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RESUMO

As antocianinas séo os flavonoides de maior distribui¢do no reino vegetal, sendo
responsaveis por diversas cores das plantas, como azul, vermelho e laranja. As
antocianinas da acerola (Malpighia emarginata DC) sdo muito suscetiveis a degradacédo
durante o processamento e estocagem, que resulta em alteracdo da coloracdo vermelha
caracteristica para uma cor amarelada ou marrom no produto final, diminuindo seu apelo
comercial, dai a importancia de se utilizarem técnicas para estabilizar as antocianinas nos
produtos derivados de acerola. A estabilidade das antocianinas pode ser melhorada
através da copigmentacdo, fenbmeno no qual o pigmento e um composto (organico ou
inorganico) formam associagdes moleculares que promovem intensificacdo e/ou
estabilizacéo da cor. Recentemente, tem-se estudado o emprego de nano-adsorventes na
copigmentacdo. Dentre essa classe de materiais, destaca-se o0 emprego de argilas
esmectitas, como a montmorilonita (MMT), cujos efeitos sobre a estabilizacdo de
antocianinas foram reportados em alguns estudos prévios. A MMT é geralmente usada
como fase de reforco, melhorando as propriedades mecénicas e de barreira de materiais
poliméricos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilizacdo de
antocianinas por MMT em suco clarificado de acerola (SCA) e filmes comestiveis a base
de gelatina adicionados de suco de acerola. A adicdo de MMT promoveu uma
complexacédo das antocianinas presentes no SCA, com consequente intensificacdo da cor
vermelha dos sucos e a estabilizacdo dos parametros de cor em funcéo do pH e do tempo
de estocagem. A espectrometria de massa indicou adsor¢do da antocianina pela MMT.
Nos filmes comestiveis de gelatina com suco de acerola, a adi¢do de 6,4% de MMT (em
relagdo a gelatina) promoveu um aumento de cerca de 30% na resisténcia a tracdo e uma
reducdo de 44% da permeabilidade ao vapor de dgua. Além disso, a adicdo de MMT aos
filmes promoveu uma reducédo na luminosidade (L*) e uma intensificagéo e estabilizacdo

da cor vermelha.

Palavras-chave: Acerola, Montmorilonita, Filmes comestiveis.



ABSTRACT

Anthocyanins are the most widely distributed flavonoids in plants, being responsible for
colors ranging from blue to red-orange. The anthocyanins from acerolas (Malpighia
emarginata DC) are very prone to degradation upon processing and storage, resulting in
changes in their characateristic red color to a yellowish or brownish color((DE ROSSO;
MERCADANTE, 2007), decreasing the commercial appeal of the final products. Thus,
it is important to use techniques to stabilize anthocyanins in acerola products.
Anthocyanin stability may be improved by copigmentation, in which the pigment and a
second compound (copigment, organic or inorganic) form molecular associations which
promote color intensification and/or stabilization. The use of nanoadsorbents for
copigmentation has been studied recently. Among those, the montmorillonite-type clays
(MMT) should be mentioned, whose effects on anthocyanin stabilization have been
reported. MMT is commonly used as a reinforcement phase for polymeric materials,
improving their mechanical and barrier properties. The objective of the present study was
to evaluate the anthocyanin stabilization by MMT on acerola clarified juice and edible
gelatin films containing acerola juice. The MMT addition promoted complexation of
anthocyanins in acerola juice, with concomitant intensification of the red color and
stabilization of the color parameters as functions of pH and storage time. Mass
spectrometry indicated anthocyanin adsorption by MMT. The addition of 6.4% MMT (on
a gelatin weight basis) to the films resulted in 30% increasing on tensile strength and 44%
decreasing on water vapor permeability. Moreover, MMT promoted reduction in color

lightness (L*) and intensification in red color.

Keywords: Acerola, Montmorillonite, Edible films.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Acerola: aspectos gerais

A acerola é um fruto da familia das Malpighiaceae cuja denominacéo cientifica é
Malpighia emarginata DC. Também conhecida como cereja das Antilhas ou cereja de
Barbados, este fruto é nativo das llhas do Caribe, América Central e Norte da América
do sul (RITZINGER; RITZINGER, 2011) e pode ser encontrado nos Estados Unidos da
América, México, Cuba, Costa Rica, Colémbia, Suriname, Venezuela e Brasil
(RODRIGUES-AMAYA, 2012), sendo este ultimo o maior produtor e consumidor de
acerola no mundo (CARVALHO et al., 2000), tendo produzido 24.451 toneladas de
acerola em 2006, sendo 18.174 toneladas oriundos do Nordeste (IBGE, 2006).

A cor da casca de acerolas maduras pode variar de vermelho-amarelada a
vermelho-purpura, e a polpa pode variar do amarelo ao vermelho (RITZINGER,;
RITZINGER, 2011). Esta cor vermelha da acerola decorre da presenca de antocianinas
no fruto (LIMA et al., 2002), sendo as principais representantes desta classe a cianidina-
3-ramnosideo e a perlagodina-3-ramnosideo (Figura 1) (DE BRITO et al., 2007; DELVA,
2012; HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005; VERA DE ROSSO et al.,
2008).

Figura 1 - Estrutura das principais antocianinas presentes na acerola. 1 cianidina-3-a-O-ramnosideo, 2
pelargonidina-a-O-ramnosideo...

Os principais produtos derivados do processamento da acerola sdo a polpa

pasteurizada congelada e o suco pasteurizado, mas a fruta também pode ser encontrada
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na forma liofilizada ou como néctar e geleia. (RITZINGER; RITZINGER, 2011;

RODRIGUES-AMAYA, 2012).

As antocianinas da acerola sdo muito instaveis, e sua degradagdo durante o
processamento e o periodo de estocagem reduz a coloragdo vermelha caracteristica (DE
ROSSO; MERCADANTE, 2007), resultando em uma cor amarela ou marrom no produto
final, diminuindo seu apelo comercial, pois 0 consumidor espera que a cor seja proxima
a do fruto in natura.. Lima et al. (2002) verificaram uma reducdo na concentracdo de
antocianina de polpas de acerola armazenadas sob congelamento. O mesmo grupo (LIMA
et al., 2003) também avaliou a concentracdo de antocianinas em polpas de acerola de 12
cultivares diferentes armazenadas sob congelamento, verificando uma reducéo de 3,4% a
23,6% apos 180 dias de armazenamento (-18°C). Maia et al. (2007) verificaram que a
pasteurizacdo de suco de acerola (90°C/1 min) promoveu uma reducao na concentracao
final de antocianinas, bem como uma mudanca na cor final do produto. Torna-se de suma
importancia utilizar técnicas para melhorar a estabilidade das antocianinas nos produtos

derivados de acerola, visando a melhoria da aparéncia e assim aumentar o0 consumo.

1.2 Antocianinas

As antocianinas pertencem ao subgrupo flavonoide dos compostos fenolicos, e
sdo um dos grupos de pigmentos de maior distribuicdo no reino vegetal. S&o responsaveis
por diversas cores das plantas, como azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Estas moléculas pertencem ao grupo de
compostos fendlicos, com estrutura composta por dois anéis aromaticos ligados por uma
unidade C3 (anel pirano) e um esqueleto carbénico CsC3Cs (Figura 2) (DELGADO-
VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).
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Figura 2 - Estrutura basica dos compostos fendlicos.

8 9
7 C—C—C
6 5

As antocianinas sdo substitutos glicosilados (poli-hidroxi e/ou poli-metoxi) do sal
2-fenilbenzopirona (sal flavylium), conforme a Figura 3 (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000). A principal parte da estrutura das antocianinas (a
aglicona) é uma antocianidina, a qual contém ligacGes duplas conjugadas responsaveis
pela absor¢do da luz no comprimento de onda de 500 nm, fazendo com que a cor vermelha

seja perceptivel aos olhos humanos (REIN, 2005).

H& uma enorme variedade de antocianidinas presente na natureza, porém aquelas
que costumam ocorrer em alimentos sdo pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina,
malvidina e petunidina (Figura 4) (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; REIN,
2005) que se diferenciam pelo nimero de grupos hidroxila e metoxila ligadas ao anel B
do cation flavylium.

Figura 3 - Cation Flavylium. R1 e Rz = -H, -OH ou -OCHs, Rs = -glicosil, R4 = -H ou -glicosil.)
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Figura 4 - Antocianidinas mais comuns em alimentos. Figura adaptada de Rein, M. (2005)

Delfinidina Malvidina Petunidina

As antocianinas sdo pigmentos muito instaveis, podendo sofrer alteragcdes durante
0 processamento e estocagem dos alimentos. A estabilidade da cor das antocianinas é
afetada diretamente pelo pH, temperatura, concentracdo e estrutura das antocianinas,
oxigénio, luz, e enzimas presentes no alimento (REIN, 2005). Outro interferente na
estabilidade das antocianinas é a presenca de alta concentracdo de &cido ascérbico no
meio, que acelera o processo de degradacdo das antocianinas, possivelmente por sua
condensacgédo no carbono 4 da estrutura das antocianinas (DE ROSSO; MERCADANTE,
2007). Considerando que a acerola é uma excelente fonte de acido ascérbico (MEZADRI
etal., 2008; VENDRAMINI; TRUGO, 2000), este é o principal causador da instabilidade
das antocianinas presentes (DE ROSSO; MERCADANTE, 2007).

