além disso, os agentes ativos adicionados devengsericamente compativeis, e ainda
deve-se considerar a possibilidade de migracadesiduos para o alimento. No caso de agentes
antimicrobianos, a sele¢cao depende essencialmenseia atividade contra 0s micro-organismos
alvo (AHVENAINEN, 2003).

O material usado na obtencdo da embalagem ativeétandeve manter inalteradas ou
pouco alteradas as propriedades fisicas, mecémiésas como resisténcia a tracdo, alongamento
e selagem a quente. Outros fatores como o métodocdgporacdo na embalagem, permeacao,

evaporacao e liberacdo controlada, devem ser ayasios (YAMADA, 2004).

De acordo com Rooney (1995), outros aspectos dewsn considerados no
desenvolvimento dos referidos filmes sendo: o dspeate micro-organismos contra 0s quais 0
filme é efetivo (podem inibir a deterioracédo serataf o crescimento de patdgenos); o efeito da
atividade antimicrobiana (reducdo da taxa de amemwio ou promocdo da morte celular); a
extensdo com que 0 agente migra para o alimenimxieidade, a regulamentacdo e o efeito na
composicao do produto (alguns antimicrobianos &fto/es somente em determinado pH).

Com a vantagem da difusdo controlada, esses coospdatembalagem para a superficie
do alimento, atendem a demanda atual do consumiger,é a busca por alimentos livres de
conservantes ou com teores minimos de aditivosimAsBca disponivel especialmente na

superficie do produto, onde a maior parte das ideagdes ocorre (OLIVEIRA, 2004).

A concepcdo de um sistema de acondicionamento a&goer o conhecimento da
tecnologia de liberacdo controlada e da cinéticardscimento microbiano (LACOSTE et al.,
2005). Quando a taxa de migracao de um aditivo i8 rapida do que a taxa de crescimento do
micro-organismo, o aditivo estara esgotado antepattodo de armazenamento esperado e o

sistema de embalagem vai perder a sua atividasidtardo no crescimento de micro-organismos



33

apos o esgotamento do agente ativo. Por outro tpdmdo o taxa de liberacdo é muito lenta, os
micro-organismos podem crescer antes de o agenti#bsemdo. Portanto, a liberacdo para os
alimentos deve ser controlada de acordo com adeaxerescimento dos micro-organismos alvo
(HAN, 2000; MISTRY, 2006). Neste contexto, o uscadéivos encapsulados, poderia auxiliar no

alinhamento entre a cinética de crescimento miarabiersusiberacédo do inibidor.

3.5 ADITIVOS APLICADOS EM POLIMEROS DESTINADOS AO @ONDICIONAMENTO
DE ALIMENTOS

A utilizac&o de aditivos quimicos pelas industdasalimentos tem possibilitado o0 acesso a
uma diversidade cada vez maior de alimentos pgalagdo mundial (POPOLIM, 2009). Varios
aditivos quimicos podem ser liberados a partir @ @mbalagem, a fim de aumentar a vida-de-
prateleira do produto. A maior parte sdo 0s cors#es, que podem ser liberados controladamente
sobre a superficie de um alimento, através deabfesevaporacédo a partir do flme ou por meio de
reacdo quimica ou enzimatica. A importancia destegsso pode ser maior para 0 caso dos
vegetais, j& que tratamentos térmicos sdo contcailds na manutencdo do frescor desejavel
(LABUZA, 1996).

Estes compostos podem ser aplicados para uso ealagabs. A escolha do agente ideal
deve considerar: tipo de alimento, método de peareento, armazenamento, micro-organismo
envolvido, niveis toxicos (JAY, 1992) e a legisiagsobre a lista positiva de aditivos para

materiais poliméricos em contato com alimento (BRA3008).

Para produtos de origem vegetal, ha poucos congpditponiveis eficazes (SANTOS et
al., 2009) que podem ser aplicados para o contiolescurecimento enzimatico e seguranga
microbioldgica (FAN et al., 2009). Segundo Silvakt(2009); Fernandes et al. (2010) e Santos et
al. (2010), no caso déMP, ainda ndo ha legislacdo especifica no Brasabestcendo os tipos de

inibidores de escurecimento permitidos e os lindesaplicacao.
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3.5.1 Agentes sulfitantes

Os sulfitos sédo aditivos alimentares multifunciesngue previnem reacfes indesejaveis
(JUNQUEIRA et al., 2009), pois sao utilizados paraonservacao dos alimentos com eficiéncia
para prevenir diversas reacdes, como 0 crescimbatberiano, reacdes enzimaticas e nédo
enziméaticas, controlando alteracdes indesejavess atimentos e mantendo sua qualidade (LI,
ZHAO, 2006). Esses aditivos liberam o gas didxidoedxofre (S@ ao entrar em contato com a
umidade do proéprio alimento (SARANTOPOULOS; MORAERS09).

Apresentam aplicagbes importantes, como agentesniambianos, atuando como
inibidores das enzimas desidrogenases bacteriahagyistaticas; branqueadores e antioxidantes,
para prevenir a oxidacao (sequestradores de origéagentes redutores), inibindo varias enzimas,
incluindo as proteases, oxidases e peroxidases EDUE86; WEDZICHA, 1992; BILLAUD et
al., 2003). Assim, sdo compostos com propriedadeéssaurecimento e antimicrobiana (EISSA et
al., 2006; LU et al., 2007).

O SQ preserva a textura, o odor, o contetdo de vitasnéna cor dos alimentos, tornando-
0s atrativos ao consumidor. Devido a estas muttifilscdes, o tratamento com este aditivo €
amplamente utilizado na industria de alimentos (IMFAR; MCEVILY, 1992). Os sulfitos séo
usados em varios produtos: como conservantes das feecas, frutas e legumes frescos, sucos,
bebidas fermentadas, licores, bebidas carbonatadagrodutos carneos como salsichas, peixes,
linguicas, dentre varios alimentos (WEDZICHA, 1982)POLIM, 2009).

Os sulfitos s&o utilizados como inibidores de infaseenzimas (ARTES et al., 2007),
incluindo aPPQ. A atividade enzimatica é alta em alimentos quepsiticularmente sensiveis ao
escurecimento oxidativo, como batatas, macas, celpsmbananas, péssegos, sucos de frutas e
vinhos. Sulfitos podem inibir diretamente a enzimoatambém interagir com os intermediarios da
reacdo de escurecimento, impedindo sua participagdoreacdes que levam a formacédo de
pigmentos escuros (TAYLOR, 1993; WARNER et al., ZOBILLAUD et al., 2003).

De acordo com Oetterer (2006), o sulfito € um dhabipor exceléncia da atividade RO
de forma direta e irreversivel, onde a inativagd@mreatica ocorre por meio da reacao do sulfito

com o grupo Cif da enzima, cujo mecanismo é desconhecido, e pat#o irreversivel com o
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substrato, por meio da complexagcdo com a quindoguéando subsequentemente a reacéo de
polimerizacao, evitando a formacgao de pigmentosresqFigura 3).

Figura 3 - Mecanismo de acdo do sulfito, bloqueaadeacdo de polimerizagdo através da
formacao das sulfoquininas.
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Fonte: Oetterer (2006).

Diversos trabalhos de utilizacdo de ;Sforam realizados desde 1954, quando Joslyn e
Braverman aplicaram S@m produtos como macé e batatas, palmito, abacai@nga como um
bom meio para o controle do escurecimento enzimaicomparacao do efeito do calor, do,®0O
do acido ascorbico, para controlar o escurecimemtématico de frutas e hortalicas também foram
estudadas e os resultados mostraram gque 0f@® mais eficiente para a péra (NOGUEIRA,
1989). Sao utilizados também nos sistemas absae®die oxigénio, a base de antioxidantes,

sendo prontamente ativados pela alta umidade estamopa (NOGUEIRA, 2005).

Sarantopoulos e Moraes (2009) citarsachesde metabissulfito de sodio que, quando em
contato com a umidade do alimento, ocasionam aalid® de S¢ eficiente na inativacado de
bactérias e fungos indesejaveis em uvas, presemasgor até 140 dias. Da mesma forma como
Ahvenainen (2003), indicou a aplicacdo de sachessamide S@ para controle de bolores em
frutas, quando incorporado em material poroso. YWamM@004) cita o SOcomo um fungicida,

importante agente antimicrobiano.

Autores relatam pesquisas com agentes antiescuetmnmaplicados em vegetais. Em
macas, metabissulfito de sodio, resorcinol, acgmibico, cisteina foram testados (EISSA et al.,
2006); bissulfito de sodio e L-cisteina em macasiVEIRA et al., 2008); acido ascorbico/citrico
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e metabissulfito de sodio, aplicados em batataBlQUUEIRA et al., 2009). Carneiro et al. (2003)
estudaram diferentes inibidores de enzimas oxidstem fatias de guariroba imersas em solucdes
de acidos e bissulfito de sodio nas concentracéds] 0,8 e 1,0% (p/v), por intervalos de 10, 15
e 20 minutos. Rosa e Abreu (2002) citaram a afdiwale metabissulfito de sodio para evitar o

escurecimento de agua de coco.

Os sulfitos demonstram eficacia no controle do restmento resultante de reacdes
enzimaticas, e também para o escurecimento denong® enzimatica, como foi verificado em
batatas e frutas desidratadas (ENDO et al., 2006).

Em principio, se pode pensar em sua incorporacasiss&ma de envase para conservar
melhor as propriedades sensoriais dos produtos AREZ, 2006). A Tabela 1 ilustra os sulfitos

utilizados como aditivos alimentares permitidosapegislacéo brasileira.

Tabela 1 - Férmulas quimicas, rendimento tedric&Oge respectivos niumeros de identificacdo

internacional dos agentes sulfitantes.

Substancia Férmula Quimica Rendimento INS — Sistema
tedrico Internacional de
(SO, - %) Numeracao

Dioxido de enxofre SO 100 220
Metabissulfito de sddio N&,05 67,4 223
Metabissulfito de potassio 28,05 57,6 224
Sulfito de calcio CaS§PH,0 64,0 226
Bisulfito de potassio KHSO 53,3 228
Bissulfito de sédio NaHSO 62,6 222

Fonte: Wedzicha (1992); Luck e Jager (1997); Al@@0(); Brasil (2005); Eissa et al. (2006);
Machado et al. (2006); Lu et al. (2007);.

Os agentes sulfitantes sdo quimicamente equivaleapés a incorporacdo no alimento,
uma vez que sao convertidos as mesmas espécieas@u ndo-ibnicas em um determinado pH,
forca idnica, concentracdo nédo-eletrolitica e tawipea, conforme a dissociacdo MBSK em
meio aquoso (WEDZICHA, 1992; LECLERCQ et al., 20(@gura 4).

As reacdes quimicas originarias quando o sulfiaaiéionado as frutas e outros alimentos

sdo complexas, sendo convertido principalmente @m bissulfito (TAYLOR, 1993). O ion
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bissulfito é a espécie predominante em alimentesaguesentam pH entre 3 e 7, enquanto que em
valores de pH menores do que 3 e maiores do qaal@svio do equilibrio é direcionado para a

formacao de S©molecular e ion sulfito, respectivamente (WARNERIe 2000).

Figura 4 - Esquema da dissociacadi®SKem meio aquoso

K2S0s5 + HoO — 2K + 2(HSOY) (fon bissulfito)
HSO +H* —» H,O+ SO, (SO, molecular gasoso)
HSO +H,0 — H + SO (jon sulfito)

Fonte: Simon (1996).

A reatividade dos sulfitos em alimentos deve-seelasado potencial nucleofilico do ion
bissulfito (WEDZICHA, 1992). O SPmolecular como um gas ou molécula simples, é aaunic
forma que pode atravessar as paredes celularesetturas e bactérias. Quando comparado ao ion
bissulfito, possui acdo antimicrobiana 500 vezess rativa contra leveduras e 1000 vezes contra
bactériafUSSEGLIO-TOMASSET, 1992).

Com relacdo a inibicdo enzimatica, a forma de a@f&Q ainda ndo € completamente
elucidada. Alguns autores sugerem que ocorre uiigdim competitiva do sulfito sobre a enzima,
por se ligar a um grupo sulfidril em um sitio atdd@ enzima (BILLAUD et al., 2003), sendo mais
provavel que mecanismos mdultiplos atuem em conjuntgque poderia explicar as diferencas
observadas entre os varios casos registrados dibiidade a esses compostos, o que inibe
irreversivelmente PO (TAYLOR, 1993).

Outro potencial de aplicacdo do S€sta associado a seguranca alimentar em prodetos d
maca devido a necessidade de reduzir os niveisatldina, uma micotoxina produzida pelos
génerosPenicillium Byssochlamys, Paelomyces e Aspergijus causa danos a saude humana
(PADUA et al., 2005). Dentre os métodos para redugds fungos causadores desta toxina,
destaca-se este aditivo (BISSESSUR; PERMAUL; ODHARVU01). Podgorska (1992) avaliou o
efeito de varios conservantes utilizados industéaite em produtos derivados de frutas,
adicionando os mesmos em meios de cultura ondeaul. expansumObservou-se que o0 $0O
teve o maior efeito inibitério no crescimento dado e na producdo de patulina. Semelhante

resultado ja havia sido observado por Harrison§1L98



38

Os sulfitos sé@o citados como absorvedores de oxig§ue pode ser prontamente ativado
em sistemas com altas taxas de umidade e de tdmmperapds o preenchimento e selagem da
embalagem, tendo também estabilidade térmica sofeipara passar, sem modificaces, atraves

dos processamentos de termoplasticos (NOGUEIRA3)200

Os sulfitos, provavelmente, considerados os masgves e os mais econdmicos agentes
antiescurecimento, estdo sujeitos a restricdesddexaos efeitos adversos que podem causar a
saude, como alergias (SIMON, 1996; WARNER et @00 SON; MOON; LEE, 2001) e ao
produto, como perda de textura, desenvolvimenteat®r desagradavel e perda de vitamina B1
(Tiamina) (SIMON, 1996; ROUX et al., 2003; JUNQURIRt al., 2009), sendo restrito seu uso
pelo FDA Food and Drug Administration(AHVENAINEN, 1996; EISSA et al., 2006). Os
sulfitos também provocam a corroséo de equipamdRIDELI et al., 2005; JUNQUEIRA et al.,
2009). O Brasil, como outros paises segue as reutagées internacionais na utilizacdo segura de
aditivos. Segundorhe Joint Expert Committee on Food Additiy@&CFA), a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) food and Agriculture OrganizatioFAO), a ingestao diaria maxima
recomendada é de 0,7 mg de,%@"* de peso corpéreo (MARSHALL; KIM; WEI, 2000).

Em relacdo a sensibilidade aos sulfitos, diverssisides apontam seu efeito sobre
individuos alérgicos e muitos paises estabelecmitel rigorosos sobre a quantidade residual de
sulfitos em diferentes tipos de alimentos (LI; ZHAZDO6). E importante considerar os seguintes
aspectos (POPOLIM, 2004): a) as reacdes dependerivelode sulfitos residuais no alimento, da
sensibilidade do individuo e do tipo de alimenfon@io ha evidéncias de que evitar o consumo de
todas as fontes de sulfitos melhora os sintomassd®; c) a exposi¢cao de individuos que nao sao
sensiveis aos sulfitos representa um risco muitugreo a essas pessoas; d) os sulfitos ndo sao
desnaturados pela cocc¢éo; e) os sulfitos sdo aitameativos na presenca de proteinas, amido e
acucares. Os sulfitos ndo séo eliminados pelo psocge lavagem dos alimentos.

De acordo com a legislacéo brasileira (BRASIL, 20055Q e seus sais sao empregados
a alguns alimentos com limites residuais, conforlastrado na Tabela 2. De acordo com a
ANVISA (BRASIL, 2008b), oCodex Alimentariugm 2006, através do documento CAC/STAN
192-1995, Revisao 7, aprovou o uso de metabissybiiira a categoria de alimento 04.1.1.2:
tratamento de superficie de frutas frescas, coritelimaximo de 30 mg.kg(como S@ residual)

No caso de sua aplicacdo em embalagens ativagodéoacom a lista positiva de aditivos para



39

matérias poliméricos (BRASIL, 2008), o limite méximde migracdo do sulfito em $@ara o
alimentos é de 10 mg.Kg

Tabela 2 - Alimentos em que os agentes sulfitaptetem ser adicionados com a funcdo de

conservadores e seus respectivos limites maximos.

Alimentos Limite maximo
(% SQ residual)
Batata descascada cozida 0,01
Frutas desidratadas 0,01
Legumes e verduras desidratadas 0,02
Polpas de vegetais 0,03
Puré de vegetais 0,06

Fonte: Abia (2001); Brasil (2005).

3.5.2 Migracédo do agente da embalagem para o alinten

A migracao dos agentes para o alimento € um elenemsencial para a efetiva inibicdo do
crescimento de micro-organismos na superficie doduybos alimentares. Enquanto a concentracao
do agente € mantida na concentragdo minima inidi{@MI) sobre a superficie do alimento, o
sistema ativo deve apresentar atividade efetivdP@AKUL, 2003).

O sistema de liberacdo permite a migracdo do agsalgto ou gas) para o alimento ou do
headspaceda embalagem, sendo, portanto, a transferéncianaterial da embalagem para o
alimento. Considerando que um agente gasoso podgraeem qualquer espaco, um agente do

soluto ndo pode migrar entre os alimentos e o mhtlx embalagem (MISTRY, 2006).

Além disso, a cinética de liberacdo deve ser mdgepara controlar a atividade enzimatica
ou microbiana e manter a concentracdo do agenteata concentracao critica inibitoria (HAN,
2000). Um agente incorporado ao material de embalggpde migrar para os alimentos através da
difuséo e particionamento (MISTRY, 2006).

A distribuicdo equilibrada de uma substancia entespaco livre, materiais de embalagem

e os alimentos devem ser considerados como parteigal do mecanismo de migracdo para
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estimar a distribuicdo da substancia (HAN, 2003n &mparagcdo com uma substancia nao-
volatil, que sé pode migrar através da area deatmrégntre a embalagem e o alimento, uma
substancia volatil pode migrar atravées do espagm lentre a embalagem e os alimentos
(MISTRY, 2006). O controle das taxas de liberac@oneigracdo do agente das embalagens para o

produto sdo muito importantes para avaliar a ef@a&do processo (LACOSTE et al., 2005).

3.6 PROCESSOS DE ENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS

Entre as novas tecnologias de interesse para setitnadas na producdo industrial, o
encapsulamento encontra-se em rapida expansaogreomes potenciais de aplicacdes em areas
como a farmacéutica (JAFARI et al., 2008; EZHILARAS al., 2012), de aromas e sabores,
quimica, agricola, dentre outras, onde houve nanalltdécada um grande progresso no
desenvolvimento de encapsulados (OZORIO, 2007)idka@ncapsulacido é amplamente utilizada
para liberagcdo controlada de medicamentos, vaomampostos bioativos (FELT; BURI;
GURNY, 1998). Destaca-se por permitir um controlgfissicado de certas propriedades,

especificamente nas superficies e interfaces deriaiat(HENCH; WEST, 1990).

O encapsulamento é um processo de empacotamemogpel particulas pequenas de
materiais de ndcleo sdo embaladas dentro de umriahatie parede dessas particulas com
propriedades especificas (compostos de sabor, ptgsjeacidulantes, nutrientes, enzimas,
conservantes). O material encapsulado é denomihadecheio ou nucleo, e o material que forma
a capsula, encapsulante, cobertura ou parede (GHBEB®f, 1999). Pode ser definida como um
procedimento no qual se recobre uma substanciateileesse por um material que a isole total ou
parcialmente do ambiente (RE, 1998).

Além da funcdo de protecdo, outras vantagens pa#nassociadas a encapsulacao de
substancias, como: reduzir interacdes do nucleofatones ambientais retardando alteracdes que
podem resultar em perda de aroma, sofrer alterdedmr ou perda do valor nutricional; separar
componentes reativos ou incompativeis; reduzixa tie migracdo do material do nucleo para o
ambiente externo (por exemplo, por evaporacaogquaito rapida no caso de compostos de sabor
nao encapsulados); mascarar compostos indese@wais sabor, odor e pH; promover melhor

solubilidade do nucleo e melhor incorporacdo ertersias secos (DEPYPERE, 2003; OZORIO,
2007).
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As embalagens ativas permitem desenvolver ou nalhpropriedades dos materiais,
assegurando melhor protecéao dos alimentos comtitagmicrobioldgicos, mecanicos, térmicos ou
quimicos, além de aumentar a vida de prateleir&olze um processo complexo que permite
incorporar a um material ativo, novas propriedanteso a liberacdo ou atuagédo controlada em um
meio especifico ou, sob condicbes apropriadasamboim mais eficaz o produto final do qual esse
material faz parte (RE, 2000). Alguns dos usosnui4és incluem a modificacdo de caracteristicas
de permeabilidade em filmes, aumento das propresied barreira, melhoria das propriedades de
resisténcia mecanica e térmica, acado antimicrobiar@acadores para rastreabilidade e uso de

nanocompostos para deteccdo de patdogenos e coatdesiEL AMIN, 2005).

