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RESUMO

Atualmente, ndo existe procedimentos praticos satisfatérios que realmente mantém
a qualidade da goiaba por maior tempo, sendo extremamente importante e
interessante para a industria, o desenvolvimento de novas tecnologias que busquem
minimizar o intenso metabolismo desta fruta. Neste contexto, a utilizacdo da
nanotecnologia em embalagens surge com grande potencial de inovagao. Portanto,
este trabalho buscou desenvolver embalagens comestiveis utilizando nanoestruturas
de carbonato de caélcio incorporada em goma tara (GT), ambos com status GRAS
(Generally Recognized as Safe), a fim de agregar valor a cadeia produtiva da goiaba
e produzir materiais estratégicos para a industria alimenticia, gerando beneficios
fisiologicos, farmacoldgicos, microbioldgicos e nutricionais pelas mudangas nas
propriedades fisico-quimica do fruto. A melhor condicdo para produgao das
nanoestruturas supracitadas foi 17,5 °C em uma proporgao de 1:1 por 60 min. Filmes
de GT, glicerol 0.225 g.g”" e CaCO; nanoestruturado 1 e 2% g.g"' com base na
massa da goma tara foram produzidos e caracterizados a fim de avaliar as
alteracdes nestes biofilmes com o acréscimo de nanoestruturas. Os filmes de GT
com nanocarbonato apresentaram maiores valores de espessura, gramatura e
elongacéo, e reducdo da tensdo, teor de umidade e da solubilidade devido a
presenca das nanoestruturas hidrofébicas. Em relagdo a permeabilidade ao vapor de
agua, diferente do que era esperado, houve um aumento linear com a concentragao
de nanoestrutura de CaCOs3. Supde-se que com a adigdo de nanoestruturas houve
formacao de poros, o que interferiu em todas as analises. Porém, isso deve ser
confirmado com uma microscopia 6tica de varredura. Acredita-se que esses testes
devem ser repetidos em filmes com espessuras similares, a fim de obter maior
confiabilidade na comparagdo entre os mesmos. Apesar de relatado na literatura
como antimicrobioano, foi identificado que a nanoestrutura de CaCO3; ndo possui
esta caracteristica para o fungo isolado de goiaba com antracnose. Sendo assim, a
utilizacdo deste biofilme para revestimento de frutas deve ser analisada “in vivo”
para confirmagao do seu potencial, além de verificar a viabilidade de sua aplicagao
em outros ramos, por exemplo, como filtros bioldgicos.

Palavras Chaves: nanotecnologia, planejamento box-behnken, embalagens e
goiaba.
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ABSTRACT

Currently, there are no satisfactory practical procedures in literature that truly
maintain the guava quality for a long time, which is extremely important and
interesting for the industry and to the development of technologies that seek to
maximize the fruit shelf life. In this context, the use of nanotechnology in packaging
appears with a great innovation potential for this context. Therefore, this work aimed
to develop edible packages using calcium carbonate nanoparticles incorporated in
Tara Gum (GT), both with GRAS (Generally Recognized as Safe) status, in order to
add value to the guava production chain and to produce strategic materials for the
food industry, in which generates physiological, pharmacological, microbiological and
nutritional modifications in the physicochemical properties of the fruit. The best
condition for producing those nanoparticles was 17.5 °C in a ratio of 1:1 per 60 min.
Films of GT, glycerol 0.225 g.g™ and CaCOj3 nanostructured 1 and 2% g.g™ based on
the mass of the Tara Gum were produced and characterized in order to evaluate the
changes in these biofilms with the addition of nanostructures. As regards the results,
the nanocarbonate GT films presented higher thickness, weight and elongation
values, and tension, moisture content and solubility reduction due to the presence of
hydrophobic nanoparticles. In relation to water vapor permeability, different from what
was expected, there was a linear increase with the concentration of CaCOj;
nanostructure. It is assumed that with the addition of nanostructures there was pore
formation, which interfered in all analyzes. However, this should be confirmed with a
scanning optical microscopy. In order to obtain greater reliability in the results
comparison, it is suggested to repeat these tests in films of similar thickness.
Although the CaCO3; nanostructure is reported as antimicrobial in the literature, it was
identified that it does not have this characteristic for the fungus isolated from guava
with anthracnose. Therefore, the use of this biofilm for fruit coatings should be
analyzed in vivo to confirm its potential, as well as the viability of its application in
other branches, for example as biological filters.

Keywords: nanotechnology, box-behnken design, packaging and guava.
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1. INTRODUGCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo e o quarto maior
produtor de goiaba. No entanto, a produgao de goiaba destina-se, principalmente, ao
mercado interno, uma vez que somente 0,06% da producéo € exportada (TREICHEL
et al., 2016). Um dos maiores limitantes € a alta perecibilidade do fruto devido a sua
alta taxa metabdlica e necessidade de um rigoroso tratamento fitossanitario.
Consequentemente, exige-se que o produto seja bem acondicionado e escoado para
o mercado internacional por via aérea, onerando demasiadamente os custos de
comercializagdo e orientando a preferéncia do mercado internacional para o
consumo da goiaba na forma de polpa ou suco concentrado (GONZAGA NETO,
2007).

Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de tecnologias que buscam
aumentar a vida util da goiaba, de tal forma a ampliar a sua aplicagéo industrial, o
seu consumo “in natura” e a sua comercializagao internacional. Neste contexto, a
nanotecnologia surge com grande potencial de inovagdo pela possibilidade de
obtencdo de novos produtos com caracteristicas distintas e individualizadas que
contribuam para a conservagdo da goiaba pds-colheita, sendo vital e estratégico
investir em estudos nesta area (BOUWMEESTER et al., 2009; FARIA et al., 2013;
QUINA, 2004; WAYCHUNAS, 2001).

Uma das areas da nanotecnologia na industria alimenticia e agricola em
crescente expansao € a de embalagens, com grande potencial na contengdo do
alimento, protegcdo via barreira, informacdo do produto e visual para a venda,
possibilitando ao alimento uma maior durabilidade de vida em exposi¢ao, além de
manter as suas caracteristicas “in natura” de forma segura e saudavel (CHAUDHRY,
Q.; CASTLE; WATKINS, 2010; CHAUDHRY, QASIM et al., 2008; GREINER, 2009).

A adicdo de nanoestruturas, tal como o carbonato de calcio, para a formagéao
de uma embalagem comestivel na goiaba prevé beneficios fisiologicos,
farmacoldgicos e/ou nutricionais pelas mudangas nas propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas da superficie da fruta e pela possibilidade de encapsular, nas
nanoestruturas, substancias com propriedades nutricionais, antimicrobianas e/ou
farmacolégicas (JEONG et al., 2007).



O carbonato de calcio nanoestruturado destaca-se pelo seu potencial
antimicrobiano e por ser reconhecido como seguro pelo GRAS (Generally
Recognized as Safe) (ABD EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2012; BENSHITRIT et al.,
2012). A adigdo dessa nanoestrutura as embalagens, pode entdo contribuir para
melhora nas propriedades mecanicas, térmicas, microbioldgicas e de barreiras das
embalagens, ampliando a vida de prateleira de alimentos pereciveis. Vale ressaltar
que a aplicagdo nanoestruturada de carbonato de calcio em goiabas € incipiente na
literatura, tendo relatos de sua aplicagdo como substrato de nanoestruturas sélidas-
lipidicas na conservagao de frutas, vegetais, sementes, cereais e/ou géneros
alimenticios frescos (GUERRERO et al., 2014).

Dentro do contexto de embalagens alimenticias nas ultimas décadas, tem-se
buscado por embalagens biodegradaveis (KROCHTA; MULDER-JOHNSTON, 1997).
A goma tara, portanto, torna-se uma alternativa promissora na produgéo de filmes e
revestimentos para alimentos, uma vez que ja s&o utilizadas pela industria
alimenticia e também atende aos padrdes cientificos necessarios para a
classificagdo como um ingrediente de alimentos com status GRAS. Além disso,
apresenta um custo relativamente baixo, proporcionando um grande incentivo
econdmico para sua exploragao industrial, sendo que existem poucos estudos da
utilizacdo desta galactomanana como um revestimento comestivel de alimentos
(FSANZ, 2006).

De forma geral, a obtencédo de filmes e de revestimentos com propriedades
capazes de aumentar a vida de prateleira da goiaba e seu valor nutracéutico pode
oferecer vantagens como: desenvolvimento de novos produtos derivados da goiaba
com valores técnico-funcional, biolégico e nutritivo elevados, agregagao de valor as
cadeias produtivas da goiaba com melhor aproveitamento da matéria-prima e menor

desperdicio pés-colheita, aumento das exportagdes, e valorizagao do produtor rural.

Portanto, a partir do contexto nacional supracitado, este trabalho visa a
obtencdo de embalagens com nanoestruturas de carbonato de calcio incorporadas
para aplicagdao na superficie de goiabas. Objetiva-se, futuramente, tornar este fruto
mais resistente a deterioracdo, mantendo suas caracteristicas nutricionais,

fisiologicas e mercadoldgicas estaveis, bem como produzir materiais estratégicos



para a industria alimenticia, gerando resultados que refletirdao em impactos nos

planos cientificos, industriais, econdmicos e tecnoldgicos.

2. OBJETIVOS

21. Geral

Produzir, caracterizar e incorporar nanoestruturas de carbonato de calcio em

filmes de goma tara.