O aumento da metilacdo nas antocianinas € diretamente proporcional a sua
estabilidade, enquanto que o aumento da hidroxilagdo diminui a estabilidade. Logo, a cor
dos alimentos que contém antocianinas do tipo pelargonidina, cianidina ou delfinidina,
como as acerolas, sdo mais instaveis que os alimentos que contém antocianinas do tipo
petunidina ou malvidina (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). As
antocianinas comumente encontradas nas acerolas sdo as cianidina-3- ramnosideo e
pelargonidina-3-ramnosideo (DE BRITO et al., 2007; DELVA; SCHNEIDER, 2013;
VERA DE ROSSO et al., 2008), antocianinas sem grupos metoxila na estrutura principal
ligadas a um monossacarideo. O aumento do numero de grupamentos hidroxila nas

estruturas de antocianinas tende a aumentar a cor azulada, enquanto que o aumento de
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grupamento metoxila tendem a aumentar a cor vermelha das antocianinas (DELGADO-

VARGAS:; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

O tipo de aglcar ligado a aglicona tambem influencia a estabilidade das
antocianinas (DELVA, 2012). Bronnum-Hansen e Flink (1985) observaram que
antocianinas de sabugueiro que continham dissacarideos eram mais estaveis que as que
continham monossacarideos. Os agUcares mais frequentemente encontrados ligados as
antocianinas sao glicose, ramnose, xilose, galactose e frutose (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; REIN, 2005).

O pH do meio tende a interferir na estabilidade e intensidade da cor das
antocianinas. Cabrita, Fossen e Andersen (2000) avaliaram a cor, estabilidade e
intensidade das seis antocianidina-3-glicosideo mais comuns (pelargonidina-3-
glicosideo, cianidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo,
petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo) e verificaram uma mudanca
significativa nestes parametros no intervalo de pH 1-12, porém a maior intensificacao e
estabilidade da cor vermelha ocorre no intervalo de pH 1-3. As antocianinas sdo mais
estaveis em condicOes acidas, provavelmente, devido a uma reducdo na velocidade de
hidrolise do radical 3-glicosil (MAZZA; BROUILLARD, 1987). Este aumento na
estabilidade também esta diretamente relacionado a posicdo em que o glicosil esta ligado
a estrutura da aglicona, sendo que glicosilacdo C-3 produz antocianinas mais estaveis que
as glicosilagdes nas posi¢des 5, 7 ¢ 4° ( LEON, 1931 apud REIN, 2005). Além disso, a
natureza ibnica das antocianinas permite que a molécula mude a conformacdo de sua
estrutura de acordo com o pH do meio, resultando em cores diferentes (BROUILLARD,
1982; REIN, 2005).

As antocianinas podem ser encontradas sob quatro formas estruturais, dependendo
do pH: base quinoidal azul (A), cation flavylium vermelho (AH™), pseudobase carbinol
incolor (B) e chalcona incolor (C), conforme a Figura 5. O cation flavylium é a espécie
predominante nos meios muito acidos, e o aumento do pH promove a reducdo da
concentracdo do cétion flavylium e consequentemente a intensidade da cor, através do
ataque nucleofilico da &gua, formando a pseudobase carbinol incolor. A dupla ligacdo
entre os anéis aromaticos A e B é desfeita no carbinol, logo a luz visivel ndo é mais
absorvida. Em valores mais elevados do pH, o cation flavylium tende a perder protons de

forma rapida, formando a base quinoidal azul. Com a continuacéo da elevacédo do pH, a
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forma carbinol é transformada em chalcona incolor, devido a abertura do anel

(BROUILLARD, 1982).

Figura 5 - Principais formas de equilibrio de antocianina existentes em meio aquoso.
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A estabilidade das antocianinas pode ser melhorada através da chamada
copigmentacdo, que é um fenbmeno no qual o pigmento e um segundo composto
(copigmento, que pode ser inorganico ou organico) formam associa¢des moleculares ou
complexos, geralmente resultando em uma mudanca ou aumento da intensidade da cor
(BOULTON, 2001).

Os copigmentos séo sistemas ricos em elétrons m que sdo capazes de se associar
com os ions flavylium, que sdo bastante pobres em elétrons. Esta associa¢do protege a
posicédo 2 do ion flavylium do ataque nucleofilico da agua, reduzindo a concentracao de
carbinol no meio, fazendo com que a solugcdo permaneca colorida (BAKOWSKA;
KUCHARSKA; OSZMIANSKI, 2003; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
MATSUFUJI et al., 2003; MAZZA; BROUILLARD, 1987). A associagdo antocianina-
copigmento ocorre via processo de autoassociacao, relacionado com forcas hidrofdbicas,

prevenindo o ataque nucleofilico da agua e consequente perda de cor (MAZZA,;
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BROUILLARD, 1987). O copigmento sozinho é geralmente incolor, mas, quando

adicionado a uma solugdo de antocianina, aumenta consideravelmente a cor da solucéo.
Um copigmento pode ser um flavonoide, alcaloide, aminoacido, acido orgéanico,
polissacarideo, nucleotideo, metal, e auto associacdo de antocianinas (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009).

A associacdo de antocianinas e copigmentos resulta em efeito hipercromico
(AA) e deslocamento batocrdmico (AA). O efeito hipercrémico esta relacionado com o
aumento da intensidade da cor, devido ao aumento da absorbancia pelos compostos,
enquanto que o deslocamento batocrémico esté relacionado com a mudanca de tonalidade
devida a uma mudanca na absorcao da luz na faixa de espectro visivel de um comprimento
de onda menor para um maior, com consequente mudanca de cor, indo (no caso de
antocianinas) de laranja/vermelho para roxo/azul (BAKOWSKA; KUCHARSKA;
OSZMIANSKI, 2003; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009: DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Recentemente, tém-se estudado varios nano-adsorventes que sdo capazes de
interagir com polifendis ou outras moléculas semelhantes (GOLBASHY et al., 2016).
Estes nano-adsorventes podem ser utilizados em sistemas de carreadores de farmacos
(BAEK; CHOY; CHOI, 2012; GOLBASHY et al., 2016; SAHA et al., 2016; SARMAH
etal., 2015; TEIXEIRA-NETO et al., 2012), extracdo de pigmentos (LIMA et al., 2007)
e para estabilizacdo de antocianinas (KOHNO et al., 2007, 2009; TEIXEIRA-NETO et
al., 2012). Dentre essa classe de materiais, destaca-se 0 emprego de argilas esmectitas

para estabilizagdo de antocianinas, sendo um de seus representantes a montmorilonita.

1.3 Montmorilonita

Uma das argilas mais estudas como adsorvente é a montmorilonita (MMT)
(Figura 6), um aluminossilicato 2:1 do grupo das esmectitas, constituido de uma placa
octaédrica de hidroxido de aluminio entre duas camadas tetraédricas de silica (WEISS;
TAKHISTOV; MCCLEMENTS, 2006). Existe um forte campo eletrostatico no espago
interlamelar, devido as cargas presentes permanentemente nas camadas destas argilas
(KOHNO et al., 2008). O desbalan¢o da superficie negativa € compensado por cations de

troca, conferindo a argila a propriedade de troca cationica (geralmente Na*, Ca®*, K*
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dentre outros). Estas trocas catidnicas também rendem as argilas um carater hidrofilico

(GOLBASHY etal., 2016).

Figura 6 - Estrutura da montmorilonita. (Fonte: Paiva et al.,2008).

C <
T4 o4 .\\.,10\1“ Q"QG ab]c& Q,f Tetraedros
L4y
g ‘e ‘-; » Octaedros
o ¢
= E S SN
On
% % ® ¢ ¢ C— Cétiqns.
w g ¢ ¢ ¢ — trocaveis
) Q,’ ‘Q.‘“\’&‘O &10
Ceb o ¢ ;*‘
6‘ <
vu‘v%« %«J&
C C

O processo de adsorcdo de pigmentos catibnicos ocorre instantaneamente, onde
0s cations organicos substituem os cations de troca presente no espaco interlamelar,
formando complexos de argila e pigmento (PENTRAK et al., 2012). Esta substitui¢io
também favorece a interacdo antocianina-MMT, visto que as antocianinas possuem um

carater catiénico, que favorece a interacdo com 0s grupamentos aluminio-oxigénio da
MMT (LIMA et al., 2007).

Lima et al. (2007) avaliaram o carater adsorvente de diferentes materiais
inorganicos, dentre eles a montmorilonita, sobre antocianinas oriundas da flor da Jamaica,
e verificaram que a MMT foi capaz de adsorver as antocianinas, retendo a cor vermelha
caracteristica.

Kohno et al. (2007) observaram a estabilizagdo de um céation flavylium sintético

por intercalagdo com MMT, por simples homogeneizacdo de uma solugdo aquosa de
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flavylium com MMT. O pigmento foi estabilizado por efeito do campo eletrostatico entre

as lamelas da argila, e o efeito estérico inibiu as reacbes de hidratacdo ou isomerizacao
das antocianinas. Com isso, a estabilidade térmica, quimica e fotoestabilidade do
pigmento foram melhoradas. Posteriormente, 0 mesmo grupo (KOHNO et al., 2009)
confirmou o efeito da MMT em adsorver e estabilizar antocianinas. Os autores
observaram que antocianina intercalada em MMT teve estabilidade melhorada contra o
efeito de luz visivel, e manteve sua cor original a valores de pH de até 11. O grupo atribuiu
a melhora da estabilidade das antocianinas as interacGes eletrostaticas e a supressao do
ataque de ions de oxigénio e hidroxila a antocianina contida no espaco interlamelar da

montmorilonita.