Além disso, permitir que a liberacdo do materiahdoleo ocorra lentamente com o tempo,
ou a partir da ocorréncia de certo evento. Esseettiné denominado de liberacdo controlada,
podendo, portanto, referir-se ao controle do indizidiberacdo ou da taxa de liberacdo, que ajuda a
evitar a utilizacdo inefetiva e a perda de commostarante o processamento. A liberagcao
controlada de conservantes encapsulados melhoefisiéncia, reduzindo o teor requerido desses
aditivos. O material de parede é usado para calairforma a capsula, reter o recheio e permitir a
sua liberacdo quando desejado (MONCADA, 200/teriais hidrossoluveis podem também ser
encapsulados. Entretanto, ao invés da existénciangdenicleo e uma cobertura claramente
definidos, o produto consiste de uma matriz homegéio polimero envolvendo particulas do
nucleo (DZIEZAK, 1988).

A escolha do método de encapsulagédo para uma ggiaspecifica depende de uma série
de fatores, como: tamanho de particulas requepidgriedades fisicas e quimicas do nucleo e da
parede, aplicacdo do produto final, mecanismosjalds®e de liberacdo, escala de producao e custo
(RE, 1998; AZEREDO, 2005). O material a ser endagsu pode ser o alimento ou uma
determinada classe de compostos (ingredientes itivoadi embora esta Ultima aplicacdo seja
mais frequente (PIRES, 2010). O encapsulamento addosa organicos utilizados como
conservantes em panificacdo, como o acido sorl@eda uma queda prematura do pH, que
poderia comprometer o crescimento das levedurdihetacdo desses acidos, por outro lado, é
requerida durante a estocagem, quando sua acam aprirescimento de fungos é necessaria
(AZEREDO, 2005). As caracteristicas funcionais dapsulas produzidas dependem além do
material de parede escolhido, das caracteristicanalerial de recheio, do método empregado na

producado e do meio onde seréo utilizadas (PIRER))20
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Apesar da grande variedade de estudos na areadtqs farmacéuticos e cosméticos, o
encapsulamento tem encontrado, até o momentojveetante pouco espaco na industria de
alimentos. Uma das razdes é o fator custo. No emtdeve-se considerar que muitos compostos
de grande impacto/mercadoldgico na industria deealtos, sdo altamente degradaveis, perdendo
suas propriedades de interesse e, consequentensenteyalor de mercado. Com base nos
resultados de inumeros trabalhos, indicando quécascas de encapsulacdo podem proteger esses
compostos, aumentando sua estabilidade, pode1smiassalto potencial para expandir mercados
de produtos de alto valor agregado (AZEREDO, 2005).

3.6.1 Método sol-gel

Diferentes tipos de materiais podem ser usados cemportes para 0S processos de
encapsulacao (SEVERN et al., 2005). O sucessomdeaisim determinado material € dependente
de um conjanto de propriedades texturais (arraspaaal dos poros, area especifica e diametro
dos poros). Além de interacdo entre o suporte enaptexo imobilizado (NOVOKSHONOVA,
2005). Polimeros diversos como polissacarideosylossl, lipideos, proteinas e materiais
inorganicos (silicatos, argilas etc.) apresentamcaaacteristicas supracitadas e sdo muito utilgado
na encapsulacao de compostos (AZEREDO, 2005; PIRESD).

Dentre os materiais usados esta a silica amorfapoessa que faz parte de uma classe de
substéancias inorganicas mais utilizadas como seigieruma variedade de sistemas com aplicacéo
em diversas areas que além de produzir um catafisstequado, permite um controle sobre a
morfologia da particula durante a sintese (SEVERMN5). A silica € um material utilizado em
diferentes aplicacdes por modificacdes de superffc modificacdo da superficie da silica pode
ser conseguida por um certo numero de métodogjodeita a escolha do método mais adequado,
dependendo da solubilidade do material do nacle@pdstituinte da casca; do tamanho de capsula
desejado; da espessura e da permeabilidade ideatmédrana, bem como da taxa e forma ideais
de liberacéo (RE, 2000).

Um dos métodos mais importantes € a técnicsotigel (PODBIELSKA; ULATOWSKA-
JARZA, 2005), que na ultima década tem sido mugado na preparacdo de novos materiais
hibridos (ESTEVES et al.,, 2004). Envolve a formad&uma rede polimérica inorganica por
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reacOes de geleificagdo (BENVENUTTI et al., 20@9¢m da possibilidade de obter componentes
organicos e inorganicos altamente dispersos, odoépresenta grande versatilidade, condigbes
brandas de reacdo, especialmente baixas temperatpeamitindo inserir a matriz solida
biomoléculas como enzimas, proteinas e anticorpd€KELBICK, 2008). Além disso, os
nanocompoésitos obtidos sdo, de forma geral, muitogpe homogéneos (ESTEVES et al., 2004).
Além disso, promove maior controle do processmrelinacao de varias propriedades desejaveis
(HENCH; WEST, 1990CAPELETTI et al., 2011).

O termo sol é usado para definir qualquer disped&iparticulas de dimensdes coloidais
em um liquido (HARRIS, 2001). O termo gel podessto como sendo um sistema formado por
uma rede rigida porosa de particulas coloidais fggeiiculado) ou, cadeias poliméricas, que se
encontram imersas em um liquido independente (VQGHIO2). As reacdes quimicas que
ocorrem durante a formacgéo do sol e do gel inflia@nca composicdo e as propriedades do
produto final (BRINKER; SCHERER, 1990; CAPELETTDID).

A técnica sol-gel permite a preparacdo de matec@is diversos componentes e em alguns
casos, de materiais impossiveis de serem prepapad@socessos convencionais, sem necessidade
do processo de fusdo (BAE; CHAN; Yi, 2000). Uma dastagens principais de processamento
sol-gel é a possibilidade de sintetizar materiais hibridaganico-inorganicos (PODBIELSKA,
ULATOWSKA-JARZA, 2005). Os hibridos que apresentzemo componente inorganico a silica,
sdo os mais importantes estudados e aplicados lagaamente, especialmente pelo maior
controle durante o processo de geleificacdo, j& gpeesentam lenta cinética de reacao
(BENVENUTTI, 2009).

O método sol-gel apresenta basicamente as etapas de geleificafd@ppacao,
envelhecimento e secagem. O processo de sintebassé na hidrolise de TEOS em meio
alcodlico catalisado por acido ou base. Na etapgetkificacdo, sob condi¢cdes béasicas, a agua
dissocia-se para produzir grupos hidroxilas,” @ uma etapa rapida, e em seguida esses anions
atacam o atomo de silicio, substituindo os grupoéxalos (OR). Uma vez que um dos grupos
alcéxidos é hidrolisado, os outros também séo feansacédo do Si(OH) Apés esta reacdo ocorre
a condensacdo do Si(OHYesultando na formagédo de particulas esféricasilida $HENCH,;
WEST, 1990; BRAMBILLA et al., 2007; BENVENUTTI et.a2009) (Figura 5).



44

Figura 5 - Etapas do processo de sintese de reatapsulada em silica

Etapa 1:
Si(OR) + 4H,O0 —» Si(OH)+ 4ROH

Etapa 2:
nSi(OH) —» nSiQ + 2H,0

Fonte: Benvenutti et al. (2009)

A etapa de envelhecimento do gel pode ser defood#o sendo o tempo estabelecido entre
o ponto de geleificacdo e a remocao do solventetapa de secagem consiste na remocao do
liquido entre o gel, através da evaporacdo do stdvgue pode ocorrer a temperatura ambiente
(xerogéis) ou em condi¢cOes supercriticas de teryyara pressao (aerogéis) (BENVENUTTI et
al., 2009).

A estrutura, textura e morfologia dos xerogéis dkcas hibridos sdo fortemente
influenciadas pelas condi¢des de sintese, tais gdeteor de agua e as concentracdes de reagente
(PODBIELSKA; ULATOWSKA-JARZA, 2005). Um grande numewe de organoalcoxisilanos
tendo diferentes grupos funcionais organicos fonéitizados para a sintese de hibridos de silicas,
entre eles, n-aminopropiltrietoxissilano (APTESgpresentado quimicamente por [Si-(QgH
NH,], abreviado por (Si-Nb, que tem sido largamente utilizado para a malifio de silica e

tem encontrado muitas aplica¢cdes na industria (BBAMA et al., 2011).

No caso da aplicacdo ddBSK a sensibilidade ao calor e a insolubilidade ehiestes
apolares restringe a aplicacdo destas substamags vista que metodologias de processamento
exigem, muitas vezes, condicbes ndo brandas depulagiio desses materiais. Assim, a
encapsulacdo em uma matriz resistente como a gitida conferir estabilidade aos compostos,
sem comprometer a estrutura e atividade do maté&iaintese dessas silicas hibridas permite
ainda obter matrizes com superficie de polaridadetrglada e de caracteristicas texturais
(porosidade) e morfolégicas (tamanho e forma doo/géiticula), efetivas no controle
antimicrobiano (ARORA, 2010).

No caso de sulfitos, a técnica da encapsulacaoiteeraauzir reacdes com outros nutrientes,

quando eles sé@o usados para prevenir a degradag@getais e também controlar mecanismos de
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liberacdo de S© O sucesso para 0 processo de preparacdo esia@matio principalmente com o
grau de encapsulamento e o material do nucleo (@N&., 2011).

3.7 LEGISLACAO PARA EMBALAGENS ATIVAS

O uso de substancias autorizadas para contato bom@ntos e o uso de aditivos de grau
alimenticio, € uma importante alternativa as pesguém embalagens ativas (YAMADA, 2004). O
agente ativo deve ser classificado como aditivoed®alagem, substancia de contato com

alimentos ou como ingrediente alimentar (HAN, 2003)

No periodo de 1999 a 2001, foi realizado, na Ui@ioopéia, o projeto “Actipak”, com a
finalidade de avaliar a seguranca, efetividade,atctgp econdmico-ambiental e aceitacdo pelo
consumidor de embalagens ativas e inteligentesRHXbject PL 98-4170. Obteve-se como
resultado o Regulamento CE 1935/2004 do ParlamEntopeu, que permite a utilizacdo de
embalagens ativas, admite a migracdo de substadeiammbalagens e regulamenta o registro
destas substancias, indicando ainda uma rotulagspaciica. Todos 0s novos sistemas de

embalagens ativas e inteligentes necessitam a&alde; autoridade européia (JONG et al., 2005).

De acordo com Suppakul et al. (2003b), diversastanbias receberam autorizacdo do FDA
(Food and Drug Administratignpara uso em embalagens ativas em contato conerdts Na
Comunidade Européia, até 2004, a Diretiva 89/10€/Hitie trata da legislacdo de embalagens de
alimentos, estabelecia o limite de 60 mg.kig substancias de embalagens totais migrada®para
alimento. Isto era impeditivo para embalagens afijéa que a finalidade das mesmas é liberar a

substancia adicionada ao material de embalagemEEABet al., 2005).

Até 2008, a legislacdo brasileira ndo se pronuacieem relacdo as embalagens ativas,
devendo a producéo deste material ser considesad@mnente com a lista de aditivos aprovados
para uso em alimentos, a legislacdo de materiasnd®mlagens, e a migragcdo de substancias e
possiveis contaminantes. Apos debates conduzidoseguecialistas em embalagens ativas e
seguranca alimentar, a AnvigAgéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) publicao diario
Oficial da Unido (DOU), RDC 17 de 17 de marco d®&0a lista positiva de aditivos para
materiais poliméricos destinadas a elaboracdo dmalagens e equipamentos em contato com

alimentos, bem como os limites maximos para cadaidiade, incluindo o bissulfito, considerando
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10mg/kg em S@a quantidade maxima de migracdo da embalagemapalimento (BRASIL,
2008).

A migracdo de compostos da embalagem pode compgonaetresisténcia quimica e
mecéanica do material e também acarretar conse@etwiicoldgicas ao consumidor. Os ensaios
de migracdo podem ser realizados utilizando-se a@prigr alimento ou entdo simulantes
alimenticios, devido a complexidade destes. Porénersaios regulamentados podem nao ser
adequados para avaliar a forma real como as endmagem sendo utilizadas no contato com
alimentos, principalmente para uso doméstico, g ajumesma pode ser ideal para um produto e
ndo ser adequada para outro (MELO, 2007). A défonide legislacdo pertinente as embalagens
ativas e inteligentes € importante para regulamemtaso destas tecnologias, bem como para

informar ao consumidor sobre sua aplicacdo se@OARES, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS GERAIS

Nesse capitulo sdo apresentados aspectos do plk@mégados experimentos, 0s materiais e
meétodos analiticos que foram utilizados, o procedsofabricacdo dos filmes incluindo as
descri¢cdes dos procedimentos empregados para@agab e caracteriza¢do analitica dos filmes,
bem como os testes utilizados para medida de efici&@a inativagdo enzimatica e antimicrobiana
atraves do desenvolvimento de embalagens ativasadas a macad minimamente processada sob

trés linhas de estudo.

A primeira delas avaliou a ag¢do do adit\MdBSK sobre macas, quanto as suas
potencialidades: antimicrobiana e antiescurecimdddseando-se nos resultados obtidos, realizou-
se a aplicacdo na segunda linha de estudo, focagaotesso de encapsulacdo MBSK em
diferentes ligantes e avaliacdo das propriedad@siarobianas. Em seguida, a caracterizagao e a
incorporacgao do aditivo misté\M) (MKE - encapsulado MK - puro) de melhor desempenho, em
filmes de PVC, em diferentes concentragfes, atrdeéprocesso de extrusdudustrial, onde
foram avaliadas diferentes propriedades do filnma paobtencéo de diferentes respostas para as

principais caracteristicas de qualidade de interesste estudo.

Com a obtencéo do filme, foi possivel a pesquisdérdela terceira linha, focada na aplicagéo
do filme ativo sobre o¥MP, para a avaliacdo do processo de migracdo doe@ntpara a
superficie dos vegetais e a caracterizacdo do adampento desta reacdo quanto a inibicdo do
escurecimento enzimatico, inibicdo do crescimeniohiano e outros parametros de qualidade
avaliados ao longo do tempo em diferentes tempastas condicbes de estocagem. A Figura 6

ilustra as trés linhas de estudo conduzidas netialho.
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Figura 6 - Fluxograma esquematico da abordagenstad@da aplicacdo de embalagem contendo

agente ativo em macas minimamente processadas.
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4.2. ESCOLHA DO ADITIVO ANTIOXIDANTE/ANTIMICROBIANO

O aditivo a base de enxofre foi adquirido comenc@ite, considerando as questdes legais
que norteiam o uso de aditivos em alimentos, peranbrgdo FDA - USAKood and Drug
Administratior), aceito perante a lista positiva de aditivos pagteriais poliméricos destinados a
elaboracdo de embalagens em contato com alimeatdSN¥/ISA (BRASIL, 2008). O agente
sulfitante (MBSK) utilizado (Sigma—Aldrich) apresaras seguintes especificacdes: aparéncia: po
branco cristalino; pureza: 98%massa molecular: 222,32 mol; estabilidade térmi@0 °C;
solubilidade em agua: 40 a 57%, de acordo com pdsatura.
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4.3 DETALHAMENTO DAS METAS PROPOSTAS

4.3.1 Deteccdo da atividade antimicrobianramétodo de difusdo em disco

Com o foco na producdo de filmes antimicrobianos pgcondicionamento de vegetais
minimamente processados, foram eleitos micro-osgamé com potencial de desenvolvimento
para esses alimentos, sendo quatro espécies Giitivg) a sabefStaphylococcus auredsTCC
25923,Bacillus cereusATCC 11778,Listeria monocitogeneATCC 19117 Micrococcus luteus
CCCD MO002, quatro Gram-negativaf®>seudomonas aeruginosATCC 27853, Yersinia
enterocolitica ATCC 9610, Escherichia coliATCC 25992 eSalmonella TiphymuriunATCC
14028, bem como duas espécies de fungasdida utilisATCC 9950 eAspergillus nigelATCC
16404, adquiridas da Fundacao Osvaldo Cruz (FipcRia de Janeiro.

a) Ativacao das cepas

As cepas foram mantidas a -20 °C e, durante ososnsapicadas a cada 15 dias para
tubos contendo agar triptose de soja (TSA) mantidog4 °C. As culturas em TSA foram
posteriormente repicadas para agar sangue e inesilba8b °C por 12-18 h, a fim de se verificar a
morfologia das col6nias e a pureza da cultura. rpdestas placas, tomou-se de 3 a 5 colonias
isoladas e transferiu-se para caldo triptose de (3$B), incubado a 35 °C por 2 a 6 horas, a fim

de obter-se uma cultura em crescimento ativo.
b) Preparacéo do in6culo

O indculo foi preparado a partir da cultura atieacdda espécie, diluida em solucéo salina
0,9 g.100 ml* a uma concentracdo de aproximadamenfeURC.mL*, comparavel a solucéo
padrdo de McFarland 0,5, verificada espectrofotdo@hente a 625 nm, denominando-se de
suspensao bacteriana.

c) Inoculagéo e incubac&o dos micro-organismos

A suspensdo contendo a cultura ja preparada ealierh 160 UFC.mL* foi utilizada para

inocular placas de petri contendo agar Mueller-bfifOxoid-USA), utilizando-sewabestéril por
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estriamento. O agente ativo foi testado quantavédatie antimicrobiana através do método de
disco-difusdo (NCCLS, 2003), com adaptacgdes. Faplnados 25 pL da solugéo teste contendo
300 mg.kg' deMBSKem discos de papel filtro Whatmann 3, estérei8 den de diametro e 250
g.m? de gramatura. Os discos foram depositados solptaeas inoculadas que foram incubadas a
36 °C por 18-24 horas. Antibiéticos comerciais: aifipa (10 pg.discé) e cloranfenicol (30
ug.discé’) foram usados como controle positivo. Apés o mkride incubacéo, foi realizada a
avaliacdo do efeito inibitério. Havendo a formagioum halo de inibicdo, considera-se o efeito
antimicrobiano do aditivo, conforme normas NCCL®02). As analises foram realizadas em

triplicata.

4.3.2 Estudo do Potencial dVIBSK na inibicdo da atividade da enzima de escurecimenmt
(Polifenoloxidase PPO)

O aditivo MBSK foi testado sobre macas minimamente processadasapaliar ao longo
do tempo de reacdo da superficie exposta, o esniem@io do vegetal. Este estudo foi realizado
segundo metodologia descrita por Nogueira (1989ih&es (2004), com adaptacdes. Uma massa
de aproximadamente 40 g da superficie das macasiamrente processadas foi triturada com 120
mL de tampéao fosfato 0,2 M, pH 6,0 (zero a 4 °Chohogeneizado foi centrifugado por 30 min a
1500 rpm. O sobrenadante resultante foi utilizadoapavaliar a reacdo enzimatica (extrato
enzimético), sendo mantido em banho de gelo.

Em uma aliquota de 1 mL de extrato enzimatico datianado 5 mL de tampéao fosfato pH
6,0 (0,2 M) e 3 mL de catecol (0,1 M), previameaeecidos a 30 °C e mantidos em banho-maria.
Imediatamente, efetuaram-se as leituras de absmabart25 nm, em espectrofotdmetro (UV/VIS
1240 Shimadzu) durante 8 minutos de reacado, ngso®ezero, 1, 2, 4 e 8 minutos, para avaliar o
escurecimento enzimatico nos tratamentos estudadndp este extrato enzimatico considerado o

controle positivo.

O mesmo procedimento foi realizado para a amostreasgtudo, onde, neste casMBSK
foi adicionado ao extrato. A quantidadeMBSKna ordem de 0,03% (p/p) de $©orrespondeu a
0,1042 g.100mt de extrato, calculados pela estequiometria daicede dissociacdo do aditivo. O
percentual de 0,03% (p/p) do S€i definido com base no limite da legislacdo ppodpas de
vegetais (BRASIL, 2005), o mesmo utilizado por @od]2008) para metabissulfito de sodio.
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A atividade daPPO foi expressa em unidade enzimatica: U.mL.mifutdma unidade
equivale a uma variacao de 0,001 na absorbancimpaoto por mL de amostra. Para o calculo de

atividade, utilizou-se a equacéao proposta por Abrearia (2007) (Equacéo 1).

Atividade (U-le) = (AFamostra— A'amostre) - (AFnranco— A‘orancc) / (01001 . t)

Equacao 1
Onde:

AFamostra a@bsorbancia final da amostra; .fdsra absorbancia inicial da amostra; s
absorbéancia final do controle epAhcs absorbancia inicial do controle e t é o tempaon@mutos.

A avaliacdo da inibicao da atividade foi calculadan base na medida indireta, que mostra
o percentual da queda da atividade, através dag@ias da absorbancia a 425 nm, de acordo com

a Equacao (2) utilizada por lyidogan e BayindirbQ2) e Luo et al. (2011).