2.2. Especifico

Otimizar a produgdo das nanoestruturas de carbonato de calcio via

tratamento Box-Behnken;

Caracterizar as estruturas de carbonato de calcio obtidas via espalhamento

dindmico de luz;

Obter e caracterizar a incorporagdo das nanoestruturas de carbonato de
célcio nas concentracdes de 1 € 2% g.g"' em filmes de goma tara quanto a
espessura do filme, teor de umidade, solubilidade em agua, gramatura,
resisténcia maxima a tragdo, porcentagem de elongacdo e cinética de

permeabilidade ao vapor de agua;

Avaliar a atividade antimicrobiana do carbonato de calcio nanoestruturado a
um fungo isolado de goiaba com sintomas de antracnose, via testes de

sensibilidade “in vitro”.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Goiaba

Fruto tipico de regides tropicais e subtropicais, a goiaba (Psidium guajava L.) é
de grande importancia na economia e comércio mundial por possuir caracteristicas
nutritivas potencializadas além de ser apetitosa. E considerada fonte de vitamina C
(acido ascérbico) contendo uma proporcao de até 5 vezes maior que a quantidade
presente em diversas frutas citricas, superada apenas pela acerola. Além disso,
contém consideravel teor de vitamina A, calcio, tiamina, niacina, fosforo e ferro em
sua composigao (GILL et al., 2016; MARTIN, 1967; SINGH; SINGH; JOSHI, 2005).

O Brasil é o terceiro produtor mundial de frutas, superado apenas pela China e
india, sendo responsavel por mais de 40 milhdes de toneladas produzidas. Porém, a
quantidade de frutas exportadas ainda é pequena no contexto internacional
(TREICHEL et al., 2016), mas de importéncia na economia interna.

Entretanto, quando se trata de goiaba, o Brasil ocupa a quarta colocagao
mundial, produzindo mais do que 400 mil toneladas em 2004, ficando atras apenas
da india, Paquistdo e México (FAO, 2004). E considerado o maior produtor de
goiabas vermelhas, enquanto a india est4 em primeiro lugar na produgéo de goiabas
brancas (SEBRAE, 2016). Entre os estados brasileiros, Minas Gerais, S&o Paulo e
Pernambuco, em conjunto, respondem por mais de 80% da produgédo nacional de
goiaba (GONZAGA NETO, 2007).

A exportacdo de goiaba “in natura” é ainda insignificante, apenas 0,06% em
2015 (TREICHEL et al., 2016), sendo que alguns fatores sdo responsaveis por esse
fato, entre os quais se destaca o pouco conhecimento do produto por parte dos
consumidores dos mercados mais rentaveis economicamente e o alto grau de
perecibilidade do fruto na fase de pds-colheita. Este ultimo fator exige que o produto
seja bem acondicionado e escoado para o mercado internacional por via aérea, o
que onera demasiadamente os custos de comercializagdo. Por esta raz&o, o
mercado internacional tem preferéncia pelo consumo da goiaba na forma de polpa
ou suco concentrado (GONZAGA NETO, 2007).

Apesar de pequena, a exportagcdo de goiabas frescas estd em constante

crescimento no Brasil desde o ano de 2012 (Figura 1), representando um



crescimento de 70,37%, o que equivale a um aumento de US$ 223.461,00 na
receita. Observa-se também que com o inicio da crise financeira global (FAO, 2004),

ocorreu de 2008 a 2012, uma reducao da exportacao dessa fruta.

Figura 1 — Exportagéo de goiaba fresca em quilogramas no Brasil entre os anos de 2003 e
2015.
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Fonte: (CARVALHO et al., 2010 ; CORREA et al., 2008 ; KIST et al., 2012; POLL et al., 2013;
REETZ et al., 2014; REETZ et al., 2007; REETZ et al., 2009; RIGON et al., 2005; ROSA et al.,
2006; TREICHEL et al., 2016).

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

A expanséo do mercado consumidor de goiaba “in natura” esta condicionada a
qualidade destes frutos e ao aumento da vida util pds-colheita. Consumidores e
clientes do atual mercado global exigem cada vez mais qualidade mercadoldgica da
goiaba de mesa, pois estdo preocupados com a seguranga dos alimentos e a
preservagdo do meio ambiente. Sabendo que a goiaba é uma fruta altamente
perecivel devido a sua intensa atividade metabdlica pds-colheita, a qual entra em
senescéncia rapidamente apds o amadurecimento (AZZOLINI; JACOMINO; BRON,
2004; GILL et al., 2016; LIMA; ASSIS; GONZAGA NETO, 2002), acredita-se que
este seja um fator limitante para sua maior exportacdo. Sendo assim, é
extremamente importante e interessante para a industria, o desenvolvimento de
técnicas e novas tecnologias que busquem minimizar o intenso metabolismo desta
fruta, visando a reducado de perdas pds-colheita e a ampliagdo do periodo de

conservagao, proporcionando a comercializagado de frutas de excelente qualidade,



tanto sensorial quanto nutricional, especialmente para o consumo “in natura” (VILA
et al., 2007).

Portanto, diversos métodos de conservagao de goiaba ja foram desenvolvidos
ou estado sendo estudados (XISTO et al., 2004). Destaca-se, além da refrigeragéo, a
atmosfera modificada, um acondicionamento individual e revestimento na forma de
embalagens nos frutos na tentativa de reduzir a perda de peso, de deformacéo e de
deterioracao por infeccbes secundarias, de manter a firmeza, de aliviar o dano pelo
frio e de atrasar o desenvolvimento da cor e senescéncia, preservando a qualidade
(ASSIS, O. B. G.; DE BRITTO, 2014; RISSE, 1988; VILA et al., 2007). Todavia,
atualmente, ainda nao existem procedimentos praticos satisfatorios que realmente

mantém a qualidade da goiaba por maior tempo (GILL et al., 2016).

Além do acondicionamento do fruto, durante o processo de pods-colheita é
realizado um tratamento fitossanitario com o objetivo de diminuir as atividades
metabdlicas e realizar um controle microbiolégico e bioldgico, evitando e eliminando
os patogenos presentes no fruto. O tratamento mais comumente utilizado, porém em
crescente desuso pela sua fitoxidade e toxidade ao homem, é a aplicacdo de
agroquimico a base de fumigantes (CHOUDHRY; COSTA; ARAUJO, 2001). No
tratamento de goiaba pré-colheita e pds-colheita, tem-se utilizado o calcio, tanto para
reduzir sua deterioragao patologica, quanto para aumentar sua vida util pos-colheita.
Os tratamentos mais utilizados sdo com os sais nitrato de célcio a 1,0 % durante 30
minutos e o cloreto de célcio a 2,0 % durante 10 minutos a 30 °C (TAVARES, S. C.
C. D. H.; LIMA, 2001; YAMASHITA; BENASSI, 2000).

A principal doencga, em poés-colheita, da goiaba é a antracnose, ou mancha-
chocolate, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) (SERRA et al.,
2011). Manchas de antracnose em qualquer numero ou intensidade sao
classificadas como podriddo (dano patolégico que implica qualquer grau de
decomposicao, desintegracdo ou fermentagdo dos tecidos) e defeito grave de
acordo com normas de classificagcdo, ocasionando inevitavelmente a
desclassificagdo do lote para comercializagao; nao sendo permitida a reclassificagao
quando a podridao for acima de 10% (CEAGESP, 2000).



3.1.1. Antracnose

A antracnose é uma doenga encontrada em frutos de diversas regides de clima
tropical umido e subtropical das Américas, sendo que os principais sintomas variam
conforme a espécie do fruto, e o principal causador € o fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) (FEICHTENBERGER et al., 2005; SERRA et al., 2011). C.
gloeosporioides foi, por muito tempo, considerado o Unico agente causal da doenga
(JUNQUEIRA et al., 2002; PICCININ et al., 2005). Porém, recentemente, baseados
em técnicas moleculares de identificacdo de espécies de Colletotrichum, PERES et
al. (2002) identificaram Colletotrichum acutatum associado a lesdes de antracnose
em goiaba. Assim a antracnose da goiaba pode ser causada por infecgées simples

ou multiplas dessas duas espécies fungicas.

De maneira geral, iniciam-se por pequenas pontuagdes de coloragdo marrom a
preta, com formato circular, evoluem para manchas necréticas de coloragéo escura,
com bordos definidos e formato irregular, seguidas de podriddo de frutos, com
formagdo de massa alaranjada que contém os esporos do fungo (FERRARI et al.,
2011).

A alta incidéncia de antracnose, observada em locais destinados a
comercializagdo de frutas e hortali¢cas, incitou preocupagdo em relacdo as perdas
econOmicas significativas pela redugdo do periodo de comercializagao,
desclassificagdo e descarte de frutos, ainda que tratamentos fitossanitarios de pré
ou pos-colheita tenham sido realizados. O controle quimico com a utilizagado de
fungicidas, considerado em muitos casos como a unica medida eficiente e
economicamente viavel, em alguns casos vem ocorrendo de forma exacerbada e
indiscriminada, oferecendo risco a saude da populagao e danos irreparaveis ao meio
ambiente, seja pela ndo-observancia de dosagens e periodo de caréncia, seja pelo
uso de principios ativos ndo registrados para a cultura (ROZWALKA; ALVES;
AMARAL, 2010; ROZWALKA et al., 2008; WISNIEWSKI; WILSON, 1992).

Alta umidade e temperaturas noturnas, de 20 a 24°C, adubagdes inadequadas,
ataque de pragas, periodos chuvosos prolongados que propiciam a permanéncia de
uma lamina de agua livre sobre os tecidos suscetiveis, e temperaturas amenas

(26°C), sao condi¢cdes que favorecem o desenvolvimento desta doenca. Nao ha



referéncias sobre cultivares ou variedades de goiaba resistentes a C.
gloeosporioides (STRACIERI, 2015).

3.1.2. Colletotrichum gloeosporioides

Métodos para identificagdo de caracteristicas morfolégicas, microscépicas e
macroscopicas, sao utilizados na identificagdo de fungos filamentosos, porém estas
metodologias, na maioria das vezes, exigem tempo, nem sempre apresentam
resultados precisos, e muitas vezes levam a diagndstico e interpretagcdes incorretas
dos resultados (ATKINS; CLARK, 2004). Acresce-se a essas dificuldades a natureza
polifilética e existéncias de formas intermediarias, de alguns patégenos (TAYLOR,
1995). Para o caso de fungos do género Colletotrichum, em particular, a literatura
aponta que, em fungao de problemas dessa natureza, tem havido muitos equivocos
na taxonomia de muitas espécies (PHOULIVONG et al.,, 2010), tornando

necessarias revisées do género, como a realizada por HYDE et al. (2009).