A MMT atua portanto, como um copigmento, melhorando a estabilidade de
antocianinas, devido ao efeito de impedimento estérico juntamente com efeito
eletrostatico (MAZZA; BROUILLARD, 1987).

Emboraa MMT seja explorada neste trabalho como estabilizante de antocianinas,
seu uso mais comum é como reforco em materiais poliméricos, atraves da obtencdo de
nanocompositos. Compositos poliméricos sdo misturas de polimeros com outros
compostos, organicos ou inorganicos, geralmente com o propdsito de reforcar o material.
Quando um agente de reforco tem pelo menos uma dimensdo na escala nanométrica (1-
100 nm), o composito formado é chamado de nanocompdsito. Os agentes de reforco
podem ter diferentes geometrias, podendo ter 3 (nanoesferas), 2 (nanotubos e nanofibras)
ou apenas 1 dimensdo nanométrica (nanoplacas). As nanoargilas sdo nanoplacas, ja que
possuem espessura nanomeétrica sendo as espessuras de placas (ha ordem de 1 nm) e
comprimento entre 200-300nm (ALEXANDRE; DUBOIS, 2000; KASIRGA; ORAL;
CANER, 2012).

Uma dispersdo uniforme de agentes de reforco nanométricos resulta em uma
grande area interfacial entre o agente de reforco e a matriz, reduzindo a mobilidade

molecular e alterando as propriedades mecanicas e térmicas do material.

O conceito de nanocompositos polimero-argila surgiu ao final da década de 1980,
mas apenas ao final da década de 1990 comecgaram a surgir trabalhos de pesquisa
relacionados a aplica¢fes desses hanocompositos para embalagem (SUDIP et al., 2006).

As argilas geralmente usadas em nanocompasitos sdo silicatos que consistem em camadas
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bidimensionais, com poucos nandmetros de espessura e comprimento de até varios

micrdmetros. Os compdsitos polimero-argila podem ser basicamente de trés tipos (Figura
7). microcompdsitos (compdsitos convencionais), em que as lamelas de argila ficam
aglomeradas na matriz, resultando em pobres propriedades Oticas (alta opacidade) e um
efeito de reforco ndo muito eficiente; nanocompositos intercalados, formados pela
penetracdo de cadeias poliméricas entre as lamelas da argila, resultando em uma estrutura
de camadas alternadas polimero-argila; e nanocompdsitos esfoliados, em que as camadas
de argila se delaminam e ficam dispersas aleatoriamente na matriz (ALEXANDRE &
DUBOIS, 2000). Os nanocompésitos esfoliados apresentam geralmente as melhores
propriedades fisicas, gracas a alta interacdo entre os componentes (Figura 7) (ADAME;
BEALL, 2009; ALEXANDRE et al., 2009).

Figura 7 - Tipos de compésitos formados entre polimeros e argilas. Adaptado de Alexandre & Dubois, (2000).
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A presenca de argilas em nanocompdsitos com polimeros tem sido associada a um

efeito de tortuosidade do caminho a ser percorrido por permeantes (Figura 8), resultando
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em diminuicdo das taxas de permeacéo, 0 que se traduz em excelentes propriedades de

barreira (CHOUDALAKIS; GOTSIS, 2009).

Vaérios estudos relacionam a adicdo de nanoargilas, em especial a MMT, com
ganho em resisténcia a tracdo e diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua pelo
material (CORONADO JORGE et al., 2015; FLAKER et al., 2015; NAGARAJAN et al.,
2014a; OLIVEIRA et al., 2016).

Figura 8 - Caminho tortuoso de um permeante em um nanocomposito polimero-argila. Adaptado de Adame &
Beall,(2009).
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Frequentemente, utiliza-se a montmorilonita como reforco de filmes a base de
proteinas, devido as interacOes eletrostaticas das regiGes positivas das proteinas e a
superficie negativa das lamelas, bem como liga¢des de hidrogénio entre os grupos NH da
proteina e os Si-O da montmorilonita (FLAKER et al., 2015). Estas intera¢fes favorecem
as propriedades de filmes nanoreforgcados com MMT. Além do ganho das propriedades
mecénicas ha relatos na literatura do aumento da estabilidade térmica de filmes
adicionados de MMT (MARTUCCI; RUSECKAITE, 2010).
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Em suma, a MMT possui duas propriedades interessantes, que foram exploradas

neste trabalho: a capacidade de adsorver antocianinas promovendo sua estabilizacdo, e a
capacidade de reforco de polimeros. A combinacdo de tais caracteristicas pode ser
explorada, por exemplo, para melhorar o desempenho fisico e a estabilidade de cor de

filmes comestiveis a base de acerola.

1.4 Filmes comestiveis de frutas

Filmes comestiveis a base de polpas de fruta tém sido cada vez mais estudados
devido a possibilidade de combinar a capacidade de formar peliculas dos biopolimeros
com a cor e 0 sabor dos pigmentos e compostos volateis das frutas (ANDRADE;
FERREIRA; GONCALVES, 2016; AZEREDO et al., 2009, 2012a, 2016). Este materiais
sdo desenvolvidos para atuar como uma barreira entre o alimento e 0 meio ambiente, no
entanto este tipo de material pode ter aplicacBes como folhas para sushi, fitas de frutas ou
revestimento colorido para algumas aplicacGes especificas (AZEREDO; WALDRON,
2016). Os filmes a base de frutas ou hortalicas tendem a ter baixa permeabilidade a
oxigénio, alta permeabilidade a vapor de agua e propriedades mecanicas aceitaveis,
tornando-se uma fonte alternativa para a producdo de filmes comestiveis (ANDRADE;
FERREIRA; GONCALVES, 2016).

As propriedades dos filmes comestiveis sdo diretamente dependentes da matriz
polimérica utilizada como matéria-prima. Alguns trabalhos com filmes de frutas utilizam
0s proprios componentes das polpas como matrizes dos filmes. As polpas de frutas sdo
ricas em polissacarideos, principalmente pectina e celulose (McHUGH; HUXSOLL;
KROCHTA, 1996; SOTHORNVIT; RODSAMRAN, 2008). McHugh, Huxsoll e Krochta
(1996) obtiveram filmes comestiveis de frutas utilizando como matérias-primas polpas
de péssego, pera, damasco e macd com boa propriedade de barreira ao oxigénio, porém
com alta permeabilidade ao vapor de agua. Sothornvit e Rodsamran (2008) também
obtiveram filmes comestiveis utilizando somente polpa de manga como principal
constituinte para revestimento de manga minimamente processada, porém os filmes
apresentaram alta permeabilidade ao vapor de agua e baixa resisténcia a tracdo e

elongacdo. Andrade, Ferreira e Gongalves (2016) obtiveram filmes comestiveis a partir
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de farinha de residuos de frutas e vegetais com o intuito de promover o aproveitamento

de residuos oriundos da industria.

Uma vertente na pesquisa de filmes comestiveis a base de frutas ou hortalicas é a
adicdo de biopolimeros como matriz adicional, para ajudar na formacdo dos filmes.
Proteinas e polissacarideos resultam em filmes com boas propriedades mecanicas e
sensoriais, sdo eficazes barreiras a compostos volateis e gases de baixo peso molecular,
tais como oxigénio e didxido de carbono, apesar de serem sensiveis & umidade, devido a
natureza hidrofilica destes componentes (ANDRADE; FERREIRA; GONCALVES,
2016; DEBEAUFORT et al., 2000; YANG; PAULSON, 2000). Ascheri et al. (2012)
avaliaram o efeito da variacdo de concentracdo de polpa de acerola liofilizada em filmes
de amido de mandioca, obtendo filmes com coloragdo alaranjada e uma alta
permeabilidade a vapor de agua em filmes com até 60% de polpa de acerola liofilizada.
Wang et al. (2011) avaliaram o efeito da adicdo de diferentes matrizes poliméricas (amido
de milho, carboximetilcelulose e gelatina) nas propriedades mecanicas de filmes de polpa
de cenoura, verificando uma melhora na resisténcia a tracdo nos filmes adicionados de
biopolimeros, possibilitando a obtencdo de um material que poderia ser utilizado como

embalagem ou revestimento de diversos tipos de alimentos.

Uma forma de melhorar as propriedades fisicas dos filmes comestiveis a base de
polpas de frutas é através da adicdo de nanoreforco. Martelli et al. (2013) obtiveram
filmes comestiveis de polpa de bananas maduras adicionados de baixas concentracdes de
pectina e plastificante, além de avaliarem o efeito da adicdo de nano quitosana nos filmes,
verificando uma reducdo da permeabilidade ao vapor de &gua. Azeredo et al. (2009)
avaliaram o efeito da adigcdo de nanofibras de celulose em filmes de polpa de manga, e
verificaram um aumento na resisténcia a tracdo e uma reducdo na permeabilidade ao
vapor de agua. Azeredo et al. (2012b) também avaliaram o efeito da adi¢do de
nanocelulose de duas fontes diferentes em filme de alginato de sodio e polpa de acerola,
e verificaram uma melhora nas propriedades fisicas do filme. O mesmo grupo
(AZEREDO et al., 2012a) avaliou o efeito da adi¢cdo de nanocelulose e montmorilonita
em revestimento de alginato de sddio e polpa de acerola, verificando que a adigdo dos
nanoreforgos ajudaram a aumentar a vida de prateleira das acerolas, aléem de uma retengdo
da cor vermelha da polpa de acerola promovida pela adicdo de MMT. A Tabela 1 traz um
resumo de um apanhado de trabalhos que utilizam polpa de frutas ou hortalicas em sua

composicao, seja para formar filmes ou revestimentos.
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Nesse contexto, ressalta-se 0 emprego de materiais adsorventes que atuem como

nanoreforgo para incremento nas propriedades fisicas e de barreira, além da retencao de

cor dos filmes comestiveis a base de frutas com o intuito de torna-los produtos mais

eficazes e atrativos para 0 consumo.