% de |nlbl(;5.0 = AAb%ontrme - AAb%mostra*100/AAbS;ontr0|e
Equacao 2
Onde:

AADbs representa a diferenca do valor de absorbd&@mtr@ um tempo t (em minutos) e o tempo

inicial (t zero).

4.3.3 Obtencéao do aditivaViBSK encapsulado via métodsol-gel

O processo de encapsulamento do aditivo foi reddizeo laboratorio de Catalise Zigler-
Natta do Instituto de Quimica da Universidade Faldéo Rio Grande do Sul. A rota adotada é
apresentada na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema geral da sintese via encapsntarper processsol-gel
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O encapsulamento do aditivilK) foi realizado empregando-se o processibgel a partir
de tetraetoxisilano (TEOS, 99% Sigma-Aldrich, Biagiaminopropiltrietoxisilano (APTES, 98%
Merck, Brazil). As etapas envolvidas nesse procassoiram a solubilizacdo ddBSKem agua,
adicdo de compostos TEOS + APTES com reacdo a $ol8@gitacdo com auxilio de agitador
magnético para hidrolise e a condensacédo, na asdn um catalisador acido (HCI P.A. 0,2
mol.L™}, 38% Nuclear, Brazil). Ap6s a geleificacdo comgleteguiram-se as etapas de lavagem
com HO/etanol na proporcédo de 2:1 (v/v), secagem a 6ntagem e peneiramento a 400 mesh,
foram obtidos os aditivos encapsulados na matrizsifiea contendo a funcionalidade do
organossilano empregado. Foram sintetizados opsulealos em silica pura com o uso de ligante
organossilano aminopropil. Para a obtencdo de le qaditivo encapsulado foram utilizadas
proporgdes de: 2,61 mL de TEOS, 0,59 mL de APTE®,g0deMBSK 1,73 mL de HCI (0,2
mol.L') e 1,3 mL de KO, considerando a densidade e grau de purezaatgsntes.
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4.3.4 Caracterizacao do aditivo encapsulado

A caracterizacdo da distribuicdo dos elementosnigos foi realizada por microscopia
eletrbnica de varredura e espectroscopia de englig@ersiva de raios-X (MEV-EDX). A
degradacgédo térmica e a quantificacdo quimica fatatarminadas por andlise termogravimétrica
(TGA). O tamanho da particula e raio de giro pgreetroscopia de espalhamento de raios X a
baixos angulos (SAXS) e espectros de absorcdo dpasio na silica por espectroscopia de
reflectancia difusa no UV visivel (UV-DRS).

As analises de microscopia (MEV-EDX) foram real&s@ém um microscopio eletrénico
de varredura-espectrometro de energia dispersivaide X JEOL, modelo JSM 6060, operando
em 20 kiloeletrovolt (kV).

O comportamento térmico do aditivo foi estudado aatip das curvas de degradacédo
térmica, TGA/DTG, com a determinacdo da perda desena composi¢cado quimica do aditivo puro
e do encapsulado, nas seguintes condicdes: anibHBK): aproximadamente 10 mg, atmosfera:
nitrogénio (fluxo 50.00 mL.mif), taxa de aquecimento: 12 °C.fhie faixa de temperatura de
analise: 0 a 800 °C, em equipamento da marca Shimatbdelo TGA-5.

O tamanho e forma da particula do aditivo encapsuléoram analisados por
espectroscopia de espalhamento de raios X em bamngudos (SAXS) no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil). Amostrasgilica, do aditivo encapsulado em silica e
da silica mais o ligante aminopropil, foram acomtiadas perpendicularmente ao feixe de raios-
X, em uma célula selada de aco inox com 1 mm dessspa, usando um comprimento de onda de
1,488 nm. O feixe de raios X foi monocromatizado ypom monocromador de silicio e as medidas
foram realizadas a temperatura ambiente e um gaekenato de prata foi utilizado como padrao
de calibracdo para a distancia detector-amosirgliaacdo e a posi¢cdo do feixe direto. A andlise
dos dados foi efetuada utilizando-se a rotina IREMAplementada no software Igor Pro
(WaveMetrics, Portland, USA).

Os espectros de absor¢cédo (UV-DRS) do aditig MKE e do suporte (silica-Nf foram
obtidos pelo método de reflectancia em um espetéatetro Varian Cary 100 UV-vis com
acessorio de reflectancia difusa DRA-CA-301 acaplaa faixa de comprimento de onda de 200 a

600 nm, utilizando uma célula de quartzo.
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4.3.5 Avaliacéo do potencial antimicrobiano do adit¥o encapsulado

O aditivo MBSK encapsulado com a presenca dos diferentes ligéti2egatamentos) foi
testado para avaliar seu potencial antimicrobi&sta etapa seguiu 0os procedimentos ja citados em
4.3.1, porém 300 mg.Kylimite da legislacdo) d&BSK foi adicionado diretamente ao centro de
cada placa inoculada.

A zona de inibicdo formada € registrada como undécaigdo da inibicdo das espécies
microbianas. O diametro da zona de inibicdo foi ioheecem milimetros em quadruplicata. A
inibicdo foi considerada: fraca (10-13,9 mm), mader (14-18 mm) e forte (> 18 mm) de acordo
com Carovic-Stanko (2010). Nado sendo observadadgdim da zona de inibicdo, considerou-se
gue o aditivo encapsulado nédo apresentou efeitonianbbiano. Com este procedimento foi
possivel definir o aditivo encapsulado que apresenmelhor desempenho na avaliacédo
antimicrobiana (maior zona de inibicdo) e sua agho no estudo da cinética de crescimento

microbiano, para comparar o efeito dos aditivo® guencapsulado como antimicrobianos.

Para o estudo cinético, foram utilizadas cepasuttaras Gram (+5taphylococcus aureus
(ATCC 25292) e de cultura Gram (Epcherichia coli(ATCC 25922). As culturas puras foram
inicialmente incubadas em agar sangue, duranteot8sha 36 °C. O in6culo foi preparado
transferindo-se 4 a 6 col6nias para o caldo TS&te incubado durante 6 horas em estufa a 36 °C.
A suspensao foi avaliada em espectrofotometro ar685de modo a se obter uma turbidez

provocada por TLUFC.mL?, equivalente ao valor 0,5 da escala de McFarland.

Foram testados diferentes ensaios em triplicatendoMBSKpuro e encapsulado a 0,1 %
(p/p). Em tubos de ensaio contendo 9 mL de caldellgtuHinton foram acrescidos os aditivos,
sendo em seguida filtrados em membrana filtrantd5len para a obtencdo de um meio estéril,
quando entdo foram adicionados de 1000 pL do indpara a obtencdo de uma populacéo
microbiana de 10UFC.mL* (NCCLS, 2003). A seguir, 200 pL de cada tratameiotam
transferidos em cada orificio da microplaca de @6idades. O crescimento microbiano foi
avaliado pela leitura da densidade Optica a 620enmieitor de microplacas ELISA (Multikam
MS-Labsystem) (Biotek) a 37 °C por 24 h com lesuwaiecada hora sob agitacdo continua. A Figura
8 ilustra 0 esquema utilizado para o estudo daicanénicrobiana de micro-organismos utilizados
no teste.
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Figura 8 - Estudo da cinética microbigdtphylococcus aureSA) através da densidade Optica
por ELISA.
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Foram calculadas as velocidades especificas deiroesgo através de uma representacao
semilogaritmica da concentracdo celular em fungitethpo. Durante esta fase de crescimento,

obtém-se uma reta com coeficiente angular iggahax,conforme a Equacéao 3.

INX = InX0 + Pnay-t
Equacéo 3

Onde:
X = concentracdo celular UFC.ML
Xo = concentracao inicial UFC.miL
nmax=velocidade especifica de crescimentd)(h
t= tempo de cultivo (h)

Da mesma forma foi possivel calcular o tempo degger, no qual segue a Equacéo 4.

t = In2/pumax
Equacéo 4
Onde:
t = tempo de geracdo em horas
numax velocidade especifica de crescimentd) (h
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4.3.6 Producao de filmes ativos de PVC coMBSK encapsulado

4.3.6.1 Fabricacdo dos filmes ativos de PVC

Os filmes foram produzidos em trés etapas. A pranfai a preparacdo do aditivo misto
(AM), que consistiu de uma mistura de iguais partaaatabissulfito de potassiMK) (P.A. 98%,
Sigma—Aldrich) e metabissulfito de potassio enckguku MKE), obtido por sintessol-gel A
segunda etapa consistiu no preparo das misturd/@ecom diferentes concentractes Ald.
Foram elaboradas quatro formulacdes, sendo a pamentendo 0,1% (p/p) d&M em resina de
PVC Norvi® SP1000 (BRASKEM, RS), denominada de FO1, a segeradterceira, contendo 1%
e 2% (p/p) deAM, sendo denominadas de F1 e F2, respectivamentdilidensem adicdo dAM
foi produzido como controle (FC). Na terceira etépaealizada a extrusao dos filmes, em ordem
crescente de concentracao do aditivo incorporadajrea microextrusora AXPlasticos®, modelo
AX 16L/D 26 com velocidade de rosca de 200 rpm, ¢emperatura para a zona 1, de 120 °C,
para a zona 2, 140 °C e para a zona 3 de 160 fCegpessura nominal de 12 micra.

4.3.7 Caracterizacao das propriedades dos filmesiabs produzidos

4.3.7.1 Composicao quimica e morfologica dos filmes

Foram analisadas a perda de massa em funcao partgora e a quantificacdo quimica por
analise termogravimétrica (TGA). A distribuicdo eamacterizacdo dos elementos quimicos foram
realizadas por microscopia eletronica de varredurapectroscopia de energia dispersiva de raios-
X (MEV-EDX).

As curvas termogravimeétricas atraves das analisds3h foram obtidas em um analisador
Shimadzu®, modelo TGA-5, sob fluxo de nitrogénianceazdo de 50.00 mL.minpara as
amostras NIK e MKE): aproximadamente 10 mg, com taxa de aquecimel20°C.mir* e
intervalos de temperatura de 0 °C a 800 °C.
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As microscopias das amostras (MEV-EDX) foram real&s em um microscopio eletrénico
de varredura JEOL, modelo JSM 6060, operando ekv20

4.3.7.2 Aspecto visual

Esta avaliacao foi utilizada para definir os filnlesnogéneos (avaliagdo quanto a presenca
de particulas insolliveis e coloracdo uniforme), gpeesentam continuidade (sem a presenca de
rupturas ou zonas quebradicas) e possibilitem ousao (facilidade em retirar os filmes do
suporte).

4.3.7.3 Medida de espessura e propriedades mesattsdilmes

A espessura dos filmes foi determinada utilizarglas® micrometro Mainard® (precisao
0,001 mm; Modelo M 73011). Os valores de espedsuaan obtidos através da média de cinco

pontos de cada filme produzido. O ensaio foi comtiuegm temperatura ambiente a cerca de 20 °C.

Em relagédo as propriedades mecéanicas dos filmekipdos, foram realizados ensaios de
tracdo, usando-se um medidor de ensaios universa®; modelo DL 500, equipado com uma
célula de corpo de prova Trd 21 de 5 KN e veloaidde cabecote de 5 cm.minConsiderando
que as propriedades dos filmes e embalagens plagiaem sofrer alteracdes significativas com
as alteracdes de temperatura e umidade relativegfétuado o acondicionamento prévio em
temperatura de 25+2 °C e 50+2% de umidade relapoa acondicionamento dos corpos de prova
em estufa de secagem por 24 horas, conforme namM&dM E171-94 (1996) e ASTM D681-95
(1996). Embora a norma sugira cinco repeticoesatia @amostra para o ensaio de tragcéo, por
guestdo de precisdo os ensaios foram repetidosei€svem cada amostra nos sentidos DM,
direcdo de maquina, e DT, direcao transversal ifloged avaliados. Os resultados foram obtidos

utilizando-se programa Tesc versao 3.04.

Amostras de 145x25 nfnforam utilizadas como corpos de prova, com dis#fixa de 50
mm entre as garras, e velocidade de tracdo de 50minth Nos testes de tracdo foram

determinados os componentes: forca maxima (N)ateas escoamento (mPa), tensdo na ruptura
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(mPa) e alongamento na ruptura (%). Os valoressiggbpriedades foram calculados segundo as
Equacbes 5,6 e 7.

m _ K Equacéo 5
Tensamo Escoament(MPa) = —=¢ quag
a _ Fow Equacéo 6
Tensama Ruptura(MPa)=
Equacéo 7

Alongamentna Ruptura MPa)= (%}100

Onde:

Fesc= forca registrada no ponto de escoamento (N);
Frup = forga registrada no ponto de ruptura (N);

Anmin = &rea minima inicial do corpo-de-prova’m

A = area média inicial do corpo-de-prova’m

DG = distancia inicial entre as garras (m);

4.3.8 Preparo das macas minimamente processadas,velwimento nos filmes ativos e

acompanhamento da vida-de-prateleira

Macas da cultivar GalaMalus domesticaBorkh) foram adquiridas em mercado local,
sendo mantidas sob refrigeragdo em camara frialoh a 2 °C, para minimizar alteracdes
fisiologicas. Estas foram pesadas, lavadas com gmavel e sanificadas em solucdo de
hipoclorito de sédio, na concentracdo de 100 fhglurante 15 min, seguidas de enxague. Na
sequéncia, foram descascadas e cortadas em fat@asakimadamente 20 mMra espessura média

de 10 mm.

As amostras foram imediatamente acondicionadagilness ativos (FC, FO1, F1 e F2) em
porcdes de aproximadamente 50 g. Estas foram ést®cas temperaturas de 4 °C, 8 °C, 12 °C, 16
°C e 20 °C em camara controlada (Estufa BOD Ma®)m@s controles analiticos foram retirados
nos tempos: zero (instante em que foram acondida®)aquatro, oito, doze, desesseis e vinte dias

de armazenamento. Os ensaios foram realizadosmiteta para cada parametro determinado.



59

4.3.9 Avaliacao de parametros de cor dos vegetais lmngo do tempo de estocagem

A determinacdo dos parametros de cor foi realiztdavés da medida instrumental por
colorimetro (Minolta® Color Reader, modelo CR2Gf)m fonte de luz padronizada, usando-se as
coordenadas L*, a*, b*., onde o L* é o croma assdaia luminosidade (L*=0 preto, L*=100
branco), a* € o parametro de cor que varia do véatigegativo) ao vermelho (a*positivo), e a
coordenada de cromaticidade b*, o parametro dejgermede variagbes de azul (b*negativo) ao
amarelo (b*positivo). O equipamento foi calibradorcpadrédo branco e preto (BARACAT, 2006).

Os cortes da fruta foram colocados em superfidasap, evitando sobreposicdes, e, foram
realizadas as leituras de reflectancia diretamentecontato com as amostras. Foram realizadas
trés leituras por unidade de amostra em pontosediies para cada tratamento em triplicata. As
leituras foram realizadas ao longo do periodo deaaenamento. A partir destes dados foram
calculadas as diferencas de cor atraves da Equ@cdamesma utilizada por Yamashita et al.,
(2006). Os valores dos parametros L*, a*, b* foraomvertidos em dados de RGBténsidade
relativa de vermelho (red), verde (green) e azlilelbque forma uma determinada cpara o
sistema CIELab e CIELCH pekoftwareCIE Color Calculator (LINDBLOOM, 2004).

AE* = N AL+ fa*?+ Ab*?

Equacao 8

OndeA é a diferenca entre cada parametro de cor erareastra inicial (tempo zero) e a

amostra armazenada.

Da mesma forma foi possivel calcular o indice deirezimento IE) das macas, de acordo
com metodologia utilizada por Olivas et al. (20G8Iculado a partir da Equacéo 9, utilizando os

parametros de cor: L*, a*, b*.

IE=[100 (X - 0,31)] / 0,172

Sendo:
X=(a*+1,75.L*) / [5,645 . L* + a* — (3ZL.b*)]



60

Equacéo 9

Além disso, foi possivel calcular o percentual mibi¢do do escurecimento (Equacao 10),
comparando-se a amostra controle com a amostraadie ttatamento, conforme lyidogan e
Bayindirh (2004).

% Inibigdo = AL* controle -AL* tratamento) x 100 AL* controle

Equacéo 10

4.3.10 Contagem de micro-organismos psicrotroficos

As amostras acondicionadas foram submetidas agemtae bactérias psicrotroficas pelo
meétodo padrdo em placas ao longo do tempo de gstmcaas diferentes temperaturas. Para isso,
25 g de cada amostra foram homogeneizadas asseptitta com 225 mL de agua peptonada
(Difco® USA) 0,1% emstomacherMarconi®, Sao Paulo, Brazil) por 2 minutos. PaeEr@am-se
as diluicbes decimais utilizando-se agua peptoeadglaqueamento em superficie utilizando-se
0,1 mL sobre o meio plate count agar - PCA (Difdd®A) previamente fundido e resfriado a 45
°C em banho-maria (Marconi®), seguido da incubagdd@ °C por 10 dias em estufa BOD
(Marconi®). Os resultados foram expressos em cidgaritmos (log UFC.4). As anélises foram
realizadas em triplicata, conforme metodologia pstg pelo‘Compendium of Methods for the
Microbiological Examinations of FOogAPHA, 2001).

4.3.11 Célculo da energia de ativagadef) sobre os parametros de reacdo de escurecimento

enziméatico e da contaminag&o microbiologica, nas edigbes de armazenamento.

A equacdo de Arrhenius (Equacao 11) foi usada peafiar a influéncia da energia de
ativacdo Ea) sobre os parametros de reacdo de escurecimentm&ito e de contaminacdo

microbiolégica das magas minimamente processadesireo diferentes temperaturas.
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km=koexp |_-Ea
RT

Equacéo 11

Onde: k) representa a constante da taxa de reagéo patarei@céo dos gradientes: indice de
escurecimento e contaminacdo microbioldgica do yimaem funcdo da temperatuda, € a
constante pré-exponencifla é a energia de ativacdo em kcal.at é a constante universal dos

gases (1,987 cal.gmbK) e T a temperatura em Kelvin.

A energia de ativacdo é calculada por meio da firegio da equacdo e obtencdo da
inclinacdo da reta, obtido pelo logaritmo da camstade velocidade versus o inverso da

temperatura absoluta, cuja inclinacédo € igual saE&oi 12.

Inclinacéo = E¢
R
Equacéo 12

4.3.12 Determinacéo de indices de qualidade dos VMiPOs acondicionamento nos filmes
a) Perda de massa durante estocagem

A perda de massa foi determinada por gravimetrsaeibalagens contendo os vegetais em
cada tratamento foram pesadas em todos os interdalcestudo. O resultado foi expresso em
percentagem de perda em relagdo a massa iniamaglisente ao realizado por Yamashita et al.
(2006) e Endo et al. (2006).

b) Determinacéo de pH
Foi realizada de acordo com o método 943.02Adsociation of Official Analytical

Chemists(AOAC, 2006), em potencidmetro digital previamegtdibrado (DIGIMED modelo
DM20), onde foram pesados 10 g de amostra, adidamnde 100 mL de agua destilada (BRASIL,
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2005b) e triturados em um agitador (Ultra turra8 Bhsic), procedendo-se em seguida, a leitura a
20 °C (JUNQUEIRA, 2009). Os ensaios foram realizagio triplicata de amostra.

c) Avaliacdo da qualidade microbiolégica

Como o objetivo de avaliar a inocuidade das macasinramente processadas e
considerando a falta de legislacdo especifica YMRB, foi avaliada a qualidade microbiologica
nos tempos zero e 20 dias de armazenamento, attasemalises dealmonellaspp e Coliformes
a 45 °C, com base na RDC 12 de 02 de Janeiro ded20BNVISA (BRASIL, 2001). As analises
foram realizadas, de acordo com a Instrucdo Nowa &2, do Ministério da Agricultura (BRASIL,
2003). Os resultados foram expressos em presenaasémcia de salmonela em 25 g e unidades
formadoras de colénias por grama (UF%.gara os coliformes termotolerantes. As analisesni

realizadas em triplicata.

4.3.13 Deteccao da contaminacdo do alimento por fdao de sulfito

O residual de SO(mg.kg") migrado dos filmes ativos para as amostras deispags
diferentes tratamentos foi analisado. A analiserdalizada através da titulometria iodomeétrica,

seguindo metodologia adaptada de Araujo (2008).