Entdo, outras técnicas tém sido utilizadas com éxito na caracterizagcéo e
identificacdo das diversas espécies, incluindo as pertencentes ao género
Colletotrichum, em que se sobressai o emprego de ferramentas moleculares
(ANDRADE et al.,, 2007; FREEMAN; KATAN; SHABI, 1998; LOPEZ, 2001;
NGUYEN et al., 2010; TOZZE JUNIOR, 2007).

Trabalhos anteriores relatam que a identificagao de isolados de Colletotrichum
spp., submetidos a identificagdo molecular, apresentaram amplificagdo de uma
banda especifica, de cerca de 450 pb, apenas para C. gloeosporioides, quando
submetidos a PCR com o] par de primers Cgint
(5"GGCCTCCCGCCTCCGGGCGGI") especifico para C. gloeosporioides, com 0
iniciador ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para amplificagdo da regido ITS
(ANUAR; VIJAYA; ZAKARIA, 2014; SOARES-COLLETTI, 2012; STRACIERI,
2015). Sendo que nestes mesmos estudos, PCR realizadas com os primers
especificos para C. acutatum, Calnt2 (5"GGGGAAGCCTCTCGCGG3")/ITS4,
confirmaram a identidade dos isolados como pertencentes a espécie C.

gloeosporioides.



O fungo C. gloeosporioides, pertencente a ordem Melanconiales, produz
acérvulos subepidérmicos, dispostos em circulos, dos quais s&o liberados os
conidios através de uma mucilagem de coloragdo alaranjada (ARAUZ, 2000;
RIBEIRO, I. J. A., 2005). Os conidios sao hialinos e gutulados, uninucleados, com
12-19 um de comprimento, por 1,0-6,0 um de largura, arredondados nas
extremidades e levemente curvos (RIBEIRO, I. J. A., 2005). No Brasil, o controle
deste patdgeno baseia-se no uso de fungicidas de contato ou sistémicos (FERRAZ,
2010; SOUZA, 2011). No Estado de Sao Paulo, em determinados anos,
especialmente com primavera e verdo muito chuvosos, é relatado mais de vinte
pulverizagdes por ciclo no cultivo de goiaba. Considerando que nos ultimos dez anos
o controle do patégeno vinha sendo alcangado com sucesso, suspeita-se que, dada
a pressao de selecao exercida pelo intenso uso de fungicidas, possa ter havido
selecdo de linhagens do patdégeno resistentes aos principais ingredientes ativos
(SOUZA, 2011).

3.2. Embalagens

A demanda por melhor qualidade de vida e, consequentemente, por alimentos
mais frescos, saudaveis e seguros € uma procura incessante dos consumidores na
atualidade. Esse termo bastante difundido tanto pelos meios cientificos quanto pela
midia vem impulsionando e conduzindo varias pesquisas no desenvolvimento de
tecnologias e produtos que atendam as exigéncias mais diversas. Uma das areas
mais visadas nesta perspectiva € a de embalagens (AZEREDO; FARIA; BRITO,
2012; NOVAES et al., 2012; SOARES et al., 2012).

As estratégias para aumentar a estabilidade dos produtos alimenticios, com
manutencdo das propriedades nutricionais e sensoriais e durabilidade (prazo de
validade ou “shelf-life”), incluem o desenvolvimento de novas embalagens com
propriedades de barreiras intensificadas, redugdo de material constituinte, e
interagcdo com o alimento de forma ativa ou inteligente. Assim, viabiliza-se um
alimento seguro, fresco e economicamente acessivel, pela diminuigdo dos custos no
transporte e distribuicdo (AZEREDO et al., 2012).

As embalagens ativas sdo aquelas que além da fungdo basica de protegao

(passiva), interagem com o produto acondicionado, absorvendo compostos
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indesejaveis ou liberando substancias que favorecem o aumento da estabilidade,
como, por exemplo, embalagens antimicrobianas e absorvedoras de oxigénio. Por
sua vez, os sistemas de embalagem inteligente ndo influem na estabilidade, mas
indicam ao consumidor o grau de deterioragdo ou o nivel de exposicdo a um
determinado fator que pode degradar o alimento. Podem-se citar embalagens com
indicadores tempo-temperatura e sistemas com biossensores para indicar a
presenca de micro-organismos patogénicos ou presenga de algum composto
indesejado (AZEREDO et al., 2012; YAMASHITA et al., 2006).

As Ultimas décadas tém sido marcadas pelo uso crescente de materiais
poliméricos (plasticos) para embalagem de alimentos, ja que estes suprem diversos
fatores de interesse mercadolégico, como transparéncia, leveza, resisténcia a
quebras, versatilidade de formatos e de sistemas de fechamento, além do baixo
custo. Ampla gama de propriedades pode ser identificada nos polimeros, as quais
dependem da estrutura quimica, do grau de cristalinidade, o qual esta diretamente
proporcional a resisténcia mecanica e propriedades de barreira, do grau de
ramificagcbes, da massa molar e sua distribuicdo, da orientagdo, entre outras
caracteristicas desta substancia. Para embalagem de alimentos estima-se a
utilizagcado de polimeros que possuam propriedades de barreira a gases e vapor de
agua, maior resisténcia mecanica e quimica, rigidez, flexibilidade,
termossoldabilidade, além de prevenir a migragdo de seus proprios compostos para
o alimento (AZEREDO et al., 2012; GIANCONE et al., 2008; SOARES et al., 2012).

Outra tendéncia que é valida ressaltar € que, no contexto de sustentabilidade, a
substituicdo de polimeros derivados de petréleo por biopolimeros ambientalmente
corretos, biodegradaveis ou até mesmo comestiveis esta em crescente estudo
(BALDWIN; HAGENMAIER; BAI, 2011).

As embalagens comestiveis podem ser divididas em filmes ou revestimento.
Sendo os filmes obtidos primeiramente e depois envolvendo o alimento e os
revestimentos aplicados diretamente na superficie do alimento ou entre os
constituintes do mesmo com o objetivo de reduzir a perda de gases e nutrientes e/ou
estabilizar o metabolismo do alimento, mantendo suas caracteristicas ideais. Os
revestimentos comestiveis reduzem as trocas de CO, e de O, criando uma

atmosfera modificada com niveis relativamente altos de CO, e reduzidos de O..
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Contudo, essa atmosfera ndo deve criar condicbes de anaerobiose que permitam
crescimento de micro-organismos anaerdbios e formacao de sabores indesejaveis
(BALDWIN et al., 2011; GIANCONE et al., 2008).

Uma substéncia alternativa utilizada para a obtencdo de embalagens
comestiveis €& a galactomanana. As galactomananas sdo reservas de
polissacarideos neutros, extraidos do endosperma de sementes de inumeras
plantas, em especial as leguminosas, compostas de cadeia linear de residuos de
(1—4)-B-D-manopiranosil tendo unidades de cadeia lateral de (1—6)-a-D-
galactopiranosil, como apresentado na Figura 2. De acordo com a origem, espécie
da leguminosa e das técnicas de extragcdo utilizadas para obtencdo da
galactomanana, sdo definidos o teor de distribuicdo entre as unidades basicas de
manose e galactose (AZERO; ANDRADE, 1999; CERQUEIRA, M. A. et al., 2011).

Figura 2 — Estrutura molecular da galactomanana.

Fonte: Adaptado de CERQUEIRA, MIGUEL A. et al. (2011).

Sabe-se que galactomananas apresentam diferentes caracteristicas
moleculares em solugcdo, como diferentes conformagdes e viscosidade. A primeira
caracteristica citada, muitas vezes relacionada as diferentes massas molares ou as
diferencas de comprimento da cadeia polimérica, bem como de seus substituintes, e
a segunda, variando conforme a influéncia da substituicdo de manose por galactose,
provocando expansio ou contragcdo da cadeia do polimero (PINHEIRO et al., 2011;
POLLARD, M. A. et al., 2010; SEMENOVA, 2007).
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Dentre as inumeras leguminosas, apenas trés sao amplamente utilizadas como
fonte de galactomanana comercial, Ceratonia siliqua (goma alfarroba), Cyamopsis
tetragonolobus (goma guar) e a Caesalpinea spinosa (goma tara) (AZERO;
ANDRADE, 1999; CERQUEIRA, MIGUEL A. et al., 2011).

A goma tara proveniente do endosperma das sementes da arvore tara
(Cesalpinia spinosa) € muito utilizada como espessante, estabilizante e na formagéao
de filmes fortes (EMBUSCADO; HUBER, 2009). Além disso, apresenta um custo
relativamente baixo, proporcionando um grande incentivo econdmico para sua
exploragéo industrial (FSANZ, 2006), sendo que existem poucos estudos da
utilizacdo desta galactomanana como um revestimento comestivel de alimentos.
Sabe-se também que a goma tara foi aprovada para ser usada como ingrediente
alimentar pela FAO/WHO, um Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares, ja
que atende aos padrbes cientificos necessarios para a classificagdo como um

ingrediente de alimentos com status GRAS.