Tabela 1 - Quadro resumo de trabalhos contendo fruta/legume como principal constituinte dos filmes comestiveis

Tipo

Filmes

Filme
Filme

Filme

Filme

Filme

Reves-
timento

Filme

Filme
Filme

Filme

Produto de
fruta/hor-
talicas
Polpa de
péssego,
pera,
damasco ou
maca

Suco de uva

Polpa de
maca
Polpa de
manga

Polpa de
manga

Polpa de
cenoura

Polpa de
acerola

Polpa de
acerola

Polpa de
acerola
Polpa de
banana
Polpa de
acai

Matriz
polimérica
adicionada

Amido

Pectina

Amido de
milho/car-
boxilmetil-
celulose /
gelatina
Alginato de
sédio
Alginato de

sodio

Amido de
mandioca
Pectina

Pectina

Plastificante

Glicerol

Glicerol

Xarope de
milho

Xarope de
milho

Glicerol

Glicerol

Obs.

Reticulacdo com
cloreto de calcio

Oleos essenciais

Nano fibras de
celulose

Nano fibras de
celulose /
montmorilonita
Nano fibras de
celulose

Nano quitosana

Oleo essencial
de tomilho /
compostos
polifendis da
casca da maca

Referéncia

(McHUGH;
HUXSOLL,;
KROCHTA, 1996)

(KAYA;
MASKAN, 2003)
(ROJAS-GRA et
al., 2006)
(SOTHORNVIT;
RODSAMRAN,
2008)
(AZEREDO et al.,
2009)
(WANG et al.,
2011)

(AZEREDO et al.,
2012a)

(AZEREDO et al.,
2012b)

(FARIAS et al.,
2012)
(MARTELLI et al.,
2013)
(ESPITIA et al.,
2014)



Filme

Filme

Filme

Filme

Polpa de
mamao

Polpa de
mamao
Suco de
roma
Farinha de
residuo de
frutas e
vegetais

Hidroxipro-
pil
metilcelulo-
se

Pectina

Pectina

Glicerol

Nano quitosana

Cinamaldeido

Reticulagdo com
acido citrico

23
(LOREVICE;
MOURA;
MATTOSO, 2014)

(OTONI et al.,
2014)
(AZEREDO et al.,
2016)
(ANDRADE;
FERREIRA;
GONCALVES,
2016)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de incorporacdo de MMT sobre as propriedades fisicas e de cor

de suco clarificado de acerola e filmes de gelatina contendo suco clarificado de acerola.

2.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar os efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de montmorilonita (MMT)
sobre a estabilidade de cor de suco clarificado de acerola (SCA) ao longo da
estocagem;

e Avaliar o efeito da adicdo de MMT sobre a estabilidade de cor de suco de acerola
clarificado em diferentes valores de pH;

e Caracterizar as antocianinas da acerola complexadas pela MMT;

e Avaliar o efeito da adicdo de MMT sobre as propriedades mecénicas, permeabilidade
ao vapor de agua, opacidade, estabilidade térmica e estabilidade de cor durante

armazenamento de filmes de gelatina contendo suco clarificado de acerola.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estabilizacdo de antocianinas de suco clarificado de acerola por MMT

3.1.1 Materiais

As polpas congeladas de acerola (Malphigia emarginata) da marca Pomar da
Polpa, todas do mesmo lote de fabricacdo, foram adquiridas em mercado local e

armazenadas em camara frigorifica a -18 °C até a sua utilizacdo.

A montmorilonita (MMT) usada foi cedida pela empresa FLOW CHEMICAL
Ltda. (S&o Paulo, SP), com a seguinte composic¢ao quimica: SiO2, 66.0%; Fe>0s3, 3.0%;
Ca0, 1.0%; TiO2, 0.8%; Al>03, 19.5%; MgO, 5.0%; Na20, 3.0%; K-0, 0.1%.

3.1.2 Obtencdo de suco clarificado de acerola e adicdo de MMT

As polpas foram previamente descongeladas em camara de resfriamento (4 £ 1
°C). Apbs total descongelamento, as amostras foram homogeneizadas em Ultra-Turrax
T50 (IKA) a 8000 rpm por 10 minutos e ultracentrifugadas em dois ciclos de 264009 por
15 minutos a 20 °C (Hitachi Modelo CR22GlII). O sobrenadante (suco clarificado de
acerola, com teor de sélidos sollveis totais de 5,8%) foi filtrado em sistema a vacuo com
papel de filtro de 28um, e o precipitado foi descartado. As amostras foram armazenadas

em garrafas de polipropileno em camara de congelamento (-18 °C).

3.1.3 Tratamentos — Adigdo de MMT ao suco clarificado de acerola (SCA).

Neste estudo foram avaliadas as concentracgdes de 0, 2, 4 e 6% (m/m, com base no
teor de sélidos sollveis totais do SCA) de MMT adicionada ao SCA. Os tratamentos
foram denominados SCA, SCAM2, SCAM4 e SCAMBG, respectivamente. As amostras
foram produzidas pela adicdo de MMT ao SCA (em triplicata para cada concentracdo de
MMT) e mantidas sob agitagdo magnética (660 rpm) por 1 h, protegidas da luz. Decorrido

este periodo, o suco foi homogeneizado em Ultra-Turrax T25 a 10000 rpm por 5 minutos.
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3.1.4 Determinac6es no suco clarificado de acerola

3.1.4.1 Quantificacdo de antocianinas no suco clarificado adicionado de MMT

Como uma estimativa indireta do grau de retencdo das antocianinas pela MMT,
0s sucos clarificados de acerola com MMT (SCAM) e sem MMT (SCA) foram
ultracentrifugados (26400g, 15 minutos e 4 °C) e submetidos & quantificacdo das
antocianinas no sobrenadante (ou seja, das antocianinas ndo retidas pela MMT). A
quantificacéo foi feita segundo a metodologia do pH Unico descrita por Fuleki e Francis
(1968). Uma aliquota de 1 ml do SCAM foi transferida para baldo volumétrico de 10 ml,
que foi completado com solugéo de etanol 95% / HCI 1,5N (85:15), permanecendo em
repouso durante 1 h no escuro antes da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
(Varian, modelo Cary 50) no comprimento de onda de 535 nm. Os precipitados foram
lavados com &gua deionizada, ultracentrifugados (dois ciclos de 26400g, 15 minutos e 4
°C). Em seguida foram acondicionados em dessecador contendo silica gel por 1 semana
em temperatura ambiente (24°C) e armazenados em microtubos conicos em temperatura

ambiente (24°C) abrigados da luz para analise posterior.

O célculo do teor de antocianinas totais por 100g de suco clarificado foi obtido de

acordo com a Equagdo 1.

AXMM X FD X 1000
AntT = (1)
eX1

A: Absorbéncia;
MM: massa molar (449,2 g/mol para a cianidina-3-glicosideo);
FD: fator de diluicéo;

= : coeficiente de extingdo (26900 .molt.cm™ para a cianidina-3-glicosideo).

3.1.4.2 Estabilidade de cor dos sucos clarificados

Os SCAM com diferentes teores de MMT foram adicionados de 0,1% (m/v) de
sorbato de potassio, sob agitagdo magnética por 15 minutos, e acondicionados em camara
fria (4 £ 1 °C) por um periodo de 60 dias.



27
A cor das amostras de suco foi determinada com o auxilio de colorimetro (Konica

Minolta modelo CR-400), com triplicata de leitura para cada repeticdo. O equipamento
foi calibrado em superficie padrdo branca. Foi utilizado o espaco de cor CIELab, onde a
cor e expressa em funcdo de L*, a* e b*. O L* define a luminosidade do material
analisado e varia do preto (L* = 0) ao branco (L* = 100), enquanto que os valores de a*
e b* representam a cromaticidade, do verde (a* = -60) ao vermelho (a* = 60) e de azul
(b* = -60) a amarelo (b* = 60). A colorimetria foi avaliada por um periodo de 60 dias
com o intuito de quantificar o efeito do MMT sob as antocianinas presentes no SCA. A
diferenca total de cor (AE*) (GORDILLO et al., 2012a) foi calculada de acordo com a
Equacdo 2, onde AL*, Aa* e Ab* sdo as diferengas entre 0S parametros de cor
correspondente de cada amostra e 0s observados no inicio do armazenamento (dia 0) e 0

respectivo valor no dia cada concentracdo avaliada.
AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2]M/2 (2)

Para se avaliar a tendéncia de variacdo dos parametros L*, a* e b* calculou-se a
razdo (L*/L*o, a*/a*o € b*/b*o) em relacdo aos valores iniciais observados (L*o, a*o e
b*o), plotando em relagdo do tempo de armazenamento observado. Todas as amostras

foram elaboradas em pH natural do suco de 3,4.