4.3.14 Andlise Estatistica

Todos os dados foram analisados por meio da andéseariancia com dois fatores
(ANOVA) para estimar efeitos significativos (p <B)Gentre as amostras em resposta as variaveis
do processo (tratamento, tempo e temperatura).st@ tee Tukey foi utilizado para estimar as
diferencas minimas significativas entre as médmsiael de 5% de significancia. Todas as
analises estatisticas e célculos de média e dgsady§o foram realizados utilizando-sedftware

Statisticaversao 8 (Statsoft).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DO EFEITO INIBITORION VITRODO MBSK

Segundo procedimentos descritos nas normas da NCZU0S3), a sensibilidade de micro-
organismos contra uma espécie quimica deve seadagbrimeiramente de maneira qualitativa.
Assim, para verificar o espectro de acaoMBSK foram testadas diferentes espécies de micro-
organismos patogénicos e/ou deteriorantes em aamele origem animal e/ou vegetal, conforme
determinado por portarias e instrugbes normativasMinhistério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA e organismos de SegurancaeXliiar (BRASIL 2001; BRASIL, 2008).

Os resultados de sensibilidade bacteriana saoeaees na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados dos antibiogramas de bast&rm@am positivas e Gram negativas de

importancia em alimentos contvBSK

Micro-organismo Gram Resultado
Staphylococcus aureusTCC 25923 + Sensivel
Bacillus cereusATCC 11778 + -
Listeria monocitogeneATCC 19117 + -
Micrococcus luteu€CCDMO002 + Sensivel
Pseudomonas aerugino$d CC 27853 - Sensivel
Salmonella TiphymuriurATCC 14028 - -
Escherichia colATCC 25922 - Sensivel
Yersinia enterocoliticA TCC 9610 - Sensivel

Ensaios dos antibiogramas bacterianos conduzidostrigiicata, com duas repeticbes do
experimento. Onde se |é resultado: micro-organisemsivel ao teste; sinal — na mesma coluna:
micro-organismo ndo sensivel ao teste.

Dentre as espécies de micro-organismos testaoiodetectada sensibilidade de bactérias
gram positivas e gram negativas, a saber, respentinte:Staphylococcus aureusTCC 25923;
Micrococcus luteu€CCD M002;Pseudomonas aerugino®d CC27853;Yersinia enterocolitica
ATCC 9610;Escherichia coliATCC 25922.

O efeito inibitério doVIBSKocorre devido a presenca dos ions sulfitos solorescimento
bacteriano, podendo estes, com 0 mesmo mecanisneaamtrado em substancias como: @;SO
sulfato acido de sédio (NaH3Qou bissulfato de sédio (FAN et al., 2009), $ale bisulfito de
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sbédio (NaSGs;; NaHSQ), metabissulfito de sodio (M&0s) ou de potassio (#6,0s), sulfito ou
bissulfito de potassio (K2SOKHSG;) (WEDZICHA, 1992; EISSA et al., 2006; MACHADO et
al., 2006; LU et al., 2007)

Entretanto, um modelo de mecanismo que vem seratadmlé o descrito por Pelczar et al.
(2005), que descreve que 0s ions ou mesmo elemamtos, como por exemplo, metais dotados
de carga negativa, inativam as proteinas celulm@sbinando-se com algum componente da
célula bacteriana. O ataque ocorre nos grupameantfidrila da extremidade das proteinas, sendo
estes avidos por elétrons. A Figura 9 demonstrggassdo do mecanismo via reagdo quimica do
elemento mercurio — Hg (elétrons) com a superfibds aminoacidos contidos na camada
superficial enzimatica das células bacterianas,ocemmilaridade ao mecanismo do grupamento
SO, doMBSK

Figura 9 - Mecanismo da acdo oligodindmica entrenercurio - Hg e enzimas de micro-

organismos, a similaridade dos ions sulfitos.

sH

/ ]

\d

Enzima -
T

Fonte: Pelczar et al. (2005).

Outra sugestdo de modelo de inativacdo celularoimi@na € abordado por Campbell
(2002), que discorre a respeito dos mecanismosaligacdo enzimatica, e sugere que a inativacao
de enzimas frente aos ions de carga negativa, podecar um rearranjo da estrutura espacial,
causando uma mudanca de configuragcdo. Em mecanmmosaticamente dependentes, que € o
caso de bactérias, quando uma enzima sofre desgabyro metabolismo é rapidamente

interrompido, levando a morte do micro-organisma ptecanismo oxidativo ou mesmo por

coagulacéo da proteina central.

Em estudo realizado por Coelho (2008), que avatiafeito de diferentes conservantes
sobre o crescimento de bactérias e fungos, foiic@do que o metabissulfito de sodio, em baixas
concentracdes apresentou uma maior eficiéncia enmosede inibicdo do crescimento, do que o0s

demais conservantes testadositro.
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Na Figura 10, pode ser visualizado o resultadoedtetde atividade antimicrobiana para a
cepa deS. aureus,onde se pode observar que houve a formacdo do delmibicdo no
antibiograma qualitativo na concentracéo testaddosa testada de 300 mgkgodendo este fato
ser associado a potencialidade de aplicacdo ddisieguntamente aos filmes. Perante normas de
boas préticas de fabricagdo e manipulacdo de almenBPF, a presenca bem como a quantidade
do génerds. aureusao de grande importancia, pois este género faresente na maior parte dos
casos de toxi-infec¢des alimentares, uma vez doata mais comum de contaminacdo por esta
espécie é oriunda do homem, principalmente dagewidal e bucal (VANETTI, 2004).

Figura 10 - Resultados dos testes de inativacaoohana qualitativa para o crescimento de
Staphylococcus auredsTCC 25923 Incubacéo (a): sem presenca de aditivo; (b) cosepiga do
aditivo (MBSK300 mg.kd).

Como se observa na Figura 11, no primeiro caspddg ser observado o crescimento do
micro-organismo, sem nenhum efeito inibitério. Ngsndo caso [b] verifica-se que a presenca do

MBSKnos discos promoveu a formagéo de um halo de;auobi

Um dos fatores limitantes da vida de prateleiramealimento esta relacionado com micro-
organismos pertencentes a classe dos psicrotrofierdre os quais o génekdicrococcus que
também apresentou resultado de sensibilidade &9 sefndo, muitas vezes, indutor e facilitador do
crescimento de bactérias laticas, responsaveipalgersédo da glicose residual da carne em &cido
latico. A formacao do acido latico, correlacionaaacrescimento de psicrotréficos provoca efeitos
indesejaveis na qualidade do produto (FRANCO, 2005)



66

Em relacdo aos micro-organismos Gram negativosficagam-se efeitos inibitorios para
Pseudomonas aeruginogal CC 27853,Escherichia colIATCC 25922 eYersinia enterocolitica
ATCC 9610. Vale ressaltar que a maioria das doemgasdas de alimentos, sdo causadas por esta

classe de micro-organismos (BOTREL et al., 2007).

O génerdP’seudomonaslém de apresentar problemas relacionados a seguatimentar,
sdo comumente associados a deterioracdo de alsnesgfsiados. De acordo com Botrel et al.
(2007), a vida util dos vegetais refrigerados égypalmente afetada pela populagéo psicrotrofica,
sendo @seudomonasp, o principal psicrotréfico presente. Desta nrana inativacdo pdviBSK
torna-se uma boa alternativa no sentido de aunmtEntoda de prateleira paxévIP, também para
elevacdo dos niveis de seguranca alimentar e eatérela contaminacdo por espécies

deteriorantes.

Com relagdo &. enterocoliticeATCC 9610, cada vez mais sua detecgdo tem seadostr
importante quanto a seguranca alimentar. Trateesenth bactéria Gram negativa, psicrotroéfica,
com propriedade de se desenvolver a 5 °C, o quaiteesua multiplicacdo em alimentos
refrigerados (vegetais crus, leites, carnes e ados) (LEAL et al., 1997). Esta bactéria é
causadora da doenca chamada yersiniose, que possaimanifestacdo clinica mais frequente a
enterocolite. Os sintomas variam com as pessoastatfas, sendo mais comuns em criangas
(TEODORO, 2004).

A bactériaE. coli, € uma das mais importantes, sendo um micro-sgenindicador de
condicbes de higiene pessoal e manipulagéo. Diserstudos apontam a ocorréncia deste micro-
organismo patogénico em vegetais minimamente psades, associados a disturbios alimentares
(BALAGUE et al., 2006). Para os demais micro-orgaros testado$. cereus, L. monocytogenes,
S. Tiphymuriumn&o houve detecg¢do da sensibilidade, sendo estesderados resistentes ao

MBSKnas concentracdes testadas.

Na Tabela 4, pode ser visualisado o resultado olpi#dla o teste de sensibilidadeMBSK
contra duas espécies de fungos de importancia iemerdabs, principalmente aqueles de origem

vegetal.
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Tabela 4 - Resultados de antibiogramas de fungospertancia em alimentos contéBSK

Micro-organismo Resultado
Candida utilisSATCC 9950 -
Aspergillus nigeATCC 16404 Sensivel

Ensaios dos antibiogramas conduzidos enli¢gita, com duas repeticées do experimento. Onde se
|é resultado: micro-organismo sensivel ao testegl st na mesma coluna: micro-organismo nao
sensivel ao teste.

Foi detectada sensibilidade ao aditivo apenas@Araniger na dose testada de 300 mg.kg
! (Figura 11). Os testes de inativacdo microbiamapresenca do micro-organismo, indicam que
foi observado o crescimento normal do mesmo, n&rais do aditivo e que verificou-se na
presenca ddvIBSK formacdo da zona de inibicdo, observando-se umaomeoncentracao
microbiana proxima aos discos contendo o ageniei@nbbiano e uma maior concentracdo de

micro-organismos na periferia da placa.

Figura 11 - Resultados dos testes de inativacaoobiama qualitativa para o crescimento de
Aspergillus nigerATCC 9950 Incubacao (a): sem presenca de aditivo; (b) comsepga do
aditivo (MBSK300 mg.kg).

Fungos em muitos casos, podem apresentar maior resistéeai@ a inativacdo quimica
(TOURNAS, 2005). Em estudo realizado por Pereiraalet (2006), filmes antimicrobianos
incorporados com natamicina foram avaliados pgeaicillium roqueforti, Aspergillus nigee
Penicillium sp Houve inativagdo para todas as espécies testpdasm, com 0 aumento da
concentracdo de natamicina houve aumento da efiai@ntimicrobiana e Benicillium roqueforti
apresentou maior susceptibilidade.
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5.2 RESULTADOS DO EFEITO D@BSKNA INIBICAO DA ENZIMA PPO

Os extratos de macas tratados com aditivo indicarasoorréncia de efeito inibitério da
enzimaPPO, em comparacdo com o controle, conforme mostrégard 12, uma vez que foi

possivel observar uma diminuicio da atividade eatzom com a adi¢cdo do aditidBSK

Figura 12 - Atividade enzimatica da polifenoloxidgBPO) dos extratos testados durante reacéo

de escurecimento enzimaético.

Atividade enzimatica (UE.mb)

Tempo (min)

(®): Valor médio do extrato de maca + tamp&o (conjpokitivo);
(*): Valor médio do extrato de macawBSK (300 mg.kg).
Média de trés repeticdes. Variacao + desvio padréo.

A inibicdo daPPQ, vista nos extratos, pode ser confirmada atragésattulo de inibicdo
(Equacéo 2), onde estima-se o percentual de imldadatividade enzimatica, verificando-se que a
adicdo de 300 mg.kgde MBSK reduziu em 80,15% a atividade BRO, no tempo de 8 minutos.
Pode-se considerar queviBSK apresentou efetividade em relacdo a diminuicdesdarecimento
enzimatico, devido a sua habilidade em red@zgquinonas geradas por enzimas, associada a
reducdo da atividade enziméatica destas, retornasdm composto fendlico de origem, antes que

as enzimas possam iniciar reacoes formadoras despigs.

Nogueira e Silva (1989) utilizaram como métodorivacdo das enzim&PO e POD a



69

adicdo deMBSK0,05%, 0,1% e 0,2% em superficies cortadas desreagd resultados apontaram
o MBSK mais eficiente com 100% da inibicdo da atividadeP®O, ja na menor concentragdo
utilizada (0,05%) e 80% de inibicdo da atividadeRfaD. Crumiére (2000) aponta que uma

percentagem de 0 e 100% indica que o tratamentddtivo como inibidor do escurecimento.

5.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO ADITIVO MBSK
ANTIOXIDANTE/ANTIMICROBIANO ENCAPSULADO COM DIFERENTES ELEMENTOS
LIGANTES

Foi possivel sintetizar BIBSK encapsulado em condi¢cdes ambientais, via métotgel
em silica inerte com 12 diferentes elementos legna saber: CO, C1, C8, C18, fenil, vinil,
aminopropil, mercaptopropil, iodopropil, cloroprhpisocianato e glicéxido. Porém, somente o
ligante aminopropil apresentou potencial antimi@ob satisfatorio, conforme sera discutido em
5.4. Sendo assim, foi realizada somente a caraat@o quimica e morfoldgica pardM e para o
MKE com o radical ligante aminopropil [Si-(Gl#-NH,], abreviado por (Si-NbJ, conforme sera
apresentado.

5.3.1 Resultados das analises termogravimétricas neao aditivo puro (MK) e encapsulado

(MKE) com aminopropll

Com intuito de investigar a influéncia da encapsigana resisténcia térmica dos materiais,
foram obtidas as curvas termogravimétricas queesgmtam as perdas de massa (TGA) associadas
a derivada da temperatura de degradacdo méaxima)(Ddsaditivos puroMK) e encapsulado
(MKE), durante o aquecimento térmico, mostradas na&ibsL.

Graficando-se os valores referentes as derivadasutaas de TGAs dos aditivos obtém-se
os valores dos pontos maximos de cada pico, oefuivale a temperatura de degradagdo maxima
(Tmay. Para o aditivo puroMK) (Figura 13a), observa-se apenas um evento dengesicéo,
correspondendo a degradacdo do aditivo puro. Aaradiz a curva termogravimétrica e com
auxilio de sua derivada, nota-se que a masddKlienantém-se constante até aproximadamente

200 °C, onde a partir dessa temperatura obsergardeio da degradacao do aditivo e na medida
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em que ocorre o aumento da temperatura, ocorreda de massa. A derivada da TGA obtida para

MK (@) indicou um pico de degradacdo maxima em 25€0?@ 12,4% de perda de massa (Tabela
5).

J& a derivada obtida paraMKE (Figura 13b), indicou dois eventos de degradaCao.
primeiro estagio de degradacdo no intervalo de eéeatpra entre 25 °C e 118 °C, com pico
maximo na regido de 68 °C, com perda de mass2#%edmrrespondente ao residuo de agua/etanol
resultantes do processo de encapsulamento. Resgkatklhante foi obtido por Oliveira (2008b),
em filme de PVC, encontrando o primeiro pico a @4 © segundo estagio de perda de massa,
atribuido a degradacéo do aditivo, é observadongenvialo de temperatura entre 220 °C a 330 °C,

com pico de degradacdo maxima em 310 °C, acaretand perda de massa de 10,8%.

Figura 13 — Curvas termogravimétricas (TGA) e dmtas das curvas termogravimétricas (DTG)
para os aditivodK (a) eMKE (b).
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Através destes termogramas é possivel afirmar queaterial encapsulado gerou uma
mudanca nas propriedades térmicas. Os resultadosaap um aumento da estabilidade térmica do
MKE, deslocando o inicio da degradacédo para tempasatnais elevadas, no caso para 310 °C,
uma diferenga em relagéo a temperatura de deg@diaddK na ordem de 53,7 °C, associada a
menores perdas de massa, ja que a massa fica metigeerior do encapsulante. Os resultados

obtidos sdo importantes a medida que indicam dadimiaximo da temperatura de processo ou
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manufatura térmica dos materiais, a fim de ndo quawv sua degradacdo durante a extrusao,
permitindo maior preservacéo das caracteristicasldivo.

Tabela 5 - Temperatura na qual a taxa de degradag&#xima (T.ay, obtida pela analise de DTG
e percentual de perda de massa referentg,g@dra os aditivoMK e MKE.

Aditivo T max Perda de massa
(°C) (%)

MK 256,1 12,4

MKE 309,8 10,8

5.3.2 Resultados das analises de SAXS

O espalhamento de raios-X a baixos angulos é uomacté que possui potencial para o
estudo das propriedades estruturais das partidtdasais, através da analise do perfil de
intensidade de espalhamento de raios-X e tem gillcada com sucesso para a investigagdo da
forma e tamanho de particulas. Esse perfil € depgadanto do tamanho quanto da forma das
particulas, como do modo que se agregam para foonadlido (DUBEK, 2005). Neste
procedimento, a curva de espalhamento é ajustaldaupézacdo de niveis em regides que
permitem estimativas do raio de girg)(Re uma regido linear que permite a avaliacaoedalfies
sobre a organizacdo do material através dos ceefies angularesa) (CAPELETTI, 2010).
Fractais de superficie possuem expoente de inéinagpgulare, variando de 3, quando a
superficie da particula é totalmente rugosa, aash@m uma superficie lisa é observada (WEIDLER
et al., 1998; BRAMBILLA, 2007).

A analise foi realizada para o aditivo encapsulado silica e ligante aminopropil. Os
resultados revelaram que o raio de girg) (Bas particulas primarias dBKE) apresentou um
tamanho de 0,797 nm com forma esférica lisa. Bssdiulas se organizam num agregado maior,
de 11,62 nm com formato de um fractal de superfiaeacterizado como particulas de nucleos
densos com superficies rugosas. O fractal de sagedpresentou uma inclinac&aode 3,79,
mostrando que essa superficie € um pouco rugogage @ermite uma liberacdo mais lenta do
aditivo encapsulado para o alimento, pois aumemsigparficie do contato reacional. Ainda, esses

agregados se organizaram numa outra estruturadueramente maior, por sua vez mais rugosa
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ainda, com inclinacdo. de 3,13, o que permite um aumento da energiaic@néas reacoes de
liberag&do controlada do aditivo. E importante tamtm®dnhecer o tamanho da particula, pois esta
influencia nas propriedades mecanicas dos filmésgye um menor tamanho leva a uma

distribuicio mais homogénea das particulas na zraatimérica (RE, 2000).

5.3.3 Resultados da analise de MEV-EDX ddKE e espectro de DRS na regiao UV-visivel

A analise por microscopia eletrénica de varredul@gamente utilizada na caracterizagéo
de materiais do ponto de vista morfolégico e esteqétrico, este Ultimo, através da técnica de
EDX para verificar a composicédo da matriz de silomam como os demais elementos encontrados.
E um dos mais importantes instrumentos para asanguimica e morfolégica de materiais
organicos e inorganicos. E uma técnica ndo destrutinde os raios emitidos pela amostra s&o
convertidos em cargas elétricas para a identifwalgi energia dos raios-X e consequentemente

dos respectivos elementos presentes na amostreHIEAH |, 2010).

Assim, a amostra dBIKE foi analisada para verificar sua composi¢cao eidistao na
matriz de silica e ligante aminopropil (Si-}HA Figura 14 apresenta o perfil dos elementos que
compdem o aditivdKE, obtido pela andlise de MEV-EDX (a); a composida@ocada elemento
presente no aditiviMKE (b), as caracteristicas morfolégicas BMKE (c) e 0s espectros de

absorbancia na regiao UV-visivel por DRS paMKy MKE e o suporte Si-NKi(d).

Os espectros de EDX (Figura 14a) permitem visualizapicos de todos os elementos
quimicos presentes (C, O, Si, S, K e Cl) na amastsaa distribuicdo associada a composicao
proximal. A andlise do mapeamento quimico (Figuth)Imostra os percentuais dos elementos
como concentragao atbmica e concentragdo em mAassaNposicao revelou 2,89% de S, 3,51%
de K, representando o aditiBSK e 25,5% de C, representando a matéria organicaemee
Verifica-se a predominancia do Si, encontrado enomeoncentracdo (43,43%), com o0 maior
pico, ja que a matriz utilizada no processo de gswdacédo foi silica e o Cl (2,39%), residuo do

catalisador HCI.

A imagem de MEV (Figura 14c) revela a diferencadimensdes entre as particulas,
irregularidades, rugosidade, falhas, com formagiaglomerados pouco organizados. Xing et al.,

(2011) realizaram a encapsulacao de sulfito soléwelagua, com etilcelulose para separacdo de
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fases e avaliaram uma morfologia lisa da superfitie microcdpsulas e pequenos orificios

existentes na superficie, diferente do observadternmbalho.

Figura 14 - (a) Espectro da dispersdo de energid B® aditivo encapsulado, considerando a
contagem de fotons que chega ao detector e kitoetdt, (b) composicdo dos elementos
encontrados por EDX paraMKE; (c) resultados da analise morfolégica de superfio aditivo
MKE e (d) espectro de DRS no UV-vis (200-360 nm) paviK, MKE e Si-NH.
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Os espectros de absor¢cdo do composto na siliaspectroscopia de reflectancia difusa no
UV visivel (UV-DRS) (Figura 14-d) medem as transsbiss eletronicas, com a mudanca estrutural
pelo deslocamento de bandas e tem a finalidade odgparar os picos caracteristicos dos
compostos, no caso as diferentes bandas emili€, @o MKE e do Si-NH. Foi possivel observar

gue o pico daVK diferencia-se do pico dGIKE e do pico emitido para o suporte (Si-NHjue
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por sua vez apresentaram bandas préximas. Valacdesd banda formada no comprimento de
onda de 270 nm, ondeMK e oMKE apresentaram picos distintos, enquanto o supeftiisSnao

apresentou pico significativo aparente.