As solugbes aquosas de goma tara, mesmo em baixas concentragdes,
apresentam alta viscosidade e suas propriedades reoldgicas séo pouco afetadas por
variagdes no pH, temperatura e adicdo de ions. Em baixas taxas de cisalhamento
estas solugdes apresentam comportamento pseudoplastico com regido newtoniana
(SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONCALVES, 2005). Quando comparada as demais
galactomananas, a goma tara apresenta solubilidade em agua intermediaria entre a
goma guar, a qual é soluvel em agua fria, e a goma locusta, soluvel em agua quente.
Isso é explicado pelo fato de que moléculas com maior quantidade de galactose sao
mais soluveis em agua (PICOUT et al., 2001). Esta goma em especifico, € composta
de uma cadeia principal formada de unidades B-D-manose unidas por ligagdes
glicosidicas do tipo 1-4, com ramificagées formadas por unidades de B-D-galactose,
que estao ligadas no carbono 6 por ligagdes do tipo a-1,6 (Figura 3) (POLLARD,
MICHAEL A.; FISCHER, 2006). A razao entre as moléculas de -D-manose e B-D-
galactose é de 3:1, respectivamente (SITTIKIJYOTHIN et al., 2005).
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Figura 3 — Estrutura quimica da goma tara.
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Fonte: Adaptado de SITTIKIJYOTHIN et al. (2005).

Todavia, a utilizagdo dos polissacarideos biodegradaveis em embalagens, na
maioria das vezes, promove propriedades de barreira e mecanica fracas, se
comparadas aos polimeros derivados de petrdleo (ANTONIOU et al., 2015). Na
tentativa de suprir essa limitacao, varios estudos relatam os beneficios da formagao
de nanocompdsitos com esses polissacarideos (CHIVRAC; POLLET; AVEROUS,
2009; SORRENTINO; GORRASI; VITTORIA, 2007). LOREVICE; MOURA,;
MATTOSO (2014) desenvolveram filmes com matriz composta de hidroxipropil
metilcelulose, nanoestruturas de quitosana e polpa de mamao. A presenga de
nanoestruturas nos filmes incrementou as propriedades mecanicas, de barreira ao
vapor de agua e térmicas, nas quais a adigdo de nanoestruturas de quitosana
mostrou um discreto aumento na temperatura de degradagao e de transi¢éo vitrea.
BILBAO-SAINZ et al. (2011) também obtiveram filmes de hidroxipropil metilcelulose
com nanoestruturas de celulose microcristalinas com propriedades mecanicas
melhores do que o mesmo filme sem a nanoestrutura. CHANG et al. (2010)
estudaram nanocompositos constituidos de nanoestruturas de quitosana e amido de
batata plastificado com glicerol. Eles obtiveram uma distribuicdo homogénea das
nanoestruturas no filme, uma melhoria na resisténcia a tensdo, modulo de
estocagem e na propriedade de barreira a vapor de agua quando comparado ao

filme sem nanoestrutura.

A interacdo da nanotecnologia e da embalagem permitiu a esta area uma
ampliagdo nas possibilidades de obtengdo de novas embalagens com propriedades

intrinsecas, especificas e adequadas aos diversos tipos de alimentos, a fim de
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atender aos anseios dos consumidores. Portanto, fazem-se necessarios maiores
estudos na busca de novas embalagens que atendam as exigéncias mais distintas,
como a busca por alimentos seguros, saudaveis e mais proximos ao “in natura”
(CERQUEIRA, M. A. et al., 2011; CERQUEIRA et al., 2009).

3.3. Nanoestruturas e ‘Nanofood’

A nanotecnologia € um campo da tecnologia responsavel pela caracterizagao,
fabricacdo, manipulagao e aplicagao de materiais com uma ou mais dimensao em
tamanho nanométrico (1nm a 300 nm), a fim de se obter processos e produtos com
melhor desempenho e/ou novas propriedades (ASSIS, L. M. D. et al., 2012;
AZEREDO et al., 2012; CHAU; WU; YEN, 2007; HANDFORD et al., 2014; SAHOO;
PARVEEN; PANDA, 2007).

A nanotecnologia tem atraido consideravel atengdo nos ultimos anos em
funcdo da expectativa quanto ao potencial impacto que os nanomateriais podem
gerar nos mais variados setores industriais, influenciando assim no desenvolvimento
tecnoldgico e econdmico do pais. Esse interesse por parte de governos, industrias e
centros de pesquisa, se deve ao fato de produtos nanoestruturados possuirem
propriedades mecanicas, opticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas e
superficies macroscépicas (BOUWMEESTER et al., 2009; FARIA et al.,, 2013;
GREINER, 2009; QUINA, 2004; WAYCHUNAS, 2001).

A aplicacdo desta inovagao, apesar de recente, esta presente na industria
alimenticia, seja no desenvolvimento de produtos com caracteristicas funcionais e
nutracéuticas, no emprego de aditivos e sistemas de liberagcdo controlada de
substancias bioativas e minerais, no desenvolvimento de processos e em
embalagens ativas e inteligentes (ASSIS, L. M. D. et al., 2012; HANDFORD et al.,
2014; MORARU et al., 2003).

Na area alimenticia, o termo “nanofood” é utilizado para descrever o alimento
que foi cultivado, produzido, processado ou empacotado usando técnicas de
nanotecnologia, cujo designio principal é proporcionar maior seguranga alimentar,
melhorar nutricdo e flavor, além de tentar criar alimentos que sejam funcionais e
cortar custos (NUNES; GUIVANT, 2008; SEKHON, 2010).
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Embora “nanofood” ainda esteja em desenvolvimento, as nanoestruturas estao
agora encontrando aplicagdo como um portador de polipeptidios antimicrobianos
necessarios contra a deterioragdo microbiana dos alimentos na industria alimenticia
(SEKHON, 2010); como dispositivos para o encapsulamento de moléculas bioativas
(TAVARES, G. M. et al., 2014) e em embalagens, seja com a finalidade de aumentar
a estabilidade dos alimentos acondicionados (embalagens ativas) ou para melhorar
o desempenho dos materiais, especialmente propriedades mecanicas e de barreira,
aumentando o grau de protegcdo conferido por esses sistemas e reduzindo a
exigéncia de utilizacdo de plasticos como materiais de embalagem, sendo uma
alternativa ambientalmente correta (ASSIS, L. M. D. et al., 2012; SORRENTINO et
al.,, 2007; SOZER; KOKINI, 2009; WEISS; TAKHISTOV; MCCLEMENTS, 2006).
Devido ao seu tamanho, estas nanoestruturas aplicadas a industria alimentar
podem, por exemplo, aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade de compostos,
assim como alterar as propriedades sensoriais de alimentos onde sejam utilizados
ou ainda promover a liberagdo controlada de determinado tipo de compostos,
sobretudo aqueles que tém baixa solubilidade em agua (KUAN et al., 2012; SILVA,;
CERQUEIRA; VICENTE, 2012).

As nanoestruturas de carbonato de calcio s&o utilizadas como aditivos nas
industrias de papel e de plastico promovendo propriedades novas, tal como o
aumento da rigidez (BABOU-KAMMOE et al, 2012). Além disso, essas
nanoparticulas também sao utilizadas em estudos de liberacdo controlada de
moléculas bioativas (HARUTA et al., 2003; UENO et al., 2005). Existem relatos na
literatura sobre a atividade antimicrobiana das particulas de carbonato de calcio
(JEONG et al., 2007) em sua forma nanoestruturada. Portanto, essa nanoestrutura
tem um potencial de auxiliar no aumento da vida util de alimentos pelas suas
propriedades mecanicas e, possiveis, propriedades antimicrobianas. Além de que,
segundo a pesquisa realizada por HUANG et al. (2009), a nanoparticula de
carbonato de calcio ndo possui toxicidade essencial “in vivo”. Dessa maneira, se faz
necessaria a verificagdo da atuagdo dessa nanoestrutura em filmes para

conservagao dos frutos pos-colheitas nas embalagens comestiveis.

Entretanto, é importante frisar que a producdo de nanoestrutura em escala
industrial traz consigo consequéncias imprevisiveis, quando comparados aos

métodos tradicionais, ja que se sabe muito pouco ou nada sobre a sua
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biodisponibilidade, biodegradabilidade e toxicidade (FUGAZZA, 2015; QUINA,
2004). Apesar da comercializagao rapida da nanotecnologia, ha poucos
regulamentos de nanomateriais especificos, provavelmente por causa da falta de
ferramentas legais e cientificas, informagdes e recursos necessarios para monitorar

o crescimento de mercado exponencial da nanotecnologia (BLASCO; PICO, 2011).

4. Material e Métodos

Goma Tara (GT) foi obtida do laboratério GastronomyLab (Brasilia/DF, Brasil),
hidréxido de sodio e carbonato de sédio do ProLab (Sao Paulo/SP, Brasil), nitrato de
sédio e nitrato de calcio do Labsynth (Diadema/SP, Brasil). Agua destilada
proveniente da osmose Hidrotek (Santa Iria de Azoia, Portugal) foi utilizada em todos
os experimentos. Os demais reagentes foram utilizados sem purificagao adicional e

foram de qualidade analitica.

4.1. Isolamento do fungo

Goiaba com sintomas de antracnose foi selecionada e os fungos provenientes
das manchas necréticas de coloragdo escura encontradas nesta goiaba foram
isolados utilizando o meio YMA (Yeast Malt Agar). O fungo filamentoso com
morfologia mais similar ao fungo Colletotrichum spp. foi reservado em glicerol para

utilizacao em testes futuros.

4.2. Obtencao de nanoestruturas de carbonato de calcio

Nanoestruturas de carbonato de célcio foram obtida de acordo com
BABOU-KAMMOE et al. (2012) com modificagdes. Uma soluggo de 0,1 mol.L™ de
carbonato de sédio, 0,2 mol.L™" de hidréxido de sédio e 0,18 mol.L™" nitrato de sédio
foram preparadas e nesta solugao foi adicionado gota a gota uma solugédo de 0,1 M
de nitrato de calcio sob agitagdo constante, a 25 °C e a 50 °C, por 60 min. Apos esse
tempo a solugédo foi centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5804/5804 R - BioResearch
do Brasil - Made in Germany) a 3500 rpom durante 10 min e o pellet obtido foi seco

em estufa (Estufa Bacterioldgica, Solab Equipamentos para Laboratérios LTDA —
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EPP, SL 101/81, Piracicaba — SP, Brasil) a 50 °C e reservado para posteriores

analises e caracterizagoes.