3.1.4.3 Cor do suco clarificado com 4% de MMT em diferentes valores de pH

Foi avaliada a estabilidade de cor dos sucos clarificados a variacdo do pH via
colorimetria. As amostras foram preparadas conforme métodos descritos anteriormente.
O pH das amostras foi ajustado com o auxilio de solucées de HCI (0,1M ou 1M) e NaOH
(0,AM ou 1M) para os valores de 1, 3, 5, 7, 9, 11 e 13. Apo6s o ajuste de cada pH, foi
realizada a colorimetria do suco. A diferenca total de cor (AE*) foi calculada de acordo
com a Equacéo 2, onde AL*, Aa* e Ab* sdo as diferengas entre os pardmetros de cor para

os tratamentos SCA e SCAM4, para cada valor de pH avaliado.
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3.1.4.4 Identificacdo das antocianinas via cromatografia liquida de ultra eficiéncia

(CLUE) e Espectrometria de massas

Foi realizada andlise cromatografica do SCA e do precipitado resultante do
tratamento SCAMG6. Uma massa de 10 mg do precipitado foi ressuspenso em metanol
acidificado (1 ml de metanol e 0,05 ml de HCI 6N) e homogeneizado com auxilio de
vortex e centrifugado (microcentrifuga HT, modelo CM-610) para remog&o do material
particulado em suspensdo. Foi analisado o liquido sobrenadante, denominado AE. As
amostras foram filtradas em membranas de teflon Millipore® com poros de 0,22 um antes

da anélise.

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF, Waters). As corridas cromatograficas
foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um),
temperatura fixa de 40 °C, fluxo de 0,4 ml / min e volume de injecdo de 5 ul. As fases
moveis utilizadas foram: 0,1% de acido formico em agua deionizada (A) e 0,1% de acido

férmico em acetonitrila (B), sendo esta com gradiente de variacdo de 2% a 95% (15 min).

O modo ESI+ foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa
de 120 »C, temperatura de dessolvatacao 350 °C, fluxo do gas dessolvatacdao de 5001/ h
e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O
modo de aquisi¢do foi MSE. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1

(Waters Corporation).

3.1.5 Caracterizacéo dos precipitados dos tratamentos SCAM2, SCAM4 e SCAM6
3.1.5.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas da MMT e dos precipitados obtidos dos
tratamentos dos sucos SCAM (2, 4 e 6 %) foram realizadas em um analisador térmico
(Perkin ElImer modelo STA 600), sob taxa de aquecimento de 10°C/min, de 20 a 900°C,
sob atmosfera de ar sintético com fluxo de 50 ml/min. Foram utilizados, em média, 15

mg para cada analise de TGA.
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3.1.5.2 Difracéo de Raio-X (DRX)

Foram analisados os precipitados das amostras SCAM2, SCAM4, SCAMG6 e do
MMT puro. Os difratogramas de Raio-X foram obtidos em difratometro Rigaku gerador
de raios-X de 2kW (modelo DMAXB), empregando-se tubo de cobre (Cu) com radiagédo
Ka 1,54 A com intervalo angular 20 de 3 a 30° e passo de 0,02°s. O espacamento entre
as placas do MMT foram calculados de acordo com a Lei de Bragg (Equacéo 3).

A
" 2sin6

(3)

Onde d ¢ a distancia calculada entre as lamelas do MMT; A € o comprimento de
onda da radiagio (A=1,54 A) e 0 ¢ o angulo de difracdo.

3.1.5.3 Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro
infravermelho (Shimadzu IR Spectrophotometer modelo 8300), com nimero de onda
variando de 4000 cm™ a 400 cm™. As amostras foram diluidas em KBr, prensadas em
pastilhas e posteriormente analisadas.

3.2 Filmes de gelatina contendo suco de acerola e MMT

Para a elaboracéo dos filmes foi utilizada gelatina bovina tipo B com Bloom de
2269, cedida pela PB Leiner Brasil. Utilizou-se xarope de glicose de milho (Du Porto
Industria Alimenticia LTDA — 80% de carboidratos) como plastificante fazendo-se a

correcdo pela composicdo de carboidratos.

3.2.1 Preparo dos filmes de gelatina

Filmes a base de gelatina com suco de acerola clarificado foram formulados com
diferentes concentragfes de MMT, a fim de avaliar os efeitos da MMT tanto sobre a

estabilidade de cor quanto sobre as propriedades fisicas dos filmes.

Os filmes foram preparados utilizando a técnica de casting seguindo a proporgéo
de 1:10 (gelatina/SCA, m/v). As diferentes concentragcbes do MMT foram calculadas com

base na quantidade de sélidos solUveis presentes no SCA utilizado na formulagdo das
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solucgdes filmogénicas. As concentracbes da MMT avaliadas foram 0, 2, 4, 6, 8 e 10%

(m/m) com base no teor de solidos totais solliveis do suco, o que correspondeu,
respectivamente, as seguintes concentra¢fes com base na massa seca de gelatina (matriz
polimérica dos filmes): 0; 1,28; 2,56; 3,84; 5,12 e 6,40 % (m/m). Os filmes foram
representados como FO, F2, F4, F6, F8 e F10, com base em suas concentracdes de MMT

(base sélidos soluveis do suco).

O SCA (250 mL) foi adicionado ao MMT e mantido sob agitagdo magnética (660
rpm) por 30 min para uma hidratacéo inicial da argila. Em seguida, levou-se a mistura a
um sonicador (marca Unigue modelo DES500) em frequéncia ultrassénica de 20 kHz e
poténcia de 500 W por dois ciclos de 5 minutos com um intervalo de 5 minutos entre 0s
ciclos. A solugio foi adicionada a gelatina (25 g) e mantida sob agitagdo magnética (660
rpm) por 30 minutos para a hidratacdo da gelatina. Apds o periodo de hidratacdo, a
solucdo foi mantida a 50°C por 30 minutos sob agitacdo magnética (660 rpm). Apds a
solubilizacdo da gelatina, o xarope de glicose (50% m/m com base na gelatina) foi
adicionado, e a dispersao foi mantida sob agitacdo magnética (660 rpm) por 30 minutos.
A dispersdo filmogénica foi homogeneizada em Ultra-Turrax (IKA T25) a 10000 rpm por
15 minutos. Ap6s a homogeneizacdo, a dispersdo filmogénica foi sonicada novamente
por 5 minutos. A solucdo passou por desgaseificacdo em bomba de véacuo (D.V.P. modelo
RC.8D) até total remocao das bolhas presentes. A dispersédo filmogénica obtida foi vertida
sobre placa de vidro (30 x 30 cm) coberta por superficie de poliéster (Mylar®), puxada
com o auxilio de uma barra de aluminio a espessura de 1 mm, e mantida a 24 °C por 24
horas para secagem do filme. Apds secagem, os filmes foram armazenados em local

protegido da luz e temperatura controlada de 24 °C.
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3.2.2 Determinac6es nos filmes

3.2.2.1 Espessuras

As espessuras dos filmes foram determinadas com o auxilio de um medidor de
espessura de camadas de revestimento (marca AKROM modelo KR1250), sendo
realizadas 8 medidas para os corpos de prova dos ensaios mecanicos e 5 medidas para as

amostras de analise de permeabilidade ao vapor de 4gua e opacidade.

3.2.2.2 Ensaios mecanicos

Os corpos de prova foram cortados em prensa estampadora com molde nas
dimensdes 125 mm x 12,5 mm, acondicionados de acordo com a norma D882-01(ASTM,
2000), sendo mantidos por 48h em ambiente com temperatura e umidade relativa
controladas (23+£1°C e 50+5%). As propriedades mecanicas dos filmes avaliadas foram:
resisténcia a tracdo, elongagdo na ruptura e modulo de elasticidade (médulo Young)
baseadas na norma D882-00 (ASTM, 2000). Os ensaios foram realizados em maquina
universal de ensaio mecanico (EMIC modelo DL-3000) com célula de carga 10N,

espacamento entre garras de 100 mm e velocidade de tragdo de 12,5 mm.min™.

3.2.2.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A metodologia de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi modificada a partir
do método E96-10 (ASTM, 2010) para cinco amostras circulares (30 mm de diametro).
Os filmes foram fixados individualmente as células de permeacéo de acrilico (2,4 cm de
diametro e 1 cm de altura) contendo 2 ml de 4gua destilada. As células foram armazenadas
em dessecador por 24 horas a 24°C. Foram realizadas 8 pesagens das células de

permeacéo ao longo de 24 horas.

3.2.2.4 Opacidade

A opacidade dos filmes foi medida através da avaliacdo da absor¢éo de luz pelos

filmes via espectrofotdmetro UV-VIS (Shimadzu com moédulo para amostras sélidas ISR-



32
2200). Foi realizada uma varredura de absorbancia na regido do visivel (800 a 400 nm).

A opacidade foi calculada com base na area do grafico obtido (calculada pelo método
trapezoidal) dividida pela espessura dos filmes, sendo expressa em A.nm.mm. A analise

foi realizada em triplicata para cada tratamento.

3.2.2.5 Andlise Termogravimétrica (TGA)

Foram realizadas analises termogravimétricas dos tratamentos SCA, SCAM2, F8
e F10 em um analisador térmico (Perkin Elmer modelo STA 600), sob taxa de
aquecimento de 10°C/min, de 20 a 700°C, sob atmosfera de ar sintético com fluxo de 50

ml/min. Foram utilizados, em média, 15 mg para cada anélise de TGA.