A andlise elementar de EDX, revelou que as espépi@sicas contidas no salk,
comportam-se de forma muito diferente das espépignicas contidas nMKE, e também no
suporte (Si-NH) onde o mesmo foi encapsulado, o que resultou @tard de diferentes
reflectancias entre as amostras. As maiores rafiezts foram obtidas paraMK, indicando duas

bandas (parte orgéanica e inorganica) em comprinamtmda entre 230 a 350 nm.

O fato de ter havido formacédo de bandas muito pragientre AMKE e o Si-NH pode
indicar que o organossilano (Si-WHao sofreu alteracdo estrutural, sugerindo urteagao do
composto com a silica quando nele foram agregadgrugsos sulfitos, resultando MdKE. Os
resultados indicam que a estrutura ativa do adéiveapsulado esta preservada, ou seja, 0 mesmo

podera reagir e liberar os compostos necessanaopaimento.

54 ESTUDOS DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO E DETERMINGAO DOS
PARAMETROS CINETICOS PARA O ADITIVO ENCAPSULADO MKE) COM
DIFERENTES ELEMENTOS LIGANTES SOBRE MICRO-ORGANISMO DE
IMPORTANCIA EM VEGETAIS MINIMAMENTE PROCESSADOSVYMP)

Foi realizada a avaliacdo do efeito antimicrobigrawa verificar a acao inibitéria dos
materiais encapsulados frente aos dois micro-csgas de importancisE( coli e S. aureus
Verificou-se que dos 12 materiais testados, obtabws diferentes radicais ligantes na superficie
(R1-MK, Rx-MK...R;>-MK), apenas o aminopropil apresentou resultado a#digs. Para os demais
ligantes nao foi verificada a formacdo do halo debi¢do caracterisitco da atividade
antimicrobiana. Na Figura 15 e na Tabela 7, € pebksisualizar o efeito inibitério do aditivo

contendo ligante aminopropil sobre bactérias: Gnagativa E. col) e Gram positivag. aureus
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Figura 15 - Resultados da avaliacdo da atividadienmmobiana do aditivo puro e encapsulado
com ligante aminopropil. Na primeira linha (a) esultados par&. aureussendo da esquerda
para a direita respectivamente: Controle positM#, (aditivo puro);AM (aditivo misto: puro +
encapsulado Si-Nh; MKE (aditivo encapsulado). Na segunda linha, (b) osmmos resultados

tratamentos, porém paka coli.

Coelho (2008) avaliou o efeito de diferentes cores@es no crescimento in vitro de fungos
e bactérias e verificou que o metabissulfito deicséeim menores concentracdes, apresentou a
maior eficiéncia em termos de inibicdo de crescimeque os demais conservantes testados:
benzoato de sddio e sorbato de potassio. A Tabelprésenta para estes mesmos resultados o
efeito inibitério do aditivo através da formacéao lalo de inibicdo e medida quantitativa em

milimetros.

Pode ser observado (Figura 15), o efeito antimiarabpara as espécies testadas. O teste
contendo somente o aditivo puro apresentou magitoecom forte atividade antimicrobiana, com
diferenca significativa (p <0,05), tanto p&aaureusbem como par&. coli, seguido do aditivo
misto, que apresentou forte atividade paraureuse moderada para. coli e por Ultimo o teste
contendo somente o aditivo encapsulado em aminibpgoie apresentou efeito inibitério fraco. O
aditivo MKE nao diferiu estatisticamente (p >0,05) entre pg@ss testadas (Tabela 6).
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Tabela 6 - Resultados da avaliacdo da atividaden@nbbiana (zonas de inibigcdo) dos aditivos
MK, AM, MKEe controle positivo pard. aureue E. coliem diferentes tratamentos.

Tratamentos S. aureus E. coli
diametro (mm)* diametro (mm)*

Controle positivo (sem aditivo) - -

MK (aditivo puro) 50,59+ 0,41% 37,40+ 0,46

AM (aditivo misto: puro + encapsulado) 36,22+ 0,188 18,98+ 0,07°¢

MKE (aditivo encapsulado) 7,28+ 0,04°P 2,51+ 0,08 cD

(-) Nao ha formacao da zona de inibicao

* Média de quatro repeticdes.

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na meshana e letras maiusculas iguais na mesma
linha ndo diferem significativamente entre si (p0&) no teste de Tukey a 5% de significancia.

Da classe dos micro-organismos Gram positivosnemgés. aureusisualmente se encontra
na literatura como sendo o de maior sensibilidaglesustancias antimicrobianas destinadas a
aplicacdo em alimentos, como mostra este estudoofr, Rakshit e Salokhe (2005) estudaram a
atividade antimicrobiana de filmes incorporados casina e sorbato de potassio contra Gram
positivos e Gram negativos e 0s autores observarformacao de halo de inibicdo apenas fara

aureuse L. monocytogenes.

Com relacéo ao estudo da cinética microbiana, stdgeparametros tém sido usados para
caracterizar o crescimento microbiano em alimenfosFigura 16 apresenta as curvas de
crescimento com representagdo semilogaritmica @a @eMBSK puro, encapsulado em suporte
aminopropil e misto (50% puro e 50% encapsuladbyes8.aureus(a) em fungdo do tempo de
cultivo e 16b sobr&. coli (b).

A Figura 16a indica que o aditivo pudK) apresentou forte inibicdo do crescimento ao
longo do tempo de cultivo, seguido do aditivo migi) e do aditivo encapsualdo com Si-NH
(MKE). Mesmo assim, estes trés tratamentos apresentaraportamentos semelhantes, atingindo
a fase estacionaria com mais de 16 horas de cullivo controle positivo, com cerca de 8 horas,
se encontrava em fase estaciondria, com significatrescimento (>20 In UFCXy Os
tratamentos contendo o aditivo encapsulado ap@sentreducdo do crescimento mais ao final do
ciclo, onde pode ser observado um declinio, arpdas 18 horas de cultivo (Figura 16). Isso é
justificado pelo fato de que o aditivo encapsulasky liberado gradativamente, podendo

potencializar o controle do micro-organismo no motneem que o aditivo puro ndo apresentar
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mais atividade, ja que sua inibicdo pode ser mexis dbservada no inicio do ciclo de crescimento,

especilmente na fase logaritmica.

Figura 16 - (a) Curvas de crescimento com repras&atsemilogaritmica da agdoMBSK puro,
encapsulado em suporte aminopropil e misto (50% pus0% encapsulado) sol#e aureusem
funcdo do tempo de cultivo. Média de trés repetic@pb) Curvas de crescimento nas mesmas

condicbes sobrE. coli
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Onde: €) Controle positivo; ) MKE (aditivo encapsulado em Si-NH (--) MK (aditivo puro); {-) AM
(aditivo misto).

Com relacao ao estudo solitecoli, a Figura 16b apresenta as curvas de crescimento ¢
representacdo semilogaritmica em funcdo do tempoullero. Comportamento semelhante ao
observado pareéS. aureus onde se verificou que o tratamento controle &@mtesi maior
crescimento e o aditivo puro o que mais inibiu escrmento. Os tratamentos contendo aditivo
misto AM) ou somente encapsuladdKE) apresentaram resultados muito proximos. Da mesma
forma, a Figura 16b mostra que os tratamentos edat® aditivo encapsulado apresentaram
reducdo do crescimento mais ao final do ciclo. Aipdas 14 horas de cultivo, é possivel observar
uma inibicdo do crescimento para os tratamentogendo o aditivo encapsulado. Assim, a
liberacdo lenta e controlada ao longo do tempo, mpeio do aditivo encapsuladdMKE),
combinada com o aditivo purMK) pode potencializar ainda mais o efeito inibitdesta espécie
quimica, j& que o primeiro podera atuar com maificiémcia ao final do periodo de

armazenamento, controlando o ciclo de crescimeptolengando ainda mais a vida de prateleira.
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Em contrapartida, o aditivo purdK) apresenta-se mais ativo no inicio do ciclo deaneento,
podendo prolongar a fase lag, acarretando em unma exdensao da vida de prateleira.

Ja a Tabela 7, apresenta os resultados da ciniéticeescimento d8. aureusncluindo as
curvas ajustadas da equacdo da reta, velocidadeifisp maxima e tempo de geracao para avaliar
o efeito dos diferentes aditivos sobre o crescimdotmicro-organismo.

Tabela 7 - Resultados da cinética de cresciment8. dmireusincluindo as curvas ajustadas da
equacao da reta, velocidade especifica maxima poteie geracdo para avaliar o efeito dos

diferentes aditivosMKE, MK e AM) sobre o crescimento do micro-organismo.

Tratamento Equacédo da reta R? Veloc. espec. Tempo geracao
f(x)= max (pmax.H) (min.)
Controle positivo 1,484Ln(x)+ 16,619 0,8537 1,4842 28,01
MKE 1,287Ln(x)+ 15,495 0,9299 1,2870 32,30
MK 1,257Ln(x)+ 14,894 0,7603 1,2570 33,08
AM 1,276Ln(x)+ 15,166 0,9096 1,2755 32,60

A velocidade especifica de crescimento para onr@téo contendo aditivo puro foi menor
(1,257 pmax.H), associado ao tempo de geracdo do micro-organi8868 min), que neste caso
foi 0 maior entre os tratamentos, o que indicargaes uma vez MBSKpuro apresentou o melhor
efeito inibitorio. A Tabela 8 apresenta os resutada cinética de crescimentoHlecoli, incluindo
0S mesmos parametros, para avaliar o efeito desedies aditivos sobre o crescimento do micro-

organismo.

Com relacdo a velocidade especifica e tempo ded@mraMK, AM e MKE apresentaram
os melhores resultados, retardando o crescimentn, «elocidades de crescimento menores e
tempos de geracdo mais longos, pela dificuldade maso-organismos crescerem nestas
condicOes. Diversos autores sugerem tempos dedgenagis curtos paraka coli, em comparacao
com S.aureugfVANETTI, 2004). Neste estudo, estes valores fopmdximos: 28.01 e 27.05 min,
respectivamente paré&. aureus e E. colino teste controle, sendo aumentando mais

expressivamente nos outros tratamentos.
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Tabela 8 - Resultados da cinética de crescimentd deli incluindo as curvas ajustadas com a
equacao da reta, velocidade especifica maxima poteite geracdo para avaliar o efeito dos

diferentes aditivosMKE, MK e AM) sobre o crescimento do micro-organismo.

Tratamento Equacéo da reta R? Veloc. espec. max.Tempo geracéo
f(x)= (Lmax.hY) (min.)
Controle positivo 1,5371Ln(x) + 17,336 0,8985 1,537 27.05
MKE 1,3740Ln(x) + 16,256 0,8955 1,3740 30,26
MK 1,3515Ln(x) + 14,966 0,8472 1,3515 30,76
AM 1,3546Ln(x) + 16,310 0,8426 1,3546 30,70

5.5 AVALIACOES DAS PROPRIEDADES TERMICAS, MECANICAE QUIMICAS DOS
FILMES ELABORADOS

De modo geral, os filmes elaborados em todas aseotracbes, apresentaram-se
transparentes e homogéneos, com caracterisitcaiexibilidade e elasticidade visualmente
semelhantes aos filmes comerciais e ao filme clen{sem adicdo de aditivo). Através da andlise
visual dos filmes foi possivel verificar a auséngé particulas insoltveis nos filmes FC e FO1,
porém nos filmes F1 e F2, algumas particulas ineduforam verificadas. Mesmo assim, 0s
filmes testados ndo apresentaram rupturas ou zo@aguebra e apresentaram facilidade no

manuseio.

5.5.1 Resultados das analises térmicas dos filmes

A Figura 17 ilustra as curvas termogravimétrica$sAJ (a) e derivadas das curvas

termogravimétricas (DTG) (b) dos filmes durantesadnica térmica nas temperaturas entre 25 °C
até 700 °C.
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Figura 17 - Perda de massa (a) e Derivada da tetopgrde degradacdo maxima dos filmes ativos
(b), onde: FC = filme controle; FO1 = filme conten@ 1% do aditivo, F1 = filme 1% de aditivo e
F2 = filme contendo 2% de aditivo, obtidos na agéatle TGA.
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As curvas termogravimeétricas mostraram que naodwaxiacdo nas propriedades térmicas
do PVC, com pequena diferenca na temperatura déapee massa entre todos os filmes
analisados. Verificou-se que ocorreram perdas desana@m trés estagios nos diferentes
tratamentos e temperaturas, semelhante aos resultid Jaroszynska et al. (1980) estudando a
temperatura de degradacéo térmica do PVC. Foiicalih a ocorréncia de um estagio inicial de
decomposicdo do PVC (perda HCI) entre 200 a 28@d@, perdas proximas de 3% em massa. O
segundo estagio, associado com a maior parte diralbsliogenacdo, ocorre a 280 a 360 °C com
perda de massa média de 33,6% e o terceiro egsigi@ssociado a decomposicao da estrutura da
cadeia principal do PVC ocorrendo na faixa de 360@°C com perdas médias de 77,9%. Silva et
al. (2011), cita apenas dois estagios de valorgeedia de massa para filmes de PVC em 287,75

°C e 453,8 °C com perdas de massa de 62,85 e 8¢/ha#lacdo a massa inicial.

Elashmawi et al. (2010), avaliou a perda de masddmes de PVC puro e incorporado de
ZnO em diferentes proporcdes e verificou que o @nonestagio de degradacdo do PVC puro
ocorreu entre 105 a 240 °C com perda de 13,84%egando estagio entre 240 a 460 °C, com
perda de massa de 69,96% e o terceiro estagiodla 860 °C com perda de massa de 84,98%. O
valor residual a 600 °C foi de 13,06%, sendo gtesmgperatura maxima de decomposi¢do ocorreu
a 440 °C.
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Embora pelos resultados das curvas termograviraéfrios tratamentos testados
apresentaram valores muito proximos, como obseratrdoés da Figura 17, sdo semelhantes aos
encontrados por Elashmawi et al. (2010), que nmgiro estagio de degradacdo do PVC
observaram uma perda de massa média de 3,3% ¢pfp)xa de 205 a 251 °C, decorrente muito
provavelmente da degeneracdo quimica do HCl cominloPVC (SILVA et al.,, 2011). Na
sequéncia, 0s autores encontraram um segundocesidsgrvado em 251 a 417 °C indicando a
desidro-halogenacédo dos filmes, acarretando umdapmassica média entre os tratamentos de
66,6% e, a finalizacédo do histérico térmico ocomatre 417 a 508 °C, com perda de massa média
de 90% (p/p).

Silva et al. (2011) desenvolveram filmes de PVCcastinge as curvas termogravimétricas
de filme de PVC, mostraram dois picos de degrad&@&me 466 °C para ambas as amostras, com
perdas de 61,0 e 87,68%, respectivamente. De acordms autores, 0 primeiro estagio relaciona-
se com a descloragédo de PVC, com a formacao enalp@d estequiométrica de HCI, enquanto que

0 segundo é atribuido a reticulacao do polimerderwio ligacdes C-C.

Pode-se verificar nesse estudo que nao houve meil&o aumento da concentragdo do
aditivo misto adicionado nos filmes, pois n&o foraarificadas diferencas entre a degradacao
térmica do filme controle (FC) e demais filmes iadilos. Deve-se considerar que 0s percentuais
utilizados na composicao do filme ativo foram baix0,1, 1,0 e 2,0%), 0 que possivelmente
resultou em curvas termogravimétricas muito prosineapor isso, nao foi verificado com o

aumento da concentracdo do aditivo, um inicio aelo da velocidade de perda de massa.

A termogravimetria € importante para indicar auéficia de diferentes concentracfes de
aditivos sobre a estabilidade térmica do PVC. Aufdg1l7b indica a influéncia destas
concentracdes de aditivos sobre a degradacdo do RM@bela 9 apresenta os dados relativos a
analise térmica dos filmes desenvolvidos nestealinabcom os valores de perda de massa,
mostrando ao final da analise de TGA a 700 °C,agoassa residual para o filme FC foi de 8,5%
(p/p) do valor da massa inicial; 10,3% (p/p) pafdme FO1; 11,4% (p/p) para o filme F1 e 9,8%
(p/p) para o filme F2 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Temperatura na qual a taxa de degradag@xima (s, perda de massa em relagéo
a massa inicial para anix das amostras de filmes FC, FO1, F1 e F2 e masislaéobtida ao final

da analise.
Filme Tmax Perda de Trmax Perdade  Tmax Perdade Residuo
(°C) massa (°C) massa (°C) massa (% p/p)
estagiol (% p/p) estagio2 (% p/p) estagio 3 (% p/p)
FC 251,5 4,7 312,0 35,3 476,9 79,3 8,5
FO1 249,3 3,3 313,8 35,5 472,4 75,7 10,3
F1 235,1 2,1 305,5 24,8 478,1 79,2 11,4
F2 249,6 3,3 317,6 39,0 475,2 77,5 9,8

5.5.2 Medida de espessura e propriedades mecanicks filmes

A espessura é uma propriedade importante paraliagi@do desempenho de um material
da embalagem, visto esta caracteristica estarioptta as propriedades mecanicas do filme.
Porém, filmes heterogéneos ou irregulares prejodiasexatiddo da medida de espessura. Neste
trabalho, as espessuras nominais dos filmes varide8 a 17 mm sao ilustradas na Tabela 10
onde sdo apresentados ainda os valores de forgeneydrnsao de escoamento, tensao de ruptura
e alongamento na ruptura, relacionados aos endaidsacdo dos materiais. Pode ser verificado
que a incorporacdo do aditivo alterou significatiemte a espessura dos filmes Os resultados
mostram um aumento significativo (p <0,05) na espes dos filmes ativos (FO1, F1 e F2),
proporcional ao aumento da concentracad\ilieincorporado em relacdo ao filme FC. Silva et al.
(2011), produziram filmes de PVC pelo métamstinge encontraram como espessura os filmes
variando de 23 a 30 pm.

Varsant et al. (1995) afirmam que algumas partécygladem ser incompativeis com a
matriz polimérica, influenciando a distribuicdo enfogeneidade como uma funcdo da
concentracdo adicionada. Isto pode explicar a oawobeneidade das particulas encapsuladas em
silica nos filmes que possuem partes insolliveispabmero, causando muitas vezes sua
aglomeracao.

Com relacéo as propriedades mecanicas, estasdesttonente relacionadas a natureza do
material, sendo influenciadas quando a estrutuffdrde € alterada pela adicdo de outra espécie. A
resisténcia a tragdo é uma propriedade afetadeeppkssura do material, onde, em geral, diminui



83

com a irregularidade na espessura e adicionalnaendéeimulo das particulas em certas regifes da
matriz polimérica, ja que as mesmas ndo apresemtboa dispersdo. Agentes adicionados aos
filmes podem afetar significativamente as propriesafisicas, processabilidade e maquinabilidade
dos materiais (PEREZ-PEREZ et al., 2006).

Dessa forma, nédo foram verificadas melhorias naprigdades mecanicas dos filmes. A
incorporacao do aditivo modificou a propriedadeekdsténcia a tracdo dos filmes em relacdo ao
filme controle, havendo uma diminuicdo deste patéon@a medida em que a concentracdo do
aditivo foi aumentada, conforme pode ser observeld@abela 10. O aumento da espessura do
filme ndo aumentou a magnitude das propriedadeéamas da forca maxima (N) e alongamento
na ruptura (% erup), em ambas as direcdes de nagumansversal (Tabela 10). Porém, os valores
encontrados estdo dentro do intervalo definido p&®rM 882 (2002), para o parametro
alongamento na ruptura em filmes de PVC, que dstaa eompreendido entre 120 e 250%. Outro
motivo que pode estar ligado as diminuicdes meiacias na tracdo, € o tipo de particuldMKE,

que foram caracterizadas pela analise de SAX$ulaees em sua forma.

Tabela 10 - Espessura dos filmes e ensaios deotial8 (direcdo da maquina) e DT (direcdo
transversal) para os filmes ativos (FO1, F1 e F&jra o filme controle.

Direcdo Filme Espessura Forca Tensao Tensao Alongamento na
(mm) maxima escoamento  ruptura ruptura
(N) (MPa) (MPa) (%)

DM FC 8 +0,1°° 6,14+ 0,76° 0,26+ 0,22° 3,07+ 0,38° 187,60+ 26,02°
FO1 11+0,7° 5,12+0,61° 0,32+ 0,04° 1,86+0,22° 155,60+ 21,48
F1 14+ 1,3°  4,93+0,87° 0,25+ 0,03° 1,41+0,25° 134,26+ 40,43 "
F2 17+1,5% 4,08+ 0,34 0,27+ 0,05° 1,43+0,08° 120,24+17,89°

DT FC 8+0,1°% 5,06+ 0,66° 0,28+ 0,15° 2,68+ 0,33° 219,76+ 35,02°
Fo1l 11+0,7° 4,98+ 0,38° 0,27+ 0,02° 1,55+0,14" 160,32+ 21,59"
F1 14+ 1,3° 4,48+0,42° 0,22+ 0,02° 1,28+0,12° 151,11+ 17,7C°
F2 17+15° 4,49+0,42° 0,24+ 0,02* 1,15+ 0,10° 122,98+ 17,38°

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entae siivel de 5% de significancia.