A fim de se estudar a relagéo entre trés parametros na resposta da produgéao
da nanoestrutura de carbonato de calcio, utilizou-se a metodologia de superficie de
resposta de Box-Behnken. As variaveis independentes para este estudo foram
temperatura (5 a 30 °C), tempo de reacdo (10 a 60 minutos) e propor¢do (1 a 5)
entre as solugdes utilizadas para produzir o carbonato de célcio. Foram realizadas

trés repeticdes no ponto central, totalizando 15 ensaios.

A combinagdo dos niveis analisados para a otimizagdo da formagao da
nanoestrutura estd apresentada na Tabela 1 em valores decodificados da matriz

experimental.

Tabela 1 — Condigbes utilizadas no delineamento experimental realizado para produgao da
nanoestrutura de carbonato de calcio.

Box-Behnken
Tratamento  Temperatura (°C) Proporgao Tempo (min)

1 5 1 35
2 30 1 35
3 5 5 35
4 30 5 35
5 5 3 10
6 30 3 10
7 5 3 60
8 30 3 60
9 17,5 1 10
10 17,5 5 10
11 17,5 1 60
12 17,5 5 60
13 17,5 3 35
14 17,5 3 35
15 17,5 3 35

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

Os modelos de superficie de resposta foram ajustados por analise de variancia
(ANOVA), ao nivel de 10% de probabilidade, da regressao seguida por teste-t para
os coeficientes do modelo, utilizando SPSS Statistics software (Version 7.0, SPSS

Inc. Chicago, IL).
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4.2.1. Caracterizagao das nanoestruturas
4.21.1. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O experimento de DLS foi utilizado para a determinacéo do raio hidrodinamico
(RH). As medidas foram realizadas no Nano Zetasizer Malvern (Inglaterra, Reino
Unido) utilizando um detector de fotodiodo de avalanche (Brookhaven BI-APD, USA)
e um correlacionador (TURBOCORR, Brookhaven, USA). A fonte de luz (CVI Melles
Griot, USA) foi um laser HeNe de 35 mW de poténcia e A=632,8 nm, linearmente
polarizada. Para controle de intensidade foi empregado um sistema de polarizadores
cruzados. As dispersdes de nanoestruturas foram adicionadas em uma cubeta e

esta inserida no equipamento para a analise.

4.3. Producdo de Filmes de Goma Tara com Nanoestruturas de

Carbonato de Calcio

As solugdes de Goma Tara (GT) foram preparadas utilizando o método descrito
por ANTONIOU et al. (2015) com algumas modificagdes. GT foi dissolvida em agua
(1%, m/v) a 25 °C por 2 h até se obter uma solugdo homogénea. Essas solugdes
foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5804/5804 R - BioResearch do Brasil -
Made in Germany) a 3500 rpm durante 25 min para remover matéria ndo dissolvida
e as bolhas de ar. Glicerol a 0,225 g.g"' com base na massa da GT foi adicionado
como plastificante. Nanoestruturas de carbonato de célcio a 1 e 2 % g.g™' com base
na massa da GT foram adicionadas aos filmes. Os filmes foram confeccionados pela
técnica de Casting, que consiste na desidratacdo de uma solugdo filmogénica
(macromoléculas, solvente e plastificante) aplicada sobre um suporte, seguido de
desidratagdo lenta a baixa temperatura (MULLER; YAMASHITA; LAURINDO, 2008;
TORRES et al.,, 2011; ZAVAREZE et al., 2012). Antes de depositar tais solugdes
nas placas, estas foram colocadas no ultrassom durante 4 h com o objetivo de
dispersar as nanoestruturas. Entdo, 80 mL de cada solugéo foram depositados em
placas de vidro retangulares (20 x 15 cm), as quais foram submetidas a secagem em
estufa com circulagédo forcada de ar (marca Tecnal, modelo TE 394-3, Piracicaba,
Brasil) a 35 °C por 48 h. Os filmes obtidos foram acondicionados a 25 °C. O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.4. Caracterizacao dos filmes
4.4.1. Espessura dos filmes

A espessura média do filme foi calculada medindo, aleatoriamente, 6 pontos
diferentes com o auxilio de um micrémetro (Micrdmetro Externo Série 436.1M 0 - 25
mm, STARRETT- V436.1MXRL25, Made in PRC), com precis&o 0,001 mm.

4.4.2. Gramatura

Os filmes produzidos foram cortados em tamanhos de 2 x 2 cm e pesados em
balanga analitica (Balanga Analitica AY 220, Shimadzu Corporation, Barueri/Sdo
Paulo, Brasil), com precisdao de 0,001 g. As massas obtidas foram divididas pela

area do filme em questado, obtendo-se os teores de gramatura em g.m'2.

4.4.3. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes produzidos foi determinada pelo
método gravimétrico padrao E96-95 (ASTM, 1995). Em frascos de 50 mL foi
colocado aproximadamente 10 g de silica gel azul, os quais foram lacrados com os
filmes previamente preparados, entdo este conjunto foi pesado em uma balanga
analitica. Os frascos foram depositados dentro de um dessecador contendo 200 mL
de solugédo salina de cloreto de calcio 10% (m/v), juntamente com um termo-
higrémetro para a medicédo da umidade e temperatura. O dessecador foi mantido em

uma incubadora a 30 °C. A umidade média dentro do dissecador foi de 75%.

Durante quatro dias os frascos foram retirados e pesados em balanga analitica.
A permeabilidade ao vapor d’agua foi determinada pela seguinte equagéo:

PVA= ~r (1)

100

Onde:
PVA = Permeabilidade ao vapor d’agua (g.um.m=.dia’.mmHg™);

TPVA = Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (g. dia™. m?);
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¢ = Espessura média do filme (um);

p = Pressdo de vapor de agua pura na temperatura indicada pelo termo-

higrébmetro (mmHgQ);

URe = Umidade relativa (indicada pelo termo-higrometro).

4.4.4. Solubilidade em agua

A percentagem de solubilidade da goma, plastificante e nanoestruturas (S%)
em agua foi determinada com base no método descrito por ANTONIOU et al. (2015)
com algumas modificagdes. Ela foi determinada como percentagem de matéria seca
de filme solubilizado apds 24 h de imersdo em agua destilada. O peso inicial (W)
das folhas de filme seco (2 x 2 cm) foram imersas em 30 mL de agua destilada a 25
+ 1°C sob agitagdo constante durante 24 h, seguida de centrifugagdo a 3500 rpm
durante 20 min. A matéria nio dissolvida foi seca a 80°C por 24 h até peso
constante (W,). Este teste foi realizado em triplicata e a solubilidade em agua (S%)
foi calculada usando a seguinte equagao:

Wo-W1
0

5% =

x 100 (2)

4.4.5. Teor de umidade

O teor de umidade (M%) dos filmes foi determinado por secagem de pecas de
2 x 2 cm a 80°C durante 24 h. As amostras foram entdo pesadas em balanca
analitica antes (W,) e ap6s 24 h (W4), e o teor percentual de umidade foi calculado
usando a seguinte equagao:

M% = =-=1x 100 (3)

0

4.4.6. Propriedades Mecanicas

As propriedades de tragdo e alongamento dos filmes foram medidas conforme
0 método padrao D882-02 (ASTM, 2002) em um analisador de textura (Stable Micro

Systems, modelo TA.XT Plus, Reino Unido) com célula de carga de 1 kN.
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Primeiramente, cortou-se as amostras em tiras (100 x 10 mm) e a separagéo inicial
entre as garras foi de 50 mm com velocidade de 50 mm/min. A resisténcia a tracao
foi calculada dividindo a carga maxima pela area da segéao transversal do filme. Ja o
alongamento na ruptura foi calculado pela relagdo percentual entre o alongamento
do corpo de prova e seu comprimento inicial padréo, na ruptura. Testaram-se cinco

corpos de prova para cada filme.

4.5. Avaliagcao da atividade antimicrobiana das nanoestruturas e do

filme in vitro

O fungo de goiaba com sintomas de antracnose foi isolado e plaqueado
previamente no Laboratério Biotecnologico na UFSJ. Um método adequado para
avaliar a eficiéncia de um agente antimicrobiano consiste em medir o tamanho
relativo a zona de inibigdo (ZOl) ao redor do agente testado. Um inéculo padrao
deste micro-organismo foi inicialmente esfregado pelo método de “Spread Plate”
sobre a superficie de uma placa de petri com 0 meio de cultura YMA, onde foram
colocados papéis-filtro estéreis impregnados com as nanoestruturas de carbonato de
calcio nas concentracdes de 1, 2 e 3 % g.g™" e biofilmes de GT com 1 e 3% g.g”" de
carbonato de calcio nanoestruturados. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

Em seguida, as placas foram incubadas por 48 h e a 35 °C em uma estufa
bacterioldgica, e as ZOI formadas ao redor dos papéis-filtro foram entdo medidas
(VALASKOVA et al., 2010).

Os dados foram analisados via Analise de Variancia e teste de Turkey (p<0,05)
realizados através do software Origin Pro 8SR4 (Version 8.0, Northampton, USA).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Isolamento do fungo

Fungos foram isolados (Figura 4) de goiabas com sintomas de antracnose,
manchas necroticas de coloragdo escura, com bordos definidos e formato irregular,
no Laboratério Biotecnolégico do Campus Alto Paraopeba/UFSJ em Ouro
Branco/MG.

Figura 4 — Fungos isolados de goiaba com sintomas de antracnose no Laboratério
Biotecnoldégico do Campus Alto Paraopeba/UFSJ em Ouro Branco/MG.