3.2.2.6 Difracéo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de Raios-X foram obtidos em difratdmetro Rigaku gerador de
raios-X de 2kW (modelo DMAXB), empregando-se tubo de cobre (Cu) com radiagdo Ko
1,54 A com intervalo angular 20 de 3 a 35° e passo de 0,02°s™%. Foram analisados os filmes
SCA, SCAMS6 e F10.

3.2.2.7 Estudo de estabilidade de cor

Para a colorimetria dos filmes, as amostras foram preparadas conforme
metodologia anteriormente descrita adicionando-se 0,1% (m/v) de sorbato de potassio as
amostras e mantendo-as sob agitagdo magnética por 15 minutos antes da etapa de
desgaseificagdo. Foram vertidos 25 ml da disperséo filmogénica em placa de Petri (90mm
de didmetro), para obtencdo de uma camada de maior espessura, para minimizar a
interferéncia da cor do fundo. As dispers6es foram acondicionadas em sala escura por 72

horas a 24 °C até secagem total.

A cor foi determinada com o auxilio de colorimetro (Konica Minolta modelo CR-
400), com quintuplicata de leitura para cada placa de Petri. O equipamento foi calibrado

em superficie padrdo branca. Foi utilizado o espaco de cor CIELab. As leituras foram
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realizadas diariamente por um periodo de 8 dias e uma dltima leitura com 18 dias de

armazenamento.

3.2.2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras de filme para microscopia eletrénica de varredura foram congeladas
em nitrogénio liquido, fraturadas e secas em dessecador com silica gel por 2 semanas. As
amostras foram depositadas sobre suportes de aluminio e metalizadas com ouro. Os grids
foram visualizados em microscopio eletronico de varredura Tescan Vega 3, sob voltagem
de aceleracdo de 30KV no Laboratério de Microscopia Eletrdnica da Embrapa
Agroindustria Tropical. Foram obtido imagens da superficie e da sec¢do transversal dos

filmes.

3.2.2.9 Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais foram obtidos utilizando-se um espectrofotometro
Infravermelho (Perkin Elmer, FT-IR / NIR FRONTIER). Foi utilizado o acessorio Pike
Technologies ATR, modelo MIRacle com cristal ZnSe e resolugio de 4 cm™ de 4000 a
550 cm™.

3.3 Andlise Estatistica

Foi realizado anélise de variancia e teste para comparacdo de médias (P<0,05)
para avaliar se houveram diferencas significativas com o aumento da concentracdo de

MMT nos sucos e filmes. Utilizou-se o programa Minitab, versao 15.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabilizacdo de antocianinas de suco clarificado de acerola por MMT

4.1.1 Quantificagdo de antocianinas

As concentracdes de antocianinas presentes no suco clarificado (sem MMT) ou
no sobrenadante resultante da centrifugacédo do suco (para tratamentos com MMT) estéo
apresentadas na Figura 9. Foi quantificada uma concentracdo de 108,72 + 6 (mg de
cianidina-3-glicosideo/100g de suco) no tratamento controle (0% de MMT). A adicdo de
2, 4 e 6% de MMT promoveu uma reducéo significativa na concentragdo de antocianina
presente no sobrenadante dos sucos adicionados de argila em rela¢do ao grupo controle
(93,76 +1,88; 52,19 £ 8,29 e 47,87 + 0,24 mg de cianidina-3-glicosideo/100g de suco
clarificado respectivamente). N&o houve diferenca significativa entre 0s sucos
adicionados de 4 e 6% de argila. A aplicagdo de MMT nas concentragdes 2, 4 e 6%
promoveu uma remocdo de aproximadamente 14, 52 e 56%, respectivamente, da

concentracdo inicial de antocianinas presentes em SCA.

A reducéo na concentragdo de antocianina no sobrenadante indica uma retencéo
das antocianinas pela MMT. Segundo Lima et al. (2007), as antocianinas podem ser
intercaladas entre as lamelas de MMT, visto que possuem um carater catidbnico que
favorecem a interagdo com os grupamentos aluminio-oxigénio da MMT (LIMA et al.,
2007). Kohno et al. (2008) justificam a interacdo de antocianinas e MMT devido ao
desbalanco de cargas na superficie negativa da MMT. Os cétions organicos substituem
0s cations de troca presente nas galerias, formando agregados de argila e pigmento
(PENTRAK et al., 2012).
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Figura 9 - Quantificacdo de cianidina-3-glicosideo no sobrenadante resultante da centrifugacdo do suco clarificado.
Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente (Tukey, P<0,05)

120
108|_,72 a

-

o

o
|

93,76 b

52,20 ¢

i 7 47,88 C
40 -

(@]
o
|

D
o
|

mg de cianidina-3-glicosideo/100g de SCA

N
o
|

Concentracdo de MMT (%)



36
4.1.2 Estabilidade de cor dos sucos clarificados com o tempo de estocagem

As mudancgas de cor no suco de acerola podem estar relacionadas a diversos
fatores, como tipo de antocianina, concentracdo, presenca de compostos fenolicos,

presenca de copigmentos, dentre outros.

Através da razdo da luminosidade em relacdo ao valor inicial observado, pode-se
observar na Figura 10.A que a luminosidade das amostras SCA e SCAM2 tende a
aumentar durante o periodo de armazenamento. Os valores iniciais de L* dos tratamentos
SCA e SCAM2 foram de 55,57 + 0,79 e 37,96 + 0,16, respectivamente, e os finais, 61,75
+ 1,51 e 41,69 + 0,82. O aumento da luminosidade esta relacionado com o aumento da
concentracdo de compostos incolores na solucdo (GORDILLO et al., 2012b). J& os
tratamentos SCAM4 e SCAMG6 apresentaram uma luminosidade relativamente constante
ao longo do periodo de estocagem. Os valores iniciais de L* dos tratamentos SCAM4 e
SCAMEG6 foram de 32,98 + 0,14 e 31,50 + 0,1, respectivamente, e os finais, 33,05 + 0,42
e 31,00 + 0,18.

A adicdo de MMT aos sucos clarificados de acerola promoveu um aumento de
aproximadamente 70% da cor vermelha dos sucos. Lima et al. (2007) observaram que a
MMT captura a cor vermelha de antocianinas da flor da Jamaica. A MMT, além de
estabilizar as antocianinas, tem a capacidade de promover uma intensificagcdo da cor
vermelha (KOHNO et al., 2009), causando efeito hipercromico. Pode-se observar na
Figura 10.B que o tratamento SCA, sem MMT, e o tratamento SCAM2, menor
concentracdo de MMT avaliada, apresentaram uma reducdo da cor vermelha dos sucos
durante o armazenamento. Os valores iniciais de a* dos tratamentos SCA e SCAM2
foram de 23,64 + 0,47 e 34,06 £ 0,32, respectivamente, terminando com 8,01 + 2,34 e
29,38 £ 0,7. A cor vermelha do tratamento SCA reduziu 1,9 vezes, enquanto que SCAM2
reduziu 1,15 vezes, podendo-se observar que a adicdo de MMT, mesmo na menor
concentracdo avaliada, promoveu uma melhora da estabilidade da cor vermelha dos SCA.
Ja os tratamentos SCAM4 e SCAMG6 mantiveram a* praticamente sem variagdo durante
0 armazenamento. Os valores iniciais de a* dos tratamentos SCAM4 e SCAMG iniciaram
em 32,01 £ 0,19 e 31,01 £ 0,51, respectivamente, terminando com 34,51 + 0,32 e 32,52
+0,32.
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Os valores de b* (Figura 10.C) de todos os tratamentos tenderam a aumentar

durante o armazenamento, porém o0 maior aumento ocorreu para os tratamentos SCA e
SCAM2. Os valores iniciais de b* dos tratamentos SCA e SCAM2 iniciaram em 29,39 +
0,78 e 18,74 £ 0,37, respectivamente, terminando com 38,83 + 1,33 e 25,29 + 0,68. A cor
amarela dos tratamentos SCA e SCAM2 aumentaram, aproximadamente, 25% durante o
armazenamento. Os valores iniciais de b* dos tratamentos SCAM4 e SCAMG iniciaram
em 14,17 £ 0,21 e 12,46 + 0,18, respectivamente, terminando com 16,72 + 0,63 e 13,59
+ 0,35. A cor amarela dos tratamentos SCAM4 e SCAM®6 aumentou, aproximadamente,
18% e 9%, respectivamente, durante o armazenamento. Os valores de b* observados
podem ser relacionados com as altas concentragdes de carotenoides presentes nas acerolas
(DE ROSSO; MERCADANTE, 2007).

Uma diferenca total de cor AE*=1 é o suficiente para ser percebida a olho humano
(DE ROSSO; MERCADANTE, 2007; GONNET, 1998). A diferenca total de cor,
apresentado na Figura 11, foi maior no tratamento SCA seguida do tratamento SCAM2,
provavelmente devido a concentracdo de antocianinas ainda presentes no sobrenadante
que ndo foram adsorvidas pela MMT. Os valores inicias de diferenca total de cor dos
tratamentos SCA, SCAM2, SCAM4 e SCAM6 foram: 6,49 + 0,42; 1,32 £ 0,2; 1,04 £
0,41 e 0,84 + 0,18. Apo6s o periodo de 60 dias de armazenamento os valores finais de
diferenca total de cor dos tratamentos SCA, SCAM2, SCAM4 e SCAM6 foram: 19,37 +
1,97, 8,77 £ 2,69; 3,66 £ 1,25 e 2,06 + 1,33. Foi possivel observar uma diferenca total de
cor em todos os tratamentos avaliados, sendo a maior variagcdo no tratamento SCA. A
adicdo de MMT, mesmo na menor concentracdo avaliada, reduziu a variacdo de cor

durante o armazenamento.