A tensdo e o alongamento na ruptura diminuiram columento da concentracdo do

aditivo ao filme, tanto para a direcdo da maquigaanto para a direcdo transversal. O

alongamento na ruptura variou de 120 a 209% estteatamentos. Silva et al. (2011), estudando

filmes de PVC pelo métodcasting encontraram valores de elongacédo de ruptura sédim o

filme de PVC com adigao de plastificante de 127,6%.
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Para o teste em dire¢cdo de maquina (DM) a anddisigtica revelou diferencas entre a
forca maxima, onde FC difere de FO1, F1 e de KO(p5). Para a tensdo de escoamento todos 0s
tratamentos sdo iguais entre si (p >0,05). A tertkBouptura apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos. FC e FO1 diferem entre sitedbs os demais (p <0,05), F1 e F2 s&o iguais
entre si (p >0,05). J& para o parametro alonganmentaptura, FC é igual a FO1. Este é igual a F1,
mas diferente de F2. Os tratamentos F1 e F2 sacsigatre si (p >0,05).

Para a avaliacdo em direcdo transversal (DT), disande variancia revelou que o
parametro forca maxima, ndo apresentou diferemyafisativa entre FC e FO1, diferindo de F1 e
F2, (p <0,05), ndo diferindo de F1 pelo teste deeyuwao nivel de 5 % de significancia (p >0,05).
A tensdo de escoamento foi igual estatisticamenti ¢odos os tratamentos (p >0,05). Para a
tensdo de ruptura, apenas F1 e F2 sao iguais,nogsigi¢ratamentos diferem entre si (p <0,05).
Com relagdo ao alongamento na ruptura, a analiséorediferenca entre os tratamentos, sendo FC
e F2 diferem entre si e para os demais tratamépta®,05). Os tratamentos FO1 e F1 sado iguais

entre si ao nivel de 5 % de significancia.

5.5.3 Resultados dos perfis dos elementos quimiquesentes e avaliagdo microscopica dos

filmes

A analise de energia dispersiva de raio-X foi ugzata determinar a composicao elementar
dos filmes, principalmente com o intuito de confima presenca de atomos no aditivo misid)(
fracdo encapsuladMKE) e ndo encapsuladMK). A Figura 18 apresenta os espectros EDX dos
elementos, bem como as micrografias com as caistatas morfolégicas da superficie dos filmes,
onde é possivel analisar a distribuicdo das p#atcdo aditivo misto. Os espectros EDX
confirmam a presenca e a distribuicdo dos elememtadbono, nitrogénio, oxigénio, silicio,
enxofre, potdssio e cloro, que fazem parte da csip@po do flme. Destacam-se, picos maiores
para enxofre, cloro e silicio, que fazem parte dapwsicdo do aditivo, flme PVC e agente

encapsulante, respectivamente.
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Figura 18 - Perfil dos elementos que compdem cefik@l (a), F1 (b) e F2 (c), obtidos na analise
de MEV-EDX por separacéo de energia de raio X @ltados da anélise morfoldgica da superficie

obtida em imagens de MEV.
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As imagens obtidas por MEV da superficie da amsssagerem alteracdes na morfologia,
com o aumento da concentracdo do aditivo incorparas filmes. O filme FO1 (Figura 18a)
apresentou uma topografia mais transparente, sentkis homogéneo. Os filmes aditivados F1 e
F2 mostraram regides irregulares, devido a disg@mude particulas, particularmente em F2, onde
as distribuicdes foram mais irregulares. Porém foéwerificado imperfeicbes nos filmes como
furos e bolhas, bem como se pode observar pelamgrafias que as particulas ficaram bem
distribuidas por toda a superficie. Observa-se aliisente que o filme F2 apresenta maior
concentracdo de particulas em relacdo ao filmeeF&4 filme F1. Silveira et al. (2007) estudaram
o efeito da adicdo de acido sorbico e notaram gueentracdes crescentes do acido adicionado,
aumentaram o namero de cristais e falhas foramnadid&s na superficie. O mesmo ocorreu com
Pires et al. (2008), quando a adicdo de nisinafmataa: notaram a transparéncia do filme sem a
adicao, e as falhas estruturais com o aumentortzentracdo do produto de adi¢cao para os filmes.

Pode ser verificada a presenca de aglomerados itieoadke diversos tamanhos, apresentando
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algumas imperfeicdbes na superficie, provavelmerdasados pelo tratamento térmico na

termoprensagem.

5.6 AVALIACAO DO EFEITO ANTIESCURECIMENTO

5.6.1 Parametros de cor L*, a* b*

Os valores a*, b* e L* dizem respeito a coloracams grodutos, para se estimar o
escurecimento enzimatico. O valor de L* tem sidosiderado o melhor parametro de cor, pois
geralmente pequenas variagbes sao observadas nosesvale a* e b* (IYIDOGAN;
BAYINDIRLI, 2004).

A reducao na luminosidade indica perda de colorag@acteristica do produto, através da
verificacdo da aparéncia mais escura, indicandaeadueninosidade das amostras foi afetada pelas
condicbes deste estudo, assim quanto maior o \ddorL*, melhor, j& que menor é o
escurecimento. No presente estudo o decréscimoavaituado do valor de L* foi observado para
os tratamentos FC e FO1, variando em decréscin8 de55 e de 80 a 61, respectivamente. Nao
foi observada a mesma diminuicdo progressiva agolaio tempo de estocagem para as amostras
acondicionadas nos filmes F1 e F2, mantendo valoes elevados, sendo em decréscimo entre
80 a 74. A Figura 19 apresenta os valores de Iwidade para as magds minimamente

processadas nas condi¢cOes deste estudo.

Qi, et al. (2011), estudando o efeito de agentéesmurecimento e revestimento com
quitosana em macas minimamente processadas, eareontvalores de L* variando entre 75 a 60

a 4 °C durante 8 dias de armazenamento.

Eissa et al. (2006) utilizando metabissulfito delisbna inibicdo do escurecimento
enzimético em fatias de macés armazenadas emmddsréemperaturas (4 °C, 25 °C e 35 °C),
encontraram valores de L* variando entre 91,3 4 B@s diferentes temperaturas e concentraces

do aditivo ao longo do tempo.



Figura 19 - Valores de L* para macas minimamentegssadas acondicionadas nos filmes ativos
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(FO1, F1 e F2) e filme controle (FC), em funcadetapo e temperatura de armazenamento.
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Santos, Soares e Endo (2009), avaliaram os valeres de filme antiescurecimento a base
de celulose contendo L-cisteina nas concentracée2,s 5 e 10% ao longo de 8 dias em
armazenamento para macgas minimamente processadeari@acao entre os tratamentos foi de 78
para 71, ao longo dos oito dias de armazenameitOlieira et al. (2008) estudando embalagens
ativas contendo cisteina e sulfito na inibicAo drueecimento de macds minimamente

processadas, verificaram que o decréscimo maidusmn no valor de L* foi observado para o
tratamento controle (PVC), como observado nestalest
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A andlise de variancia revelou diferencas entretraamentos, sendo que apenas 0s
tratamentos F1 e F2 foram iguais entre si (p >0,65m relacdo ao tempo de armazenamento,
foram verificadas diferencas significativas (p &),@entre os tempos iniciais (zero e 4 dias), e o
tempo final (20 dias). O mesmo nao foi verificadogpa variavel temperatura (p >0,05), ou seja, a
amostra armazenada a 4 °C apresentou valores deni&lhantes as amostras armazenadas a 20
°C.

Com relacdo ao parametro a*, todos os tratamentesram entre si ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey. Este para@metimmportante para o estudo do escurecimento,
pois a cor marron resultante da presenca de makm@presenta uma combinacdo de verde com
vermelho (BARACAT, 2006). Um maior escurecimentoregpresentado por um tom mais

avermelhado, ou seja, maiores valores de a* (Figl)a

Os tratamentos com adi¢do A foram satisfatorios nesse aspecto, pois reduziraeior
de a* quando comparados ao filme controle. Ja @ardiferencas estatisticas entre as temperaturas
estudadas, verificou-se que 4° C diferiu de 16 B2@a mesma forma que 8 °C diferiu de 20 °C
(p <0,05). Entre os tempos, os tempos iniciaiso(eed dias) apresentaram diferenca significativa
dos tempos finais de armazenamento (20 dias).
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Figura 20 - Valores de a* para macas minimamerdgegasadas acondicionadas nos filmes ativos

(FO1, F1 e F2) e filme controle (FC), em funcadetapo e temperatura de armazenamento.
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Com relacao ao parametro b, (Figura 21) os trattoadfil e F2 diferiram do FC e FO1. Os
valores situaram-se na faixa positiva e tendenda pamarelo, cor caracteristica da maca. Para a
variavel temperatura, diferem entre si: 8 °C e@2i& 16 °C e 20 °C (p <0,05). Com relacdo ao

tempo, o tempo inicial é diferente de todos os deempos (p <0,05).
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Figura 21 - Valores de b* para macas minimamentegssadas acondicionadas nos filmes ativos
(FO1, F1 e F2) e filme controle (FC), em funcadetapo e temperatura de armazenamento.
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Lee et al. (2003) avaliaram o efeito antimicrobiaecfiimes comestiveis contendo agentes
antiescurecimento contendo &cido citrico, ascorkiamxalico em diferentes concentracdes para
estender a vida-de-prateleira de macés minimanpotessadas e encontraram entre -5,0 e -1,0

para os valores de a* durante 14 dias de analisa@sdg armazenadas a 3 °C. Ja os valores de
L*variaram entre 80 a 71 nas mesmas condi¢des.

Fagundes (2009), avaliando parametros fisico-quisntto processamento de macgés Gala
minimamente processadas, encontrou valores de bbdaodurante o armazenamento em
temperaturas de 2 °C, 5 °C e 7 °C. Valores médidgndinosidade variaram entre 77 e 78, a* entre

-3,9 a-2,8 e b* entre 22 e 25, proximos aos emados neste estudo.
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Haminiuk et al. (2005) avaliou o efeito do prédraento com bissulfito de sédio 0,25% no
escurecimento de macas gala e encontrou valoresatgre 31 e 36, valores de L* entre 93 a 61 e
a* entre -0,45 e 0,99, sendo ainda o tratamento roaior aceitacdo no teste de analise descritiva

quantitativa.

5.6.2 Diferenca de cor

A ruptura celular através do corte de frutas é aes@vel pela liberacdo do conteudo
intracelular, tais como enzimas, que podem ter mpacto negativo sobre a qualidade de macéas
minimamente processadas, afetando a cor do prodHYENAINEN, 1996). A cor € um
parametro de qualidade critica de macés cortadapagem limitar a vida atil consideravelmente
(ROCHA; MORAIS, 2003).

O monitoramento da diferenca de cor durante a délprateleira € de grande importancia,
em virtude de sua relacao linear com a formacagpigimentos escuros, sendo importante para
avaliar as modificacdes de cor causadas pela rededescurecimento. O aumento total da
diferenca de cor significa que o produto perdeuockracdo caracteristica da amostra inicial
(YAMASHITA et al.,, 2006). A Figura 22 mostra as eléncas de cor ao longo do tempo de

armazenamento para as temperaturas deste estummeesisdo dos parametros L*, a* e b*.

Portanto, assim como observado para luminosidadmoedenadalE sofreu influéncia
simultdnea do tempo e da temperatura, resultardesea;do de escurecimento enzimatico (p
<0,05). Com relacao aos tratamentos, foi possielicar que os filmes F1 e F2 reduziramg,
ja os filmes FC e FO1 foram menos efetivos, aptagseilo um aumento significativo (p < 0,05) nos
valores deAE a qual é um reflexo da perda de coloracéo ofligim@roduto. O tratamento controle
(FC) apresentou os maiores valores para a vardge&or. A Figura 22 mostra que a variagao de
cor foi de zero até 32 para o tratamento FC e de a& 13 para o tratamento F2, estando os

resultados dos filmes FO1 e F1 dentro destes wmitesyv
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Figura 22 - Resultados da diferenca de &i)(de macds minimamente processadas entre 0s

tratamentos (FO1, F1 e F2) e filme controle (F@¥ temperaturas e tempos de armazenamento.
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Santos, Soares e Endo (2009) avaliaram a diferdageor de filme antiescurecimento a
base de celulose contendo L-cisteina nas concéesate 2,5%, 5% e 10% ao longo de 8 dias em
armazenamento para macas minimamente processamayaores para todos os filmes ativos

foram menores do que 10, até o oitavo dia de amaazento.

Eissa et al. (2006) utilizando metabissulfito dedigbéna inibicdo do escurecimento
enzimatico em fatias de macas armazenadas em rddsréemperaturas (4, 25 e 35 °C),
encontraram variagées de cor muito proximas as destudo, onde para o tratamento controle

variou de 28,2 a 32,7 e para os tratamentos comteredabissulfito de sédio de 13,5 a 19,5. A
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Figura 23 apresenta os valores de cor RGB, codwesrty partir dos parAmetros meédios de L*, a*,

b*, em macds minimamente processadas entre osngatas nas temperaturas e tempos de

armazenamento.

Figura 23 - Valores de cor RGB em macas minimampraeessadas entre os tratamentos (FC,

FO1, F1 e F2, nas temperaturas e tempos de arnmagetta
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A Figura 23 indica que as varia¢des de cor e asmdade de cor RGB foram maiores na
medida em que ocorreu 0 aumento da temperaturadengm de estocagem. A intensidade de cor
foi maior para o flme FC e mais clara para o filf2, indicando um efeito inibidor do
escurecimento pela acdo do aditivo. Os resulta@losgnfirmados pela Figura 24, que apresenta

os resultados do efeito antiescurecimento nas mapdisnamente processadas envolvidas nos
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filmes acondicionadas a 4 °C com 16 dias de estotaGomo podem ser observados visualmente
através da Figura 24, os filmes ativos contendoomaoncentracdo de aditivo (F1 e F2)
apresentaram acao antiescurecimento superiorlaeesfFC e FO1, enquanto o filme F2 preservou
a coloracéo inicial da maca.

Figura 24. Resultados do efeito antiescurecimesmtdilthes controle (FC) e filmes ativos FO1
(0.1%), F1 (1.0%) e F2 (2.0%) armazenados a 48nC X6 dias de estocagem.

Son et al. (2001), avaliaram o efeito inibitério d&rios agentes antiescurecimento em
fatias de macéd e destacaram diversos agentescaméieisnento, que mostraram-se satisfatorios
com relagdo a cor das amostras, entre 0os quaig éxdlico, acido oxalacético, acido ascorbico,

cisteina, acido kojico e hexil-resorcinol.

5.6.3 indice de escurecimentd )

Em relacdo a cor das amostras de macéd, avaliattaspea analise de variancia revelou
diferencas significativas entre os tratamentos %), sendo F1 e F2 estatisticamente iguais,
diferindo dos demais (FC e FO1) pelo teste de Tu&e$% de significancia. Referente a
temperatura, esta ndo interferiu no indice de estuento, ja que ndo foram encontradas
diferencas significativas (p >0,05) entre as cabelicde estocagem testadas. No entanto, verificou-
se a influéncia do tempo sobrétbem que o tempo zero (inicial) e 20 dias (finafgdam uns dos
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outros. A Figura 25 mostra a superficie de respoatalE em relacdo aos tratamentos, efeitos da

temperatura e do tempo de armazenamento.

Podem ser observados na Figura 25 que os valet&sforam maiores para os filmes FC e
FO1, associados com o tempo de estocagemE nzimético depende de varios fatores,
principalmente do conteido de compostos fendlicak dipo de polifenoloxidase presente na

célula.

Eissa et al. (2006) avaliaram o agente sulfito aias de macas armazenadas em diferentes
temperaturas. Eles observaram que as concentraadesvez maiores do aditivo promoveram
diminuicdo do escurecimento das amostras. Da mdemaa, 0s autores descobriram que o
mesmo efeito foi proporcional ao aumento dos valdeeL* em todas as temperaturas. Oliveira et
al. (2008) estudaram a utilizacao de sulfitos erbaagens ativas, verificando uma tendéncia para
reduzir olE em filmes contendo 1% de sulfito em amostras dedngaobservaram que mesmo
abaixo de 4 °C, a enzima ainda exibia atividadéicamdo que a reacdo de escurecimento nao
poderia ser eliminada completamente somente parcapgtm a baixa temperatura. Estudos
realizados por Janovitz-Klapp et al. (1990) moatrarque, na mesma concentracéo (1%), o
bissulfito demonstrou maior eficiéncia na inibigiiescurecimento em macas, seguido de cisteina
e acido ascorbico. Os autores atribuem isso aodtque o bissulfito afeta diretament®RO,
engquanto que a cisteina reage comuinonas formando produtos que inibem de formasmai

branda a reacdo enzimatica.

Um aumento do efeito inibitério de escurecimentdeaser visto como um aumento da
concentracdo do agente no filme (F1 e F2). No émtaleve-se considerar que a taxa de libertacao
da embalagem € dependente de varios fatores,ndolw tempo de armazenamento, temperatura,
e 0 encapsulamento do aditivo, o que pode reseitavariagbes nas percentagens de inibicao

durante o armazenamento.

Com relacao a variavel tempo, os tempos zero aféfirdm entre si e de todos os tempos
(p <0,05), sendo possivel observar que o indicesdarecimento foi aumentando com o periodo
de estocagem, condi¢cdo observada também com arsompe ja que variages foram verificadas.

Para o filme FC, @ atingiu valores de cerca de 90% durante o temprmazenamento,

enquanto FO1, mostrou niveis proximos de 70% pataraperaturas e tempos maiores e (20 °C e
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20 dias), indicando a acgdo de efeito antiescuretimmembora em menor intensidade. Os melhores

valores delE foram encontrados para as amostras embaladas emFRE1 que foram de 60% e
50%, respectivamente.

Olivas et al. (2007), utilizando revestimento cotive$ contendo alginato em macéds Gala
minimamente processadas e submetidas a trataméntauicd, obtiveram apdés 8 dias de
armazenamento a 5 °C com o uso de cloreto de caésaltados com 20% menos do que o
escurecimento macas de controle. Um indice de esouento de 45% foi obtido para as macas

nao revestidos mas tratadas térmicamente, aprasentaaior indice de escurecimento do que
agueles sem tratamento térmico.

Figura 25 - Superficies de respostas para o pamartetem funcdo do tempo e temperatura de
armazenamento para os tratamentos FC, FO1, F1 e F2.
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Fagundes (2009), avaliando parametros fisico-quisntto processamento de macgés Gala
minimamente processadas, analisou valores de ctdaollurante o armazenamento em
temperaturas de 2 °C, 5 °C e 7 °C durante 11 eieeentrando valores medios e entre 29 a
37%. Ja Perez-Gago, Serra e Rio (2006), encontracas resultados com aplicacdo de 1% de
acido ascérbico em macas minimamente processaalden deliciousirmazenadas a 5 °C por 13
dias, onde os valores dE variaram entre 30 e 32%, todos inferiores aosdobtneste estudo,
(entre 28 a 90%) nos diferentes tratamentos, cersido as diferentes condicdes de estocagem,

embalagens e do sistema de acondicionamento.

5.6.4 Percentual de inibicdo do escurecimento

A Tabela 11 apresenta os resultados do efeitoxatéinte dos filmes ativos na inibi¢do do

escurecimento enzimatico quando comparados colme tiontrole.

Tabela 11 - Resultados do percentual de inibicAesdoirecimento enzimatico dos filmes ativos
FO1, F1 e F2 contra macas minimamente processadandi¢cdes de estocagem.

Temperatura FO1 F1 F2
(°C)
4 28,25 + 17,7% 79,23 +17,18° 79,53 +6,77%
8 63,3 + 4,92 71,23 +0,95 % 74,64 + 4,62°°
12 58,06 + 16,4° 86,17 + 8,37 76,50 +1,7 ¥
16 62,46 + 8,28° 77,46 + 9,02 75,96 + 1131 P
20 66,6 + 5,89 °° 78,19 + 12,57° 75,38 +8,1 @°

*Letras minusculas iguais na mesma coluna naoafifesignificativamente entre si ao nivel de 5%
de significancia pelo teste de Tukey para o panénteimperatura.

**|_etras maiusculas iguais na mesma linha néo éifesignificativamente entre si ao nivel de 5%
de significancia pelo teste de Tukey para o panéntempo.