Fonte: Préprio Autor, 2016.

ANDRADE et al. (2007) definiram alguns aspectos de certas espécies de
Colletotrichum ssp., como a cor da colbnia e o0 seu reverso salmao (C. acutatum) ou
branca (C. gloeosporioides), as bordas de ambas na coloragdo branca, com a
presenga de micélio aéreo moderadamente abundante para a colénia salmao, e,
reduzido e branco para a coldnia branca. Além disso, através da comparagao
morfolégica com outros estudos, como se pode observar nas Figura 4 e Figura 5,

acredita-se que esses fungos isolados pertencem a essas espécies (Colletotrichum

ssp.).
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Figura 5 — Espécies de fungos do complexo de Colletotrichum gloeosporioides encontrados
na literatura.

Fonte: WEIR; JOHNSTON; DAMM (2012)

Espécies de Colletotrichum sao tradicionalmente diferenciadas com base em
caracteres morfologicos e culturais. Caracteristicas como morfologia de conidios,
presenca de setas e do teleomorfo, coloragéo de coldnia, produgao de pigmentos e
taxa de crescimento tém sido usadas para diferenciar espécies morfologicamente
préximas, como C. gloeosporioides e C. acutatum J.H. Simmonds (FREEMAN et al.,
1998; SUTTON; BAILEY; JEGER, 1992). As dificuldades encontradas na
identificacdo das espécies de Colletotrichum estao relacionadas a grande
diversidade fenotipica, influéncia de fatores ambientais na estabilidade dos
caracteres morfolégicos e culturais, existéncia de formas intermediarias e falta de
padronizagao de condigbes culturais empregadas nos diferentes estudos
(FREEMAN et al., 1998; LOPEZ, 2001; SUTTON et al., 1992). Para uma melhor
identificacao dos fungos citados, deve-se realizar alguma técnica molecular, como a

PCR com primers especificos.

5.2. Obtencao de Nanoestruturas de Carbonato de Calcio

Nanoestruturas de carbonato de calcio (NPCs) obtidas a 50°C apresentaram
um tamanho de 167,0 nm e a 25°C apresentaram um tamanho de 224,2 nm.
Constatando-se entdo que o carbonato ao ser exposto a uma maior temperatura

apresentou uma nanoestrutura menor do que a exposta a uma temperatura menor.

Com o objetivo de avaliar a inter-relacdo entre outros paréametros além da
temperatura e obter valores que otimizem as condigdes experimentais, utilizou-se

uma metodologia de superficie de resposta — Planejamento Box-Behnken — em que
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as variaveis independentes para este estudo foram temperatura (5 a 30 °C), tempo
de reagdo (10 a 60 min) e proporgcao (1 a 5) entre as solugbes utilizadas para

produzir o carbonato de calcio.

A Tabela 2 mostra o tamanho das estruturas de carbonato de calcio obtidas no
delineamento experimental. USKOKOVIC (2007) afirma que nanoestruturas s&o
materiais cujo tamanho varia de 10 a 300 nm, portanto, o tratamento 6 foi o que

apresentou o melhor resultado.

Tabela 2 — Valores de tamanho (nm) das amostras preparadas no delineamento
experimental e analisadas no equipamento Nanozeta Sizer Malvern (Inglaterra, Reino
Unido).

Tratamento Tamanho (nm)
1 2495+ 11,6
2 532,8 £ 169,5
3 217,6 £ 52,1
4 670,99+ 117,8
5 426,6 + 80,2
6 179+6,9
7 185,7 £ 16,2
8 119,7 + 68,6
9 664,5 + 151,5
10 299,5 + 66,3
11 28,5+5,8
12 329+7,0
13 248,5+ 11,6
14 484,4 +94 4
15 269,1 + 64,8

*Resultados expressos como média + desvio-padréo (n=3).
Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

Os valores do tamanho de cada nanoestrutura e suas respectivas condigdes de
preparagcao (temperatura, propor¢cdo e tempo), nas formas codificadas e
decodificadas, foram agrupados conforme a Tabela 3 para a obtengédo dos graficos
de superficie de resposta em 3D. As curvas de contorno das respectivas Figuras se

encontram em anexo.
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Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental e resultado experimental para o estudo da
produgéo da nanoestrutura (NP).

Tratamento Temperatura (°C) Proporciago Tempo (min) Tamanho (nm)

1 5(-1) 1(-1) 35 (0) 2495
2 30 (1) 1(-1) 35 (0) 532,8
3 5(-1) 5(1) 35 (0) 217,6
4 30 (1) 5 (1) 35 (0) 670,9
5 5 (-1) 3(0) 10 (-1) 426,6
6 30 (1) 3 (0) 10 (-1) 17,9
7 5 (-1) 3(0) 60 (1) 185,7
8 30 (1) 3 (0) 60 (1) 119,7
9 17,5 (0) 1(-1) 10 (-1) 664,5
10 17,5 (0) 5 (1) 10 (-1) 299,5
11 17,5 (0) 1(-1) 60 (1) 28,5
12 17,5 (0) 5 (1) 60 (1) 32,9
13 17,5 (0) 3(0) 35 (0) 2485
14 17,5 (0) 3 (0) 35 (0) 2844
15 17,5 (0) 3(0) 35 (0) 269,1

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

A partir destes dados construiu-se os graficos de superficie 3D bem como
gerou-se a ANOVA (Tabela 4) utilizando-se o software Statistica a fim de avaliar as
regides de melhor resposta para a menor NP. As superficies obtidas podem ser

analisadas nas Figura 6, Figura 7 e Figura 8.

Figura 6 — Superficie de resposta 3D identificando a influéncia da variagao da temperatura e
proporgdo na formagao das nanoestruturas para tempo fixo em 35 min.
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Fonte: Préprio Autor, 2016.
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Figura 7 — Superficie de resposta 3D identificando a influéncia da variagao da temperatura e
do tempo na formagao das nanoestruturas para proporgao fixa em 3.

LABIAY SRR Y

Fonte: Proprio Autor, 2016.

Figura 8 — Superficie de resposta 3D identificando a influéncia da variagado do tempo e da
proporgcdo na formagao das nanoestruturas para temperatura fixa em 17,5 °C.

ABALY TRy

Fonte: Préprio Autor, 2016.

Observa-se nas figuras acima que os pontos de interesse se encontram na
coloragdo verde escuro, uma vez que representam os menores tamanhos de
nanoestruturas (valores dos eixos podem ser melhor analisados nos graficos 2D -
ANEXO I). Através da superficie plotada, observa-se que quando maior o tempo de

gotejamento, ou seja, menor quantidade de liquido for gotejada por tempo, menores
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sdo os tamanhos encontrados para as nanoestruturas. Além disso, a proporgao néo
possui influéncia significativa na variavel resposta e a temperatura ideal € em torno
de 17,5 °C.

Tabela 4 — ANOVA dos dados obtidos no software Statistica.

Fator SS df MS F* P*
Proporgao (L) 49850,1 1 49850,1  2,9201 0,22961
Proporgéao (Q) 203,1 1 2031 0,0119  0,92311
Temperatura (L) 1097,7 1 1097,7 0,0643 0,82351
Temperatura (Q) 21486,3 1 21486,3 1,2586 0,37851
Tempo (L) 69710,9 1 69710,9 4,0835 0,18071
Tempo (Q) 87500,0 1 87500,0 5,1256 0,15187
Proporgio (L)-Temperatura (L) 7225,0 1 7225,0 0,4232 0,58208
Proporgao (L)-Temperatura (Q) 183406,0 1 183406,0 10,7436 0,08182
Proporgao (Q)-Temperatura (L) 27234,3 1 27234,3 1,5953 0,33387
Proporcéao (L)-Tempo (L) 29360,8 1 29360,8 1,7199 0,32004
Proporcéao (Q)-Tempo (L) 72860,8 1 72860,8 4,2681 0,17482
Temperatura (L)-Tempo (L) 34108,5 1 34108,5 11,9980 0,29307

Erro 34142 .4 2 17071,2
Total SS 657607,1 14

xSignificativo ao nivel de 10 % de probabilidade.
L: Linear, Q: Quadratica.
Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

O teste F apresenta a razédo entre 0 Fcacuiado € O Fiabelado- S€MpPre que esta
relacdo for maior que 1, a regressdo € estatisticamente significativa, havendo
relacado entre as variaveis independentes e dependentes. Sabendo que 0 Frapelado =
2,4344, nota-se que o valor de Fgaicuiado € Maior do que Frapelado, 10,7436 > 2,4344.
Além disso, outra maneira de avaliar a significancia da estatistica F € utilizando o p-
valor. Caso p-valor for menor que a, a regressado é estatisticamente significativa.
Neste mesmo caso, observa-se que o valor de p é inferior ao valor de a (0,10),
indicando a relagdo entre as variaveis proporgdo, em uma regressao linear, e
temperatura para regressdo quadratica. Essa afirmagédo pode ser comprovada

observando o Diagrama de Pareto (Figura 9).
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Figura 9 — Diagrama de Pareto para produg¢ao das nanoestruturas de carbonato de calcio.

1Lby2Q /,// -3,27774
QyaL 205
@)TL) ~/|-2.02078

(Mprop(L) 7777771708838
Lby3L A1 413612

-

~

1Lby3L 41,311451
1Qby2L /// -1,26307

tempera(Q) // /7/-1,12189
IWby2L P //|.6505591

(Mempera(L) 777777777] 253579 E
prop(Q) |77/ - 109069 !

p=1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Elaboragao: Proprio Autor, 2016.

Logo, a partir das analises feitas no software Stastistica, pelas condi¢cdes
utilizadas no experimento e custo energético, as melhores condi¢cbes avaliadas para

producao da nanoestrutura foram de 17,5 °C em uma proporg¢ao de 1:1 por 60 min.