De Rosso e Mercadante (2007) avaliaram a estabilidade de extratos de acerola,
observando uma reducdo de 2,8 vezes do valor de a* e 2,3 vezes do valor de b*em um
periodo de 50 dias. Os mesmos autores correlacionaram esta reducdo com a alta
concentracdo de acido ascorbico nas acerolas através da condensacéo do acido ascorbico

no carbono 4 das antocianinas.

A estabilidade da cor dos sucos adicionados de MMT esta associada com a
interacdo eletrostatica do pigmento com a superficie da MMT (AZEREDO et al., 20123;
KOHNO etal., 2009; TEIXEIRA-NETO etal., 2012). A intercalacdo da antocianina entre
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as lamelas da argila acabam formando uma protecdo estérica contra o efeito da luz e do

oxigénio (KOHNO et al., 2008) causando uma estabiliza¢do do pigmento.

Na Figura 12 podem-se acompanhar as alteracGes nas cores dos sucos ao longo do
tempo de armazenamento, evidenciando as alteracdes sofridas pelo grupo controle e a

manutencdo da cor com a adicdo da MMT.
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Figura 10 - Mudancas nos parametros de cor (A) L*/L*0 (B) a*/a*0 e (C) b*/b*0 dos de acerola adicionados de MMT.
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Figura 111 - Mudancas no parametro AE* (diferenca total de cor) durante o armazenamento.
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Figura 122 - Fotos dos sucos de acerola SCA (0% de MMT), SCAM2 (2% de MMT), SCAM4 (4% de MMT) e SCAM6

(6% de MMT).
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4.1.3 Cor do suco clarificado com 4% de MMT em diferentes valores de pH

Os resultados da colorimetria do SCA e do SCAM4 em pH diferentes estdo na
Tabela 2. O aumento do pH em SCA promoveu uma reduc¢éo da luminosidade (L*) e da
cor vermelha e aumento da cor azul provavelmente, devido ao surgimento de compostos

incolores na solucgdo e surgimento de bases quinoidais em solucéo.

A adicdo de MMT promoveu uma estabilizacdo dos parametros de cor para
valores de pH menores que 5, possibilitando uma menor variacdo da cor. Como pode ser
observado na Figura 13, entre pH 1,0 e 5,0, ocorreu uma ligeira diminuicao de tons azul
na cor do tratamento SCA. A adicdo de MMT aos sucos de acerola tenderam a diminuir
os valores de L* e b*. O fato de o suco sem adi¢cdo de MMT possuir uma cor mais escura
e azulada que os sucos adicionados da argila demostram o efeito positivo desta sobre a

estabilizacdo das antocianinas.

Heredia et al. (2012c) avaliaram o efeito estabilizador de compostos fendlicos
(catequina, epicatequina e acido cafeico) sobre antocianinas de casca de uva em diferentes
pH, verificando o efeito protetor em solu¢des com pH menor que 3. Kohno et al. (2009)
avaliaram o efeito estabilizador de MMT em antocianinas comercial de casca de uva,
verificando que a MMT promoveu um aumento na estabilidade das antocianinas em

ambientes devido a complexacdo da MMT com as antocianinas.

As maiores diferencas de cor (AE *) foram obtidas em pH menores que 5,
confirmando a estabilizacdo colorimétrica do cation Flavylium pela adicdo de MMT em

pH mais &cido. Os resultados obtidos corroboram com trabalhos encontrados na literatura.



Figura 133 - Fotos dos sucos de acerola SCA (0% de MMT) e SCAM4 (4% de MMT) logo apés ajuste do pH.
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Tabela 2 - Influéncia da variagdo do pH em suco clarificado de acerola com 4% de MMT (SCAM4) nos pardmetros de cor (L*, a* b* e AE*) para cada valor de pH avaliado.

44

Parérsnetro Tratasmento pH gi;[)ural pH1 oH3 oH5 oH7 oHO pH11 oH13

. SCA 99,21+0,12a | 4465+0,2a | 56,10+0,15a|61,98+0,25a | 53,20+0,08a | 28,33+156a| 22,60+0,11 | 23,38+0,17

) SCAM4  |3534+0,20b|31,95+0,28b|34,44+0,13b| 3508+0,1b | 29,65+0,3b |23,24+0,18b | 2256 +0,17 | 2331+0,3

. SCA 18,89+0,1a | 4489+0,3a |2484+0,25a| 998+0,15a | 16,31+0,17a|21,68+0,52a| 7,75+0,12a | 7,21+0,054a

] SCAM4  [3393+0,59b| 3398+0,3b |3429+0,09b[32,22+0,16b| 13,75+0,2b | 720+05b | 424+0,14b | 295+0,21b

. SCA 32,12+0,13a|40,07+053a|3387+0,37a|3141+0,36a|3498+0,25a| 849+225a | -0,71+0,04a | 0,65+0,07a

" SCAM4 [1758+0,43b|1538+0,19b|17,19+0,17b | 16,66 +0,05b| 7,02+0,26b | -0,25+0,14b | -0,81£0,04b | 0,24+0,18b
AE® 1 scamax

31,75+£0,19 29,83+ 0,7 2893+0,11 | 3790+0,28 | 36,64+0,25 | 17,78 +1,61 3,52 +0,02 4,29 + 0,24

SCA
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4.1.4 ldentificacdo das antocianinas via cromatografia liquida de ultra eficiéncia

(UPLC) acoplado a espectrometro de massas

Conhecer a estrutura das antocianinas presentes em SCA ajuda a compreender
alguns fatores que interferem na estabilidade da cor dos produtos derivados da acerola. A
quantidade de grupos hidroxilas e metoxila estd diretamente ligada a estabilidade,
intensidade e cor das antocianinas, assim como a quantidade e tipo de glicosideo ligado
as antocianidinas, ja que um aumento no numero de glicosideo tende a aumentar a
estabilidade de antocianinas (BR@NNUM-HANSEN; FLINK, 1985).

A MMT adicionada aos sucos adsorveu parte das antocianinas presentes no meio,
formando um complexado de MMT-antocianina. A Figura 14 apresenta 0s
cromatogramas de SCA e das antocianinas extraidas do complexado MMT-antocianina
(EA), sendo possivel observar a obtengdo de 2 picos bem definidos, indicando a adsorcéo
seletiva de compostos presentes em SCA. Estes compostos foram caracterizados via
espectrometria de massas sendo possivel sua caracterizacdo através do ion molecular
([M]+) e dos fragmentos (MS-MS) produzidos (Figura 15 e Tabela 3).

De Brito et al.(2007) identificaram e quantificaram antocianinas presentes em
algumas frutas tropicais, dentre estas duas variedades de acerola, via HPLC-ESI-MS/MS.
Foi identificada a cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-3-ramnosideo como as
antocianinas presentes nas variedades de acerola (Acerola cv. roxinha e acerola clone
1147/1) avaliadas.

Mercadante et al. (2008) determinaram as antocianinas de acerola via HPLC-
PDA-MS/MS e identificaram 4 picos caracteristicos para as antocianinas cianidina-3-
ramnosideo, pelargonidina-3-ramnosideo e agliconas livres cianidina e pelargonidina. Os

autores relacionaram a perda de [M-146]" a uma molécula desoxihexose (ramnosideo).

As diferencas de massa dos ions moleculares e dos ions produtos do MS-MS
foram utilizadas para identificar as possiveis substituicdes no esqueleto aglicona. O ion
molecular do Pico 1 encontrado foi m/z 433 e o ion fragmento ap6s MS-MS m/z 287
indicando uma cianidina, ja o ion molecular do Pico 2 encontrado foi m/z 417 e o ion
fragmento ap6s MS-MS m/z 271 indicando uma pelargonidina. Ambas sdo resultados da

perda de uma deoxyhexose [M-146]*. Apos analise dos espectros MS-MS foi possivel
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identificar os picos 1 e 2 como as antocianinas cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-

3-ramnosideo, respectivamente.

Figura 144 - Cromatograma do suco clarificado de acerola(SCA) e da Antocianina extraida(AE) do tratamento
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Figura 155 - Espectro de massa Sequencial (MS-MS) da cianidina-3ramnosideo (Pico 1) e perlagondina-3-ramosideo
(Pico 2).

287.0573_

100 6764

Intensidade Relativa (%)

288.0570 433.1120
608 782

—

| LARAS MARM RASA MARSE RALAJ RAREE LARA | LAAAAJ MARAE MASAJ LARM T T

N it
 AARBLAAAA BARA] RASAJ AARAE ALAA | T T | SARALAASA LARAL RAAAS MARAS RAAAS MARA AASA | | AGALAALA BARM |
260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 /7

0y

240 I 25‘;0

271.0609
2931 T

8

Intensidade Relativa (%)

272.0710 417.1164
446 521

287.0559
176
| | ] ; |
Ty

O-hebrphrrrrrryrrerrbrrer et e e TAGhAa ekt iasss v M Lt sl s M L S M
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 ﬂl/Z

Tabela 3 - Identificagdo das antocianinas presente no suco clarificado de acerola (SCA). Onde tr é 0 tempo de retengéo,
[M]* ion molecular, MS/MS ion produto, m/z a razdo massa carga.