O percentual de inibicdo variou mais efetivamente amostras armazenadas em
temperaturas mais elevadas, atingindo valores ipiasi@&a 80%, sendo resultados importantes para
produtos nao tratados termicamente. Com relacdo te@amentos, podem ser verificados
percentuais de inibicdo inferiores para o filme [EOhais elevados para F1 e F2, os quais foram

muito proximos entre si.
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Este resultado foi semelhante ao encontrado psafeisal. (2006) utilizando metabissulfito
de sodio (0,05 mg) na inibicdo do escurecimentangitico em fatias de macas armazenadas em
diferentes temperaturas (4, 25 e 35 °C), onde @epieiais de inibicdo foram de 80, 76,8 e 74,8%,

respectivamente para essas temperaturas.

lyidogan e Bayindirli (2004), estudaram o efeita d-cisteina, acido kojico e 4-
hexilresorcinol para inibir o efeito enzimatico eocos de maca e encontraram um percentual de
inibicdo de até 89,2% com 24 horas de armazenanmamde o uso da combinacdo de agentes anti-
escurecimento reduz as concentragdes requeridas équmportante para as propriedades
organolépticas do suco.

Santos, Soares e Endo (2009), avaliaram o perderdea inibicdo de filme
antiescurecimento a base de celulose contendotéif@asnas concentracdes de 2,5, 5 e 10% ao
longo de 8 dias em armazenamento para macas migntarprocessadas e para o filme contendo
10%, atingiu percentuais de inibicdo acima de 6@8w0asexto dia de armazenamento. Os autores
Crumiére (2000) e Eissa et al. (2006), avaliararef@to de cisteina e sulfito em macas, e
mostraram um efeito inibidor sobre RPO, a medida que a concentracdo dos agentes foi

aumentada.

O filme de PVC apesar de ndo possuir barreira asga®omo o oxigénio, ainda assim,
contribui para a reducado da atividade enzimatioaygvelmente por dificultar o contato do sitio
ativo da enzima com o oxigénio, o0 que mostra g g®limérico pode exercer um efeito

complementar na inibicdo do escurecimento enzima@LIVEIRA et al., 2008).

5.7 AVALIACAO DO EFEITO ANTIMICROBIANO

Os VMP sao produtos altamente pereciveis e sua vidaligtitada em poucos dias,
variando de 5 a 7 dias (SANTOS et al., 2010). Aler Artés (2003) citam que sua vida util
limitada, que é geralmente ndo mais de 8 dias,dpuammazenado em condi¢cdes adequadas. No
Brasil, a temperatura maxima de armazenamento mudenla nos rétulos d&MP é de 7 °C, que
€ o suficiente para manter a qualidade e segurdngaprodutos processados sob rigorosas
condicOes de higiene durante pelo menos 6 diasefa periodo de vida atil comum desses
produtos no pais (MAISTRO et al., 2012).



99

Este periodo é condicionado a populacdo microbicddg devido a baixa temperatura de
armazenamento, acaba sendo dominada por microismyas psicrotréficos (ORDONEZ, 2005;
ZAGORY, 1999). Convenciona-se que acima de 6 cidgaritmicos o produto j4 ndo apresenta
qualidade para consumo. Lee, Park e Choi (2008tara que substancias toxicas podem ser
produzidas quando contagens microbiolégicas excély UFC.G. As legislacbes da Franca e
da Alemanha, admitem limites de 7,7 log UFEeya legislacdo japonesa até 5 log UFCpgra

contagem total de micro-organismos psicrotrofi@&SNTOS et al., 2010).

A analise de variancia para o0 parametro numero alwesiventes indicou que 0s
tratamentos FC e FO1 séo iguais entre si (p >0aiBsentando populagbes maiores. No entanto,
eles sao diferentes de F1 e F2, que também sdertds entre si (p <0,05), os quais apresentaram

um menor nimero de sobreviventes, indicando a itApoila da concentracédo de aditivo.

Considerando-se o efeito de diferentes temperatsodse 0 crescimento microbiano,
verificou-se uma forte influéncia sobre a taxa gsadmento (p <0,05). Amostras dos tratamentos
F1 e F2, armazenadas a temperatu?@ 4presentaram valores inferiores a 6 ciclos ltgads
durante todo o periodo de armazenamento (20 dids)a temperatura de 8 °C, o limite maximo
aceitavel encontrado até 12 dias de armazenanm@ei@mleceu apenas para o F2. Todos os demais
tratamentos apresentaram valores superiores nesteata a temperatura de 12 °C, o F2 manteve
este ciclo com apenas 8 dias, neste mesmo perioB&,0F01 e F1 apresentaram valores
superiores. Na temperatura de 16 °C, ja no quatdelestocagem, os valores estavam acima de 6
ciclos de log, 0o mesmo observado com 20 °C. Led, é*&hoi (2003) encontraram resultados mais
baixos para macas variedade Fuji armazenadas aldr@@te 2 semanas, que nao excederam 4 log
UFC.g"

Com excec¢ao de 16 °C e 20 °C; estas duas tem@erai@io apresentavam diferencas entre
si na taxa de crescimento. E possivel afirmar quaumento da temperatura, favoreceu o
desenvolvimento dos psicrotroficos. Estes dadodeeciam que temperaturas superiores a 5 °C
favorecem o crescimento desses micro-organismaos, sggundo Ahvenainen (1996), sdo os
deteriorantes de ocorréncia natural nos alimemrogjerados, apresentando vantagem competitiva
sobre muitos patégenos.

Ja para a analise dos tempos de armazenamentemp®d finais 12 até 20 dias de

estocagem, também ndo apresentaram diferenca icagnd (p <0,05). O tempo de
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armazenamento também influenciou o desenvolvim@gomicro-organismos até ao décimo
segundo dia, o que pode ser um fator associadoactase estacionaria do ciclo de crescimento,

apos esse periodo.

A Tabela 12 e a Figura 26 reforcam os resultadosndéise de variancia, uma vez que 0s
resultados mostram que aumentando a temperatwen@otde armazenamento, o aumento da
populacdo microbiana. O crescimento dos psicrawéffoi elevado variando de 2,1 (tempo zero) a
8,2 log (tempo 20 dias) entre os tratamentos, éenegites temperaturas, sendo superiores para 0s
filmes FC e FO1.

Lee et al. (2003) avaliaram o efeito antimicrobiaecfiimes comestiveis contendo agentes
antiescurecimento contendo acido citrico, ascorkicaxalico em diferentes concentracdes para
estender a vida-de-prateleira de mac¢as minimanm@otessadas e encontraram ap0s 14 dias de
estocagem a 3 °C contagem de psicrotréficos acen@ kbg de UFC.§ limitando em até duas

semanas a vida-de-prateleira do produto.

Endo et al. (2008) estudaram filmes ativos na awagséo de batatas minimamente
processadas, onde encontraram para psicrotrofis9 dias de armazenamento de 4,6 (controle) a
5,4 ciclos logaritmicos. Ja Silva, Soares e Garaldi2003) encontraram cerca de 8 ciclos
logaritmicos (UFC.g) para psicrotréficos em mandioca minimamente msmea acondicionada

em diferentes embalagens aos 12 dias de estocagierfCa

De acordo com Brackett e Splittstoesser (2001), wegetais frescos, a populacéo
microbiana pode apresentar uma grande variagca® ancbontagem total de micro-organismos
psicrotréficos podem atingir valores tdo altos doa® log UFC.g. Fatores de qualidade de
vegetais minimamente processados sao afetadodtadesuna rejeicdo do produto, quando as
contagens microbiolégicas sd@o na maioria dos cadegadas (entre 7 e 8 log UFC)g
(RAGAERT et al., 2007)Neste estudo, os valores maximos estiveram préxidadlog UFC.4J.
Esses micro-organismos fazem parte da microbiataaice tém pouca relagdo com a qualidade ou
a seguranca da matéria prima, por isso, a legslbgdsileira ndo estabelece limites. Entretanto,
esta microbiota participa ativamente da deteriarad@ frutas e hortalicas, sendo estas reacdes
mais acentuadas em vegetais minimamente process#elodo a presenca de tecidos lesados e
maior teor de umidade (SANTOS et al., 2010).
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Figura 26 - Superficies de respostas para o pardmémero de sobreviventes (log UFE).@m
funcdo do tempo e temperatura de armazenamentoparaamentos FC, FO1, F1 e F2.
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Foi possivel avaliar a reducdo decimal do cresdinaios psicrotroficos entre os
tratamentos, especialmente comparando-se o filmar-&lacdo ao FC, onde ao longo do periodo

de armazenamento apresentou uma reducao decimallehe 1,6 log (Tabela 12).
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Tabela 12 - Enumeracéo da populacdo microbianallég.g') em magcés minimamente processadas para os fil@e§®, F1 e F2, nas

diferentes condi¢cbes de armazenamento.

Temperatura Filmes Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16 Dia 20
Pop MO*tdp Red*. Pop MO xdp Red. Pop MO +dp Red. Pop MO +dp Red. Pop MO +dp Red. Pop MO +dp  Red.
4°C FC 2.44 +0,168" - 4.8%005% - 5.190,10% - 6.04:0,06%° - 6.95:0,14% - 7.23+0,07 -
Fo1 2.15:0,27* -0.29 4.66:004% -0.23  5.09:0,05° -0.10  6.000,05%" 0.04 6.94000%  -0.01  7.04x0,07¢ -0.19
F1 2.47+0,04* 0.03 3.37:008° -1.52  4.28:00 -0.91  5.1620,0F" -0.88 6.15:01FF  -0.80 6.17:0,04F -1.06
F2 2.42 +0,18" -0.02 3.2%006%  -1.62  4.14:00F° -1.05  4.98+0,04° -1.06  5.90:0,08f  -0.94  6.00+0,04F -1.23
8°C FC 2.5£0,17" - 5.56:038" - 6.55:0,05"° - 7.23:0,04°° - 7.43:007° - 7.96+0,11° -
Fo1 2.29+0,14* -0.21 5.6%013" 0.11 6.62:016°  0.07  7.140,04"° -0.09 7.25:018%  -0.18  8.16:0,11F 0.20
F1 2.67+0,13* 0.17 3.68009"® -1.88  5.280,08° -1.27  6.410,01"° -0.82 6.21:017%F  -1.23  6.34+0,09*F -1.62
F2 2.55+0,19* 0.05 3.69+01F® -1.87 54800 -1.07 6.00:0,04"° -1.18 6.51:01FF  -0.92  6.45+0,09F -1.51
12°C FC 2.49+0,09" - 6.79+0,01° - 7.020,05¢ - 7.33+0,05° - 7.450,04% - 8.20+0,14F -
Fo1 2.16+0,08* -0.33 6.22001® -057  7.2%004°  0.23  7.430,03° 0.10 7.25:008¢  -0.20  8.08:0,04F -0.12
F1 2.3240,14*  -0.17 6.04009®  -0.75  6.74:006° -0.28  7.02+0,0F° -0.31 6.720,16F  -0.66  6.910,11F -1.29
F2 2.16+0,11** -0.33 5.06:0,02® -1.73  5.84006° -1.18  6.68+0,1F° -0.65 6.64:031F -0.81  6.86+0,08F -1.34
16°C FC 2.53+0,15% - 7.09+0,0°°%® - 7.52:0,03%%¢ - 8.13:0,13%° - 8.21:0,03°F - 8.07+0,05F -
Fo1 2.47+0,14% -0.06 6.480,01° -0.61 7.43+0,08%  -0.09  8.04+0,05C -0.09 8.29:0,07 -0.08  7.930,00%¢ -0.14
F1 2.40 +0,17%* -0.13  6.180,04°® -0.91 6.790,20%¢ -0.73  7.1Q:0,02°° -1.03  6.820,10°F -1.32  6.89:0,16°F -1.18
F2 2.50+0,14° -0.03 5.95:0,1F" -1.14  6.25:0,0F% -1.27  7.06=0,04°C -1.07 6.83:01F% -1.38  6.7%0,14°F -1.28
20°C FC 2.64+0,05"% - 7.34+0,04® 7.87:0,06 % 8.34:0,00%° - 8.47+0,03% 8.110,16F -
FO1 2.50+0,19" -0.14 6.46:0,1® -0.88  7.49:001 -0.38  8.330,20%° -0.01 8.120,02%  -0.34  8.04:0,0¢&"F -0.07
F1 2.52+0,19" -0.02 6.220,10%® -1.12  6.67:0,07° -1.20  7.230,12%° -1.11  7.04:014%  -1.43  7.07+0,05°F -1.04
F2 2.63+0,12 -0.01 5.92:00d® -1.42  6.28002% -159  6.8%0,05%° -1.45 6.7%0,18%F  -1.68  6.710,13° -1.4

* Pop MO=dp: populacdo microbiana em log (UF€).g desvio padrao.
Red.: reducao decimal da populacdo microbiana
Letras minUsculas iguais na mesma coluna nao difeignificativamente entre si ao nivel de 5% daifitfincia pelo teste de Tukey para o
parametro temperatura.
Letras mailsculas iguais na mesma linha nao difesigmificativamente entre si ao nivel de 5% de ificfincia pelo teste de Tukey para o

parametro tempo.



103

Dipersio et al. (2004) avaliaram o efeito antimimemo da adicdo de metabissulfito de
sédio na conservacdo de péssego desidratado, pegdugdo do crescimento dasteria
monocitogenesonde foi possivel reduziu em 1,5 a 2,0 log a fagdo, com relacdo ao
tratamento controle. J& Muriel-Galet et al. (20E3tudando o efeito antimicrobiano de filmes
incorporados com diferentes 6leos essenciais pamgecvacdo de vegetais minimamente
processados, encontraram para psicrotroficos ustianento de 4,41 a 5,98 log no primeiro e
oitavo dias de armazenamento entre os tratamesdosuma reducao decimal de 1,2 log com
adicdo de citral 5%. Os demais tratamentos e otragdes de 6leos ndo apresentaram reducao
decimal superior a 1,0 log. De acordo com Abadiasl.e(2008), os psicrotréficos podem
crescer durante a comercializacdo em frutas frestasmamente processadas e quando
produtos embalados ndo sdo armazenados a tempdratkas, que sdo as mais recomendadas

(normalmente entre 1 e 5 ° C).

Macas minimamente processadas tém uma vida corneraisa curta do que na fornira
natura causando um aumento da susceptibilidade a detefio microbiana, que € estimulado
pelo ferimento do tecido (OLIVAS et al., 2007). Rese considerar que é esperado um maior
efeito antimicrobiano nos testasvitro do que nas condi¢cdes praticas, ou seja, no cod#ato
embalagem com o alimento, uma vez que nestas émsl&xiste a interacdo entre o filme, o

agente ativo e a matriz alimenticia.

Como a temperatura € um fator extrinseco que afetascimento de micro-organismos
(JACXSENS et al. 2002; CHURCH; PARSONS, 1995), éilf@ente observado que os
melhores valores de reducdo da carga microbianaeram nas temperaturas mais baixas, de
modo ascendente (4 ° C a 20 ° C). A temperatueardazenamento de 8 °© C por até seis dias é
recomendada para manter a qualidade e segurarsgsgesdutos (MAISTRO et al., 2012). No
estudo corrente, considerando-se a cinética dgdedia carga microbiana sob as temperaturas
de 8°C e 12°C, o filme FO1, ndo reduziu a pog@d microbiana de pelo menos um ciclo de
registo em relagao ao controle, durante 20 diasstiecagem. No entanto, os filmes de F1 e F2
promoveram esta reducdo média de um ciclo logaritiao longo do tempo de armazenamento
(Tabela 12).

O fator limitante da vida de prateleira de produtogicolas minimamente processados
MPV é a carga de micro-organismos psicrotroficog deve ser mantida baixa, uma vez que as
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substancias téxicas podem ser produzidas quand® \edbr ultrapassa esta contagem
microbiolégica (LEE et al. 2003 ). No quarto diaetocagem, os resultados do presente estudo
demonstram que as condicbes de armazenamento daxame O crescimento de micro-
organismos em macés embaladas em FC que ja n&pisiopara o consumo (6 log UFé).g
Filmes F1 e F2 mantiveram a qualidade microbiolbgceitavel para até oito dias, o que
representa um aumento de duas vezes na vida ddepeaide macas armazenadas a 8 °C em
comparacdo com o controle. Para as condi¢cdes dazamamento de 12 °C, a qualidade

microbioldgica foi mantida apenas para o filme bERadte 8 dias de estocagem.

Uma reducao na populacdo microbiana, em todasradicbes de armazenamento para
os diferentes tratamentos pode ser observada. Adasigdio do aditivo mistoAM) (50% MK,
50% MKE), adicionado a filmes, € o responsavel por estepootamento. Assume-se que a
fracdo deMK sofre dissociacdo imediatamente, gerando efeitimm@&nobiano nos primeiros
dias de armazenagem, enquanto que a fracédo erma@sdévido a matriz de silica, necessita de
mais tempo para gerar efeitos (CAPELETTI et al.)1 mantendo-se o efeito de reducéo

durante mais tempo, de forma semelhante ao efeiimsaurecimento.

5.8 ENERGIA DE ATIVACAO Ea) SOBRE O EFEITO ANTIESCURECIMENTO E
ANTIMICROBIANO

A energia de ativacdoEf), obtida pela equacdo de Arrhenius, € um parametro
importante para correlacionar a influéncia da taatpea sobre as velocidades de degradacgao
enzimatica e microbiolégica. Aa mede a variacdo da energia potencial de um par de
moléculas necesséria para iniciar o processo deecsio de um par de moléculas reagentes em
um par de moléculas de produtos (LEHNINGER et18I95).

A Figura 27 apresenta os parametros cinéticosltdleem funcdo do tempo de
armazenamento nas cinco temperaturas deste estu@ 12, 16 e 20 °C) e o logaritmo da
constante de velocidade em funcdo do inverso depemtura absoluta para todos os
tratamentos, com as constantes das taxas de rajagimdas em funcéo da temperatura com o0s
respectivos coeficientes de determinacao (R). Glteekd mostra que Ba foi maior para o F2,

o que confirma uma velocidade de degradacdo erizen&enor para este tratamento,

indicando o efeito inibitério do filme ativo. Ossrdtados da andalise de variancia e teste de
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Tukey ao nivel de significancia de 5% indicam geevalores ddca para o parametrtE dos
filmes FC e FO1 séo iguais (p >0,05), mas difereet&1l e F2, os quais também diferem entre
si (p <0,05).

Os valores dé&a determinados para os diferentes tratamentos levamdconsideragéo

as cinco temperaturas de estocagem (4 °C, 8 °CC126 °C e 20 °C) sobre o parametro
crescimento microbiolégico sdo apresentados nar#&ig@8, que representa o logaritmo da
constante de velocidade de crescimento microbioddgim funcédo do inverso de temperatura
absoluta para todos os tratamentos. Também séseapadas as constantes das taxas de reacao
ajustadas em funcdo da temperatura de armazenare@micos respectivos coeficientes de
determinacdo (R). Para o efeito antimicrobiano,nalise de variancia mostrou diferenca
significativa (p <0,05) e revelou que F2 difereFf& mas € igual a FO1 e F1 (p >0,05), uma vez
que os tratamentos de FC, FO1 e F1 s&o estatistntangual entre si.

O crescimento microbiologico foi maior no FC, oradea foi menor, e o crescimento foi
menor para as amostras acondicionadas no filmerk® aEa foi maior. Quanto maior E&a,
mais dificil de a reacdo ocorrer, ou seja, no filF2e ocorreu inibicdo do crescimento, a reacéo
de crescimento microbiologico foi mais lenta, o gudica que o filme ativo F2 apresentou
maior efeito antimicrobiano, com velocidades des@raento e/ou degradacdo microbioldgica
menores. A Tabela 13 apresenta os resultados das@@os cinéticos dea e Coeficiente de
determinacdo (R) para efeito antiescurecimento tenmmobiano em macads minimamente

processadas.

Pode ser verificado que EBa aumentou proporcionalmente a concentracdo dovaditi
incorporado nos filmes, indicando que a quanto meatea, mais lenta a taxa de reacao, isto €,
as alteracbes sdo menores e mais dificeis de o¢bEEININGER et al., 1995), mostrando a
influéncia da temperatura sobre as velocidadesatges enziméticas e microbiolégicas. Ao
contrario, quanto mais baixa for a Ea de uma reagac elevada sera a velocidade da mesma,
tanto para o crescimento microbiano, quanto pareeagdes de escurecimento. Os vegetais
minimamente processados exibem maior sensibilidatesmperatura, alterando a dga em
comparagcdo com produtos in natura. Assim, a escdthanateriais de embalagem deve
considerar esta sensibilidade aumentada (JACXSERIS2000).



Figura 27 - Parametros cinéticos e gréafico de Andeedo indice de escurecimento em funcéo
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do tempo e temperatura de estocagem para os tratmfeC, FO1, F1 e F2.
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Figura 28 - Parametros cinéticos e grafico de Ardeedo nimero de sobreviventes em funcao
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do tempo e temperatura de estocagem para os tratmfeC, FO1, F1 e F2.
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Tabela 13 - Parametros cinéticos de Energia dagito/Ea) e Coeficiente de determinacao (R)
para efeito antiescurecimento e antimicrobiano emas minimamente processadas.