Como observado por BABOU-KAMMOE et al. (2012), quanto maior foi a
temperatura, maior o tamanho das nanoestruturas formadas, o que pode ser
explicado por modificagdo da solubilidade da calcita e da competicao existente entre
as fases de nucleagdo e de crescimento cristalino que ocorrem no processo de
cristalizagado do CaCOs, e, quanto maior o tempo de gotejamento, menor o tamanho
das particulas encontradas. Esta diminuicdo do tamanho das nanoestruturas em um
maior tempo de mistura pode ser devida ao efeito antagonista do amadurecimento
de Ostwald, onde o tamanho médio da particula comeg¢a a aumentar com o tempo
de envelhecimento através da dissolugdao de pequenas particulas e crescimento de
grandes particulas (BABOU-KAMMOE et al., 2012).
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5.3. Obtencao e caracterizacao dos Filmes de Goma Tara com

Nanoestruturas de Carbonato de Calcio.

A Figura 10 demonstra a preparagao dos filmes de goma tara sem
nanoestruturas, e com nanoestruturas na concentracdo de 1, 2 e 3% através do

método de Casting.

Figura 10 — Producéo do filme de goma tara sem nanoestruturas, e com nanoestruturas na
concentracao de 1, 2 e 3% pelo método de Casting, (a) solugdo filmogénica apds a
homogeneizagéao; (b) aplicagao das solugbes em suporte de vidro.

Fonte: Proprio Autor, 2016.

A técnica de Casting é a mais empregada e discutida na pesquisa de filmes
biodegradaveis (ANDREUCCETTI; CARVALHO; GROSSO, 2009; SHIMAZU; MALI;
GROSSMANN, 2007) e por isso foi a opgao escolhida. Porém, exige-se um controle
rigoroso da forma do suporte e do nivel da estufa, para evitar diferencas na
espessura provocadas por desniveis durante a secagem e, também, da temperatura,
devendo os filmes serem secados a baixas temperaturas para que nao quebrem
durante a etapa de secagem (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010; MOURA et
al., 2008).

O tratamento com ultrassom foi realizado com o objetivo de dispersar melhor
as nanoestruturas de carbonato de calcio, conforme pode ser observado na Figura
11.
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Figura 11 — Filmes com 1% de carbonato de calcio, (a) nd&o homogeneamente disperso e (b)
homogeneamente disperso.

Fonte: Préprio Autor, 2016.

A homogeneidade da solugéo é importante para que as mesmas caracteristicas
sejam encontradas em todo o filme e evitar o maximo de variagdo ao longo do
mesmo. Portanto, verificou-se que o tratamento com ultrassom é essencial para a

obtencéo de um filme mais homogéneo.

Apenas as concentragdes de 1% e 2% de nanoestruturas de carbonato de
calcio foram escolhidas para a sequéncia do trabalho, uma vez que o filme com 3%
de carbonato de calcio ficou muito fragil e quebradigo, ndo sendo possivel retira-lo

para realizar as demais analises (Figura 12).

Figura 12 — Filme de goma tara com 3% de nanocarbonato de calcio.

Fonte: Proprio Autor, 2016.



31

A Figura 13 ilustra a diferenga de opacidade entre os filmes com e sem
nanoestrutura. Fator interessante, pelo fato de possibilitar o uso desses filmes

opacos em alimentos fotossensiveis.

Figura 13 — Filmes retirados do suporte de vidro com notavel diferenga na opacidade, (a)
filme de goma tara (GT) sem nanoestruturas; (b) flme de GT com 1% de nanocarbonato de
calcio; e (c) filme de GT com 2% de carbonato de calcio nanoestruturado.

(b)

(c)

Fonte: Proprio Autor, 2016.

PADUA; WANG; GENNADIOS (2002) afirmaram que os filmes quando
produzidos pela Técnica Casting apresentam formas distintas decorrentes do
processo de secagem proporcionando diferengas morfoldgicas entre os dois lados: o0
superior em contato com o ar e o inferior em contato com a superficie. Durante a

secagem o lado na superficie de contato € mais homogéneo e brilhante resultando
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numa microestrutura mais lisa e sem uma caracteristica definida, enquanto o lado
em contato com o ar apresenta-se irregular e opaco, com uma microestrutura

mostrando depdsitos globulares (Figura 13).

5.3.1. Espessura e gramatura

A espessura média do filme foi calculada medindo, aleatoriamente, 6 pontos
diferentes com o auxilio de um micrémetro (STARRETT - V436.1MXRL25, Made in
PRC), com precisdo 0,001 mm e analisada estatisticamente utilizando o software
Origin Pro 8SR4, a qual esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Espessura média dos filmes de goma tara, em micrometros e gramatura, em
gramas por metro quadrado, presente em cada tipo de filme.

Nanocarbonato (%) Espessura média dos filmes (pm) Gramatura (g.m?)
0 24,17 +2,92° 0,0035 + 0,0001¢
1 49,61 +1,55° 0,0072 + 0,0004°
2 69,83 + 4,49° 0,0109 + 0,0005'

*Resultados expressos como média + desvio-padrao (n=3).

** Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

E possivel constatar que quanto maior a concentragdo de nanoestruturas de
carbonato de calcio, maior a espessura do filme para um mesmo volume depositado
sobre a placa, sendo os valores médios das diversas condigdes diferentes entre si
pelo Teste Tukey. Acredita-se que a interagdo da nanoestrutura com a goma tara
alterou a conformacao tridimensional deste biopolimero, como, por exemplo, através
da formagdo de poros, de forma a torna-lo mais espesso. A uniformidade da
espessura de um filme é um parametro importante para nao influenciar nas analises
e determinacdes das propriedades do material e facilitar comparagdes dos
resultados entre os tratamentos, por isso, para futuras analises, deve-se variar o
volume das solugbes a serem depositadas em placas a fim de obter espessuras

proximas.

O controle da espessura influéncia largamente as propriedades mecanicas e de
barreiras dos filmes, principalmente a forga na perfuragcdo e a permeabilidade ao
vapor de agua (LOPEZ et al., 2011; PARK; CHINNAN, 1995; ZAVAREZE et al.,
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2012). Além disso, filmes com maior espessura necessitam de maior forga para
serem rompidos e apresentam maior elongagdo (MALI et al., 2005), além de
possuirem maior opacidade (SOBRAL, 2000). Portanto, observa-se que os filmes
com nanoestruturas sugerem apresentar maior forga a tragdo, maior elongacgao,

menor permeabilidade ao vapor de agua e, como ja observado, maior opacidade.

5.3.2. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Resultados de PVA podem ser uteis para entender os possiveis mecanismos
de transferéncia de massa e interagdes entre polimeros e soluto em filmes
comestiveis (BERTUZZI; VIDAURRE; et al., 2007). A Tabela 6 apresenta os valores
meédios e os desvios-padrédo da permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, de

acordo com a quantidade de nanocarbonato adicionada.

Tabela 6 — Valores de permeabilidade de agua médios e desvios-padrao dos filmes de
goma tara padrao e adicionados de nanocarbonato nas concentracdes de 1% e 2%.

Nanocarbonato (%) TPVA (g.m?dia™) PVA (g.um.m?.dia’.mmHg™)
0 568,55 * 5,56 568,89 + 73,09
1 569,68 + 21,62 1170,34 + 80,01°
2 550,87 + 3,56 1591,92 + 116,53¢

*Resultados expressos como média + desvio-padrao (n=3).

** Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

A transferéncia de vapor de agua geralmente ocorre através da porgéo
hidrofilica do filme, logo, a TPVA depende da relagdo de componentes hidrofilico-
hidrofobicos dos filmes (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000). Observou-se que
mesmo em filmes com nanocarbonato, hidrofébico, ndo houve diferenca significativa
(teste Tukey 5% de probabilidade) nas taxas de transferéncia de vapor de agua.
Porém, diferentemente do encontrado em outros estudos (RIBEIRO, W. X., 2014) e
do esperado, quanto maior foi a concentracdo de nanocarbonato, maior a
permeabilidade ao vapor de agua, mesmo que estes apresentem maiores
espessuras. Além disso, observa-se que houve um aumento linear no valor da PVA

em relagdo ao aumento da concentragdo de nanocarbonato de calcio no filme



34

(Figura 14). Sugere-se que a nanoestrutura provocou maior porosidade na estrutura

do filme que deve ser comprovada pela microscopia eletrénica de varredura.

Figura 14 — Relacdo entre PVA e concentracdo de nanocarbonato de calcio (%). A
regressao linear foi a mais adequada para este caso, resultando em um R?=0,9898, proximo

aft.
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Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

OCUNO; SOBRAL (2000) afirmam que um material muito permeavel ao vapor
de agua pode ser indicado para embalagens de vegetais frescos, enquanto um filme

pouco permeavel pode ser indicado para produtos desidratados, por exemplo.

5.3.3. Solubilidade em agua e teor de umidade nos filmes.

A Figura 15 mostra a interagao dos diferentes tipos de filme com a agua antes

e apos 24 horas de agitacédo, sendo que a solubilidade destes esta apresentada na

Tabela 7.
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Figura 15 — Filmes de goma tara antes da agitagdo sem nanoestruturas (a) e com
nanocarbonato de calcio (b), e apds agitagdo, sem nanoestruturas (c) e com nanocarbonato
de calcio (d).

(c)
Fonte: Préprio Autor, 2016.

Tabela 7 - Solubilidade média dos filmes de goma tara com nanocarbonato na
concentracdo de 0, 1 e 2% p.p™' e seu respectivo desvio padrao.

Nanocarbonato (%) Solubilidade (%)
0 97,39 + 2,94°
1 51,30 + 1,89°
2 36,44 £ 2,23°

*Resultados expressos como média + desvio-padréo (n=3).

** Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

A solubilidade possui uma ligagdo direta com os componentes estruturais do
filme, portanto, como ja era esperado, constatou-se que a goma tara possui grande
solubilidade em agua, sendo o valor encontrado 97.39 = 0.05 %. Ja o nanocarbonato
de calcio possui carater hidrofébico (VASSEN, 2015), como constatado na Figura
15, logo a solubilidade dos demais filmes foi menor se comparada ao filme sem esta

nanoestrutura, sendo assim considerado o menos hidrofilico. O decréscimo da
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solubilidade em agua pode ser um indicativo bastante interessante da maior
estabilidade desses materiais as diferentes condicbes ambientais (DEBIAGI et al.,
2010).

Todos os filmes produzidos apresentaram-se desintegrados quando, apds 24
horas, foram retirados da imersdo em agua, indicando que a rede ndo se manteve
intacta. A adigdo de plastificantes tem uma grande influéncia sobre a solubilidade de
filmes, devido ao seu carater hidrdfilo, pois o plastificante interage fortemente com a
agua, adicionando-a a rede do filme através de ligacdes de hidrogénio (MULLER et
al., 2008). Além disso, o plastificante pode interagir com a matriz polimérica,
aumentando o espago entre as cadeias, facilitando a migragao de agua para a
matriz e, por conseguinte, aumentando a solubilidade (CHIUMARELLI; HUBINGER,
2012; MEHYAR; HAN, 2004).

A solubilidade dos biofiimes €& uma caracteristica importante que esta
relacionada ao tipo de aplicagao e é influenciada também pelos componentes da
formulagdo. Em alguns casos, é desejado um filme que seja soluvel em agua, como
por exemplo, para encapsulagédo de alimentos, aditivos ou medicamentos, enquanto
que em algumas aplicagbes deseja-se um filme que seja parcialmente soluvel em
agua, como na producao de fertilizantes de liberagéo lenta. Por outro lado, muitas
aplicagdes demandam filmes que sejam insoluveis, para proteger a integridade do
produto embalado e conferir resisténcia a agua (BERTUZZI; ARMADA,;
GOTTIFREDI, 2007).

O teor de umidade presente nos filmes esta apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 — Teor de umidade médio presente nos trés tipos de filmes (0, 1 e 2% de
nanocarbonato de calcio) e seu respectivo desvio padrao.

Nanocarbonato (%) Teor de Umidade (%)
0 15,36 + 1,03°
1 9,14 + 0,88°
2 9,00 + 0,56*

*Resultados expressos como média + desvio-padrao (n=3).

** Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.
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E notério que com a adicdo de nanocarbonato ha uma reducdo de
aproximadamente 59% no teor de umidade no filme, sendo comprovado pelo teste
de Tukey que os filmes com 1 e 2% nao sao significativamente diferentes. Isso pode
ser explicado pelo fato de que quando nanoestruturas sao incorporadas ao filme,
reduz-se o volume livre no mesmo (Figura 16). Além disso, acredita-se que a
estrutura compacta de nanoestruturas permitiu que menos grupos hidroxila da

cadeia GT expostas se ligassem com moléculas de agua.
Figura 16 — Reducéo do volume livre em filmes de Goma Tara quando nanoestruturas séo
adicionadas em sua composi¢ao.

N GOMmE TaTE el GOl & = Nanocarbonsto da Caico

R0 00 volums Bvna

Fonte: Adaptado de ANTONIOU et al. (2015).

Constata-se que com a insergcao de nanocarbonato de calcio, maior foi a PVA e
menor foi o teor de umidade presente no filme, além de que se observou que o filme
com essas hanoestruturas possivelmente possui carater higroscopico. Quando
deixado a temperatura ambiente ha uma tendéncia neste em se contorcer. Supde-se
que esse nanocompodsito tende a ser mais permeavel ao vapor de agua devido a
essas caracteristicas supracitadas. O resultado identificado, maior concentragdo de
nanocarbonato relacionado a menor umidade nos filmes, € similar ao encontrado por
RIBEIRO, W. X. (2014) em filmes a base de zeina.
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5.3.4. Propriedades Mecanicas

Os dados obtidos para a resisténcia maxima a tracdo (Rmax) e porcentagem

de elongacéo (%E) encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 — Resisténcia maxima a tracdo (Rméax) e porcentagem de elongacdo (%E) e
desvios-padréo dos filmes (0, 1 e 2% de nanocarbonato de calcio).

Nanocarbonato (%) Rmax (Mpa) Elongacao (%)
0 38,012 +9,163° 2,7002 + 0,4008°
1 9,3731 +1,4748° 11,2096 + 2,0712¢
2 5,6843 +1,6534° 10,7751 + 1,5288¢

* Resultados expressos como média * desvio-padréo (n=3).

** Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Elaboragao: Préprio Autor, 2016.

A tensao na ruptura indica a tensdo maxima que o filme pode suportar, antes
de se romper, ja a elongacédo na ruptura € a variagdo maxima de comprimento de
uma amostra de teste, submetido a uma tensado, antes de se romper (PEREDA,;
AMICA; MARCOVICH, 2012). De acordo com os resultados apresentados na Tabela
9, nota-se que quando se adiciona carbonato de calcio nanoestruturado, ha uma
reducao na Rusx € um aumento no valor de E, nao havendo diferenca significativa
para as concentracbes de 1 e 2 % de CaCOj; (teste Tukey). Segundo MATTA
JUNIOR (2009), geralmente, quando a estrutura do filme torna-se menos rigida, as
propriedades de resisténcia/tensdo s&o reduzidas e o alongamento aumenta. Um
alongamento maior indica que o filme €& mais flexivel. Portanto, a adicao do
nanocarbonato resultou em materiais mais elasticos e flexiveis, porém menos

resistentes se comparados com o filme na auséncia deste.

Comportamento similar foi evidenciado por RIBEIRO, W. X. (2014) em filmes
de zeina acrescidos desta mesma nanoestrutura. RIBEIRO, W. X. (2014) afirma que
esse desempenho se deve a presenga de grandes glébulos de gordura na estrutura

identificados nas micrografias realizadas pela autora.
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5.4. Avaliacao da Atividade Antifangica das nanoestruturas e do

biofilme in vitro

Constata-se na Figura 17b que nédo houve formagdo de halo de inibicdo em
nenhuma das solugbes de nanocarbonato aplicadas sobre o papel filtro, e houve
crescimento do fungo por cima do filme de GT com nanocarbonato. JEONG et al.
(2007) afirma que o nanocarbonato possui atividade antibacteriana para a bactéria
Staphylococcus epidermidis, porém como € observado nesta figura, este nao
apresentou atividade antifingica para o fungo estudado. E necessario realizar outros
testes, como, por exemplo, testes em meio liquido e com outros microorganismos, a

fim de se observar a agao dessa nanoestrutura.

Figura 17 - Avaliagédo da atividade antifungica do nanocarbonato de calcio nas
concentracoes 1, 2 e 3% (NPCs 1%, NPC 2% e NPC 3%), de filmes de goma tara com
nanoestruturas de carbonato de célcio 1 e 2% (GT 1%, GT 2%) e filmes de quitosana (FQ)
como controle, antes da incubacgéao (a) e apos a incubagao (b).

NPCs 1% e 2%  NPCs 3% e GT 1%

NPCs 1% e 2% NPCs3%e GT 1%

(b) =

FQ GT 2% FQ GT 2%

(a) °

Fonte: Préprio Autor, 2016.
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6. CONCLUSAO

A partir das analises feitas no software Stastistica utilizando planejamento Box-
Benhken, as melhores condigdes para produgao da nanoestrutura foram de 17,5 °C
em uma proporgdo de 1:1 por 60 min. O desenvolvimento de embalagens
comestiveis com incorporagédo de nanoestruturas possibilitara o desenvolvimento de
produtos de maior valor fisioldgico e nutritivo; o aumento das vendas e valorizagéo
do produtor de goiaba, através da redugcdo da perda de goiaba pds-colheita e da
insercao de novos produtos; a otimizagao do aproveitamento da goiaba, agregando-
se um melhor aproveitamento a matéria-prima e ao valor dos componentes basicos
disponiveis; a melhora no rendimento e aumento da exportacdo “in natura” da

goiaba.

Como se pode observar, em filme de GT com nanoestruturas de carbonato de
calcio incorporadas houve reducédo da tenséo, da solubilidade em agua, do teor de
umidade presente no filme, maiores espessuras e gramatura para um mesmo
volume de filme depositado na placa, aumento da elongagao, porém nao apresentou
propriedades antimicrobianas. Em relagdo a permeabilidade ao vapor d’agua (PVA),
diferente do que era esperado, houve um crescimento linear com a concentragdo do
nanocarbonato. Supde-se que com a adigao de nanoestruturas, houve formacao de
poros no filme, o que pode explicar alguns dos resultados nos testes supracitados,
porem isso deve ser confirmado com uma microscopia 6tica de varredura. Acredita-
se que estes testes devem ser repetidos em filmes com espessuras similares, a fim

de obter maior confiabilidade na comparagao entre os mesmos.

Trabalhos adicionais devem ser realizados para a compreensao do processo

“y

de dispersdo da nanoestrutura na GT e a avaliacdo da aplicacdo deste fiime ‘in
vivo”. Sugere-se o estudo da viabilidade de aplicagdo deste nanocompdsito para

outras finalidades, como por exemplo, a utilizagdo como membranas de filtragéo.
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ANEXO

Figura 18 — Superficie de resposta 2D identificando a influéncia da variagdo da temperatura
e proporgao na formagao das nanoestruturas para tempo fixo em 35 min.
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Fonte: Préprio Autor, 2016.

Figura 19 — Superficie de resposta 2D identificando a influéncia da variagdo da temperatura
e do tempo na formacao das nanoestruturas para proporgao fixa em 3.
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Figura 20 — Superficie de resposta 2D identificando a influéncia da variagao do tempo e da
propor¢cado na formacgao das nanoestruturas para temperatura fixa em 17,5 °C.
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