Efeito antiescurecimento Efeito antimicrolman
Filmes Ea (kcal.mol") R Ea (kcal.mol") R
FC 4,96+1,88 a* 0,964 0,81+0,36 a 0,839
FO1 6,40£2,55 a 0,668 0,84+0,25 ab 0,679
F1 13,51+2,47 b 0,711 0,98+0,72 ab 0,844
F2 21,09+4,69 c 0,873 1,73£0,27 b 0,800

* Letras iguais na mesma coluna nao diferem eni@e sivel de 5% de significancia pelo teste

de Tukey.

A magnitude da energia de ativacdo € uma indicagdmfluéncia da temperatura de
cada uma das barreiras de processo. Quanto mE@rraaior é a dependéncia da temperatura
para a reacdo ocorrer (ULLOA et al., 2009). Os nussrautores estudaram o efeito de
diferentes aditivos, incluindo o bissulfito de sbda estimativa de difusividade dos mesmos em
fatias de manga e encontraram uBzede 4,88 kcal.mél para o bissulfito de sédio, indicando a

dependéncia da temperatura na difusividade dovaditi

A Ea de frutas e hortalical; natura varia de uma faixa de 6,9 a 22,2 kcal.hol
(EXAMA et al., 1993). Alguns valores dea encontrados no presente estudo foram menores,
como ja era esperado, uma vez que sao produtomarmente processados, que apreseiam
menores do que produtos natura Produtosin natura apresentamEa maiores que
correspondem a velocidades menores de reacfes eoosjuminimamente processados,

considerando que quanto maior o valoE@emenores séo as taxas de reacoes.

Verificou-se que os valores de energia de ativag@ontrados nos tratamentos F1 e F2
sobre o efeito antiescurecimento, sdo compativeis as alteracdes de cor em produtos
alimenticios. Moura et al. (2007), estudaram atwadale degradacdo enzimatica de maca passa
armazenada em filme de polietileno nas temperatigas, 25 e 35 °C e a degradacéo de cor
apresentou uma energia de ativacdo de 7,6 kcal.mol

Luo e Barbosa-Canovas (1997), estudaram o efeithesanrecimento de 4-

hexilresorcinol em combinacédo com acido ascorbiareacas gala e outras cultivares de macas
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e utilizaram os parametros L* e a* para o estud&aaonde encontraram respectivamente para
L*: 12,2, a*: 12,3, indicando a dependéncia da terajura nas reacbes de escurecimento

enzimatico, semelhante ao observado neste estud@pélmes F1 e F2.

Em trabalho realizado com puré de manga tratadifeeentes temperaturas, Ahmed et
al. (2002) encontraram energias de ativacéo eno ten36,79 kcal.mdl para a degradacéo da
cor total (L*,a*, b*). Os mesmos autores encontrapara puré de mamao tratado termicamente
uma energia de ativacdo de 32,59 kcal’hpaira a degradac&o da cor, todos os valores maiores
do que os encontrados neste estudo, indicando andépcia da cor com o efeito da

temperatura.

5.9 AVALIACAO DOS INDICES DE QUALIDADE

5.9.1 Perda de massa

Fatias de macgas expdem o tecido sem casca parenbrarnde com umidade relativa do
ar, e fazem com que ocorra perda de peso subdté@tet al., 2011). Nesse estudo, de maneira
geral, é posivel afirmar que a perda de massafétada pelos tratamentos, pelo periodo de
armazenamento e temperatura, conforme podem servaldas as superficies de respostas da

Figura 29.

Através da analise de variancia foi verificado gugatamento F2 difere de todos os
demais, onde os maiores valores de perdas de ni@assa encontrados (até 6,7%). Os
tratamentos: FC e FO1 sao iguais entre si, ongeraas de massa foram menores, sendo para o
filme FO1 de 3,7% e para o filme controle, 2,4%.fidses FO1 e F1 (que apresentou até 4,8%

de perda de massa) também nao diferem entre $velade 5% de significancia (p >0,05).

Os resultados verificados neste estudo, onde a@amapele peso foram maiores para as
magcas acondicionadas nos filmes contendo maiorectragdo do aditivo estéo relacionados
com o0 aumento da permeabilidade desses filmes,itpanmaior perda de massa do produto

com relacdo ao controle.
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Figura 29 - Superficies de respostas para o pardpetda de massa (PM) em funcdo do tempo
e temperatura de armazenamento para os tratanteié1, F1 e F2.
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Olivas et al. (2007) revestindo macas gala commatgi encontraram perdas de massa
maiores. Apos 2 dias de armazenagem, as macasoleoiigem adicdo de revestimento)
perderam cerca de 20% de seu peso e macas resasiidaalginato, 7% e com 10 dias esses
valores chegaram a 31,4 e 17,8%, respectivamenmtet . (2011), utilizando quitosana no
revestimento de macas minimamente processadasravalias perdas de massa, onde apos 2
dias de armazenamento, as amostras controle afaesarl9% de seu peso, enquanto as macas

revestidas perderam 14,3% de seu peso, valoresipgeniores aos encontrados neste estudo.

Foi verificado que o0 aumento da temperatura utlbzaos testes influenciou a perda de

massa. Foram verificadas diferencas significaterase as temperaturas mais baixas (4 °C) e as
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mais elevadas (16 °C e 20 °C) (p <0,05). Ja osdsnimiciais de estocagem nao diferiram entre
si, mas foi verificado um aumento significativo<p,05) na perda de massa apés 12, 16 e 20

dias de estocagem.

Fagundes (2009), avaliando parédmetros fisico-gisnido processamento de macas
Gala minimamente processadas, encontrou a maximda pge massa obtida durante o
armazenamento em 0,3% a 7 °C. Perez-Gago, Seli@ @®6) encontraram 3% de perda de
massa fresca para macas minimamente processadaseaadas a 5 °C por 13 dias embaladas
em filmes de polipropileno e tratadas com solugd@ahcentracédo de 0,5% e 1,0 % de acido
ascorbico. Segundo Kang e Lee (1998), a perda del&¥hassa em produtos frescos causa
amolecimento e perda de frescor do produto. Nesstele somente o tratamento F2, ao final do

armazenamento e em condi¢cdes de alta temperattapagsam esse valor.

Macas sofrem perda de peso mais rapidamente quantimlas, através do aumento da
area superficial e liberagcdo do conteudo intraaelyé que ndo possui a casca que funciona

como uma barreira muito eficiente para evitar @pele agua (RESTUCIA et al., 2010).

Lima et al. (2005) estudando a adicdo de difeserdgentes antiescurecimento,
antimicrobiano e filmes de PVC e polietileno nogassamento minimo de mamao, avaliaram a
perda de massa, onde o polietileno apresentou arrpenda, porém, permitiu um aumento da
umidade no interior da embalagem que propiciourgisiento de fungos. Diferente disso, a
embalagem de PVC, apresentou maior perda de maesaalor de 6% em 5 dias de
armazenamento, porém pela maior permeabilidade ajuesenta ndo gerou aumento da
umidade relativa e por isso foi escolhido como dhorefilme, pois apresentava 100% da

embalagem sem a incidéncia de fungos apos 5 diasriezenamento.

5.9.2 pH

A titulo de monitoramento, foram realizadas asiaeslde pH para correlacionar com a
presenca de micro-organismos fermentativos e deddties, uma vez que a presenca destes
podem alterar o pH do meio. Além disso, para \eifa influéncia existente com os tempos e
as temperaturas de estocagem. A Figura 30, apaesentsuperficies de respostas para o

parametro pH em funcdo do tempo e temperaturandgzanamento.
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Os valores de pH encontrados para todos os tratamaram baixos, (até 4,0), durante
o periodo de estudo, indicando uma boa estabiligaideobiolégica. Entretanto, através da
analise de variancia, foi observado que houve ngatamos valores de pH durante a
armazenagem. O tratamento F2 apresentou difereggdicativa de FC e FO1. No caso da
variavel temperatura, verificou-se haver influéreméare o pH, sendo que 4 °C diferiu de 8 e 12
°C. Ja as temperaturas 16 e 20 °C nao diferirara sinpara o parametro pH.

Figura 30 - Superficies de respostas para o pardpletem funcdo do tempo e temperatura de
armazenamento para os tratamentos FC, FO1, F1 e F2.
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Para os tempos foram encontradas mudangas nogvalerpH, uma vez que foram
verificadas diferencas significativas entre os redade pH nos tempos iniciais (zero) e tempos
finais (vinte dias), sendo que os tempos 4 e 8; bemo 12 e 16 que sao iguais entre si (p
>0,05), indicando que o conteudo total de acidgémicos no produto ndo variaram entre estes

periodos.

Os valores obtidos também estdo de acordo com islaefp, através da instrucéo
normativa do MAPA N. 1 de 2000, que estabelecexafde 3,3 a 4,5 para o pH de polpas e
frutas (BRASIL, 2000).

5.9.3 Contaminacdo microbiologica

Os resultados das analises Si&monellaspp e Coliformes termotolerantes indicaram
que ndo houve contaminacdes por micro-organismmg@aicos ou indicadores de condicdes
higiénico-sanitarias insatisfatorias. Todas as &m@a®s apresentaram boa estabilidade
microbiolégica, nas temperaturas analisadas nadosebservadas as presencasSdénonella
em 25 g e a contagem de Coliformes termotolerariesntrada foi inferior a 5x3QFC.g".

No Brasil ainda ndo existe uma legislacdo especffara alimentos minimamente processados
(SANTOS et al., 2010), sendo assim, seguem-se ¢ microbioldgicos estabelecidos na
resolucdo RDC 12/2001 da Anvisa para “frutas freswaparadas e refrigeradas para consumo

direto” (BRASIL, 2001), estando as amostras emaonidade com este regulamento técnico.

5.9.4 Residuo de SO

A Figura 31 apresenta as superficies de respoatasopparametro residuo de S€n
funcdo do tempo e temperatura de armazenamentaesddtados apresentam-se bastante
satisfatorios, pois a migracdo esta abaixo do dimp#rmitido do aditivo SOpara polpas de
frutas 0,039.1004 de produto (BRASIL, 2005) e da migracdo da emtemtagara o alimento
que cita como limite 10 mg.Ky(BRASIL, 2008).

De maneira geral, a analise estatistica revelouogugratamentos, a temperatura e o

tempo de armazenamento influenciaram na liberagi@ditivo a partir do filme para as
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amostras de magas (p <0,05), com um aumento grdduanteddo de SQesidual em fungéo
do aumento desses parametros. Entre os tratam@dos, diferem entre si (p <0,05). Ja para a
variavel temperatura, o residuo de,$1@o variou significativamente entre 4 °C e 8 @@em 4

°C difere de 12, 16 e 20 °C. A temperatura de &if€e de 16 e 20 °C, apresentando
concentracdes residuais superiores nas temperahaiaselevadas. Geralmente, 0 aumento na

temperatura acelera a migracao de agentes atividsnggpara o alimento (WONG et al., 1996).

Figura 31 - Superficies de respostas para o parametiduo de SO(mg.kg') em funcéo do

tempo e temperatura de armazenamento para os ératsC, FO1, F1 e F2.
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Para os tratamentos FC, FO1 e F1, valores resideaB ficaram abaixo de 4 mg. Rg
para todas as temperaturas e tempos de armazepaiarg o flme com a maior concentragcéo
de agente adicionado (F2), ap0s 16 dias de armazgna, a amostra armazenada a 12 °C
mostrou teor residual de 10,75 + 0,62 mg.kijo final do periodo de armazenamento de 20
dias, as amostras armazenadas a temperatura @6 @20 °C apresentaram valores de 11,7 +
0,38, 10,43 + 0,96 e 10,67 mgkgt 2,32, respectivamente, estando acima do limite
estabelecido pela legislacdo. Portanto, algumadicédm de armazenamento foram inadequadas

em termos de toxicologia e seguranca alimentar.

Com relacao ao tempo de armazenamento, foramoagtds diferencas significativas (p
<0,05) entre os dias 4, 16 e 20, influenciando umoento do residuo de $©om o periodo de

estocagem.

Neste estudo, foram encontrados para as tempegdt?yd 6 e 20 °C, a partir dos 16 dias
de armazenamento, valores entre 10 e 14 rig&gyue tornaria o produto impréprio para
consumo, conforme a lista positiva de aditivos paageriais poliméricos (BRASIL, 2008), uma
vez que o sulfito em excesso pode causar problémsaide (XING et al., 2011). Ja para
temperaturas de 4 e 8 °C, as quais sao utilizadess @ armazenamento comercial destes
produtos, apresentaram valores dentro dos limiabelecidos durante os 20 dias de

armazenamento, mesmo para o filme F2.

No caso do filme F1, os valores séo satisfatojiogue ndo ultrapassam o limite legal,
independente do tempo e da temperatura. Sendo, &giassivel demonstrar a importancia da
embalagem ativa que permite um controle do escusstd com uma migracao do sulfito
menor do que o permitido pela legislacdo, diminaidsim os niveis de sulfitos que seréo

ingeridos pelo consumidor, proporcionando conséwap produto.

5.9.5 Avaliacéo da vida de prateleira

Alguns paises disp6em de legislacdes especifiaasliotites maximos da presenca de

micro-organismos em alimentos para definir a vidgpdateleira de seus produtos. No Brasil,

como ndo existe uma legislacdo especifica, muitdsathos preconizam o valor de 1,0%10
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UFC.g* como um limite de qualidade para estimar a vidapdateleira dos alimentos
(MAISTRO et al., 2012).

Assim, se considerou este, como sendo o limitetéa@di da populacdo dos micro-
organismos psicrotréficos nas macgas minimamenteegeadas, juntamente com os resultados
do teor residual de S@< 10 mg.kg") de acordo com a lista positiva de aditivos inooapos a
materiais poliméricos (BRASIL, 2008). Pelos rediis observados na Tabela 12 e na Figura
31, com relacdo a contaminacdo microbioldgica,catgiarto dia de armazenamento todos 0s
filmes apresentaram-se dentro dos limites quandonasstras foram armazenadas entre 4 °C e 8
°C apresentaram-se dentro dos limites aceitaviiss(aiclos logaritmicos), e somente o filme
F2 mantinha-se dentro dos limites. No oitavo dia almazenamento, todas as amostras
armazenadas a 4 °C e as amostras F1 e F2, armazendd8 e 12 °C, mantiveram qualidade
microbioldgica propria. A partir do décimo segurtia até o vigésimo, somente o filme F2, na
temperatura de 4 °C apresentou qualidade micrapaaid@entro dos limites aceitaveis, porém a

partir de 16 °C os limites residuais de,S@rapassaram o limite da legislacao.

Sendo assim, a Tabela 14 apresenta um mapeamestoathires das andlises de
contaminagdo microbioldgica e quimica, onde é pekshformar sob o ponto de vista de
seguranca alimentar que as amostras envolvidagm®F2 e estocadas na temperatura de 4 °C,
apresentaram estabilidade microbioldgica e toxgiol durante os 20 dias de armazenamento,
ndo ultrapassando 0FC.g* para a contaminacdo microbiolégica, bem como idinesidual
de SQ.

Porém, é importante destacar as temperaturas stggrcomo as de 8 °C, que estdo
mais proximas das condi¢cdes de comercializacacedet&is minimamente processados, onde,
mesmo filme (F2) apresenta condi¢des proprias @araumo até 12 dias de armazenamento a 8
°C, quando atinge o limite de contaminac¢do micidélgioa em 6 ciclos logaritmicos, mantendo-
se dentro dos limites residuais de,S@as deve-se considerar uma margem de segurartig, o

definiu-se portanto 10 dias de armazenamento a 8 °C
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Tabela 14. Mapeamento dos valores de contaminac&wobioldgica (contagem de
psocrotroficos) e quimica (residual de y@onsiderando, respectivamente, os limites dug6 |
UFC.g" e 10 mg.kg. Os filmes destacados em vermelho indicam os eslque excederam os

limites da legislacéo.

Temperaturas 4°C 8°C 12°C 16°C 20°C
Tempos Contaminagao microbiolégica

Zero FC,FO01, F1, F2 FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2
Quatro FC,FO01, F1, F2 FC,F01, F1, F2 FC,F01, F1,F2 FC,FO01, F1, F2 FC,F01, F1, F2
Oito FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1,F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2
Doze FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,FO01, F1, F2 FC,F01, F1, F2
Dezesseis FC,F01, F1,F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2
Vinte FC,F01, F1,F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2
Tempo Contaminagao quimica (residual de SO 2)

Zero FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2
Quatro FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2
Oito FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,F01, F1, F2
Doze FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1, F2 FC,F01, F1, F2
Dezesseis FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1, F2 FC,FO01, F1,F2 FC,F01, F1,F2 FC,FO01, F1,F2

Vinte FC,F01, F1, F2 FC,F01, F1, F2 FC,F01, F1,F2 FC,FO01, F1,F2 FC,FO01, F1,F2
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6 CONCLUSOES

Do trabalho realizado foi possivel verificar a paialidade da aplicagdo ddBSK em
filmes com o objetivo de tornd-lo ativo contra ocweecimento enzimatico e atividade
microbiolégica em macads minimamente processadas.dgente ativo, eficiente na reducéo de
crescimento celular de micro-organismos de imporédaem alimentos, mostrou uma direcéo
promissora no que diz respeito & seguranca alimeng aprimoramento tecnologico para a
conservagao de alimentos. Da mesma forma, obsee/ayue as concentragdes testadas de
MBSKforam eficientes na reducéo da taxa de escuretinegizimatico provocado pela enzima
polifenoloxidase, o que foi reforcado pelos reslds da determinagcdo dos parametros

instrumentais de cor.

As embalagens com liberacdo controlada represeatamnova geracdo de materiais
que atuam como um sistema de distribuicdo de cawgpoativos (em diferentes taxas
controladas), protegendo o alimento de micro-osranos deteriorantes e contaminantes,
aumentando a seguranca e melhorando a qualidadetéw armazenamento em condi¢cbes de
refrigeracdo. O aditivo que migra lentamente papaoduto, age superficialmente, prolongando

a vida de prateleira sem adicéo excessiva do camposalimento.

O encapsulamento via método sol-gel é apresentamo ama técnica potencial para a
conservagcdo e melhoria das propriedades de adihoentares, em particular no que diz
respeito as substancias termolabeis, favorecendorabcdes de tratamento térmico no fabrico
de filmes poliméricos, pois a resisténcia térmizaentou em 50 °C, permitindo a realizacdo do

processo de extrusao do filme.

A incorporacdo do aditivo misto aos filmes nasngidades avaliadas ndo afetou as
condicbes de maquinabilidade, embora o aumentmdeeatracdo tenha permitido variagdes
sobre as propriedades mecéanicas e morfolégicas, sefido observadas mudancas nhas
propriedades térmicas do PVC.

Com relacdo a eficiéncia do agente encapsuladodquartorporado com a matriz
polimérica, viu-se que houve diminuicdo de potdnicidoitorio em relagdo ao aditivo puro,

porém, com maior resisténcia térmica e controleefito residual no alimento. Assim, a
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migracdo do agente ativo, oriunda da embalagem @akmento, indicou uma reducéo do
potencial toxicologico do aditivo, permanecendotaedo limite maximo de residuo.

A analise multifuncional dos filmes ativos produmsdapresentou efeito satisfatorio para
a manutencdo da cor e qualidade microbiologica, t@mo da seguranca toxicoldégica em até
12 dias a 8 ° C (F2). Isto representa um aumenti&eito dias na vida de prateleira de macas
cortadas. No que diz respeito a manutencao dasagncentracdes de 1 e 2% incorporadas nos

filmes foram eficazes.

Deste modo conclui-se que os filmes multifuncionadmtendo ativosViK e MKE
apresentam-se como uma boa alternativa para o ana@znto de vegetais minimamente

processados.



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar outros agentes ligantes ao suporte silica grecapsulacédo, uma vez que dos 12

agentes ligantes testados, somente 0 aminopraps@mtou efeito inibitorio.

Avaliar o acondicionamento em filmes de polietileaovacuo, visando acelerar a

liberacdo de S©ou ainda utilizando o sistema de acondicionamentanulticamadas.

Testar a incorporacéo nos filmes com diferentepggdes do aditivo misto, uma vez

que foram testadas partes iguais do aditivo p@mcapsulado.

Avaliar a cinética de liberacdo do aditivo incogmw aos filmes, pois pode haver um

diferente comportamento da migracao para o alimento

Realizar a anélise sensorial dos produtos pam desaceitabilidade.

Analisar o ciclo de vida do prduto (filme).

Testar a eficiéncia dos filmes em outros vegetamsmamente processados.

Analisar a influéncia do aditivo em magas contam@sacom patulina.

Avaliar o custo de producéao do filme ativo.
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