Pico tr (min)  [M]*(m/z) MS/MS (m/z) Antocianina

1 3,24 433 287 Cianidina-3-ramnosideo

2 3,54 417 271 Pelargonidina-3-ramnosideo
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4.1.5 Caracterizacgao dos precipitados dos tratamentos SCAM2, SCAM4 e SCAM6
4.1.5.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As Figuras 16 (a) e (b) trazem as curvas termogravimétricas e sua primeira
derivada, respectivamente. As derivadas das curvas termogravimétricas revelam a
existéncia de 3 eventos (Tabela 4) para a MMT pura e 4 eventos para os precipitados
obtidos. Os eventos até 150°C estdo relacionados com a perda de agua adsorvida entre as
camadas da MMT (BAEK; CHOY; CHOI, 2012), e as perdas de massa entre 200°C e
611°C estdo relacionadas com a decomposi¢cdo das antocianinas complexadas entre as
camadas da MMT, sendo este resultado compativel com os dados obtidos em andlise de
cromatografia acoplada a espectrometria de massas. A perda de massa em altas
temperaturas esta relacionada com a queima de material organico preso entre as lamelas
da argila (GOLBASHY et al., 2016).
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Figura 166 - Curvas de TG(a) e DTG(b) da MMT e dos precipitados dos SCA adicionados de diferentes concentragdes
de MMT.
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Tabela 4 - Eventos durante analise termogravimétrica. M: perda de massa (%); Tonset: temperatura de inicio do evento térmico (°C); Tmax: temperatura maxima durante o evento (°C).

Amostra  1° Evento 2° Evento 3° Evento 4° Evento

M Tonset Tmax M Tonset Tmax M Tonset T max M Tonset Tmax
MMT 7,71 49,46 77,07 0,55 114,35 117,01 3,51 615,78 665,88 - - -
2% MMT 5,86 42,28 70,03 8,46 225,00 256,81 8,64 302,93 313,78 14,49 508,82 586,96
4% MMT 4,18 45,73 73,26 6,20 219,94 247,78 5,77 309,70 323,38 10,57 954,47 608,03
6% MMT 3,55 46,38 72,32 6,07 218,25 249,36 1,54 309,28 319,36 6,20 574,87 611,17




o1

4.1.5.2 Difracéo de Raio-X (DRX)

A Figura 17 apresenta os difratogramas da MMT e dos precipitados obtidos dos
SCAM. O difratograma da MMT pura exibe um pico acentuado em 20 = 7,14°, que é o
pico de difracdo caracteristico ao espacamento basal doo1 das argilas montmorilonita.
Segundo a lei Bragg esse espacamento basal doo: da argila MMT apresenta valor de 12,4
A, que esta de acordo com valores encontrados por outros autores (AHMAD et al., 2012;
ECHEVERRIA, EISENBERG, & MAURI, 2014; MARTUCCI & RUSECKAITE, 2010;
MARTUCCI, VAZQUEZ, & RUSECKAITE, 2007ae XU et al., 2006). Os precipitados
dos SCA com 2, 4 e 6 % de MMT apresentaram um espacamento basal de 16,7 A, 15,8A
e 15,1A, respectivamente. Teixeira et al. (2012) obtiveram complexados de MMT e
diferentes concentracBes de extrato de Euterpe oleracea Mart. (Acai), verificando um
aumento do espaco basal door da MMT de 13A para 27A devido a intercalacio de

moléculas de antocianinas entre as camadas da MMT.

O deslocamento do pico para angulos menores indica 0 aumento do espagamento
entre as lamelas (BAEK; CHOY; CHOI, 2012), que, por sua vez, indica que houve
intercalacdo de compostos entre as lamelas de argila, o que (em conjunto com os demais
resultados), corrobora a intercalacdo das antocianinas entre as lamelas, como descrito por
Kohno e colaboradores (2009).
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Figura 177 - Difratograma do MMT puro e  precipitados dos  sucos.
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4.1.5.3 Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A figura 18 mostra os espectros de FTIR dos precipitados de MMT obtidos. As
bandas de absorcéo nas regides de 3627,8 cm™ correspondem as bandas de estiramento e
deformacbes angulares dos grupos Si-OH, AI-OH e O-H das placas tetraédrica e
octaédrica da MMT (GOLBASHY et al., 2016; KASIRGA; ORAL; CANER, 2012). Foi
observado uma forte banda de absor¢do entorno da regido 1043,4 cm™, referente ao

estiramento Si-O da MMT.

Golbashy et al. (2016) avaliaram complexacdo de MMT com extrato de polifendis
de roma. Os autores correlacionaram a auséncia da banda 3443 e 3627 cm™ no complexo
MMT-roma como indicativo de formag&o de pontes de hidrogénio entre a por¢cdo OH dos
polifendis com Al-O da MMT, ja que este intervalo esta relacionado com o estiramento

H-O-H e a deformacéo angular da agua com o estiramento O-H dos fenais.

Pode-se verificar que & medida que se aumentou a concentracdo de MMT houve

uma reducdo da absorcdo na regido 3627,8 e 3446,5 cm™, evidenciando uma provavel
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formacéo de pontes de hidrogénio entre a MMT e as antocianinas de SCA formando um

complexo MMT-antocianinas.

Figura 188 - Espectro de FTIR da MMT, SCA, SCAM2, SCAM4 e SCAM6.
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4.2 Filmes de gelatina contendo suco de acerola e MMT

4.2.1 Ensaios mecanicos

Os resultados das propriedades mecanicas dos filmes incorporados com MMT séo
apresentados na Tabela 5. E possivel observar uma tendéncia no comportamento dos
filmes em relacdo a resisténcia a tracdo (RT), ocorrendo um incremento da resisténcia a
medida que se aumenta a concentracgdo de MMT adicionada aos filmes. Houve um
aumento significativo em RT a partir da adi¢do de 3,84% de MMT aos filmes. A adicéo
de 6,4% de MMT promoveu a maior resisténcia a tracdo em relacdo ao controle,
promovendo um aumento de aproximadamente 29% de sua resisténcia. As concentracdes
de 1,28 e 2,56% de MMT nao causaram mudancas significativas, na resisténcia a tracao,
em relacdo ao filme controle. Estudos anteriores (BAE et al., 2009; CORONADO JORGE
et al., 2015) apresentaram valores semelhantes para resisténcia a tracdo em filmes de
gelatina adicionados de MMT. Apesar do aumento da resisténcia mecanica dos filmes,
ndo foram observadas diferencas significativas na elongacéo, indicando que o aumento

de resisténcia ndo comprometeu a capacidade de elongacao na ruptura dos compositos.

H& uma tendéncia ao aumento do mddulo elastico a medida que aumenta a
concentracdo de MMT nos filmes, consequentemente causando um aumento da rigidez
dos mesmos. E possivel observar uma mudanca significativa no modulo eléstico a partir
da adicdo de 2,56% de MMT aos filmes. Coronado Jorge e seus colaboradores (2015) e
Rao (2007) também observaram que o modulo elastico tende a aumentar com o
incremento da concentracdo de argila adicionada aos filmes. A interagéo entre gelatina e
MMT ocorre principalmente através de interacdes eletrostaticas entre os grupos NHs* dos

aminoéacidos da gelatina e a superficie das lamelas da MMT (XU et al., 2006).

Em linhas gerais, os resultados dos ensaios mecanicos indicam que a adicdo de
pelo menos 3,84% de argila proporcionou a obtencéo de filmes com maior resisténcia a
tracdo e mais rigidos, no entanto mantendo a mesma elongacéao que o tratamento controle.
A forte interagdo interfacial entre a MMT e a gelatina proporciona uma melhor
transferéncia de carga entre a matriz de gelatina e o nanoreforco MMT sem que ocorra
uma ruptura entre a interface gelatinae-MMT mediante deformacdo a tragdo
(NAGARAJAN et al., 2014b).
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Tabela 5 - Respostas experimentais dos filmes (RT, ER, MY, PVA e OP) em funcé&o do teor de MMT.

< 5 :
Respostas Concentragoes de MMT (% m/m, base gelatina)

0 1,28 2,56 3,84 5,12 6,4
Média 25,90 28,78 27,76 30,63 30,84 3342
Grupo* C BC BC AB AB A
RT (MPa) DP 0,99 2,35 3,08 2,33 2,00 1,26

CV (%) 381 8,18 11,08 7,62 6,49 3,79

Media 13,90 13,22 12,70 12,29 12,49 12,28

Grupo* - - - - - -

ER (%) DP 177 233 181 169 169 141
Y 1276  17.65 1424 1372 1353 1146

Média 10620 11625 12618 11990 12432 13227

Grupo*  C BC AB  AB AB A

ME(MPa)  pp 499 770 1375 1088 587 840
Y 470 662 1090 907 472 635

VA Média 229 240 183 209 195 128
(g.mm.kPaLhr Grupo* AB A C ABC BC D
A DP 045 019 016 003 007 007

: Y 1960 799 903 140 370 542
Média  287.61 4131 41932 45882 54151 94500

Grupo* C BC BC BC B A

OP (Anm/mm) 55 1144 2740 506 1329 305  197.0
Y 398 664 121 290 056 2086

*Grupo da média segundo Tukey: Médias sem letras em comum sdo significativamente diferentes
(p<0,05). Auséncia da definicdo de grupos significa que a variagdo entre os tratamentos nao foi
significativa. DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variagdo. RT: resisténcia a tracdo; ER: elongag¢do na
ruptura; ME: médulo de elasticidade; PVA: permeabilidade ao vapor de agua; OP: opacidade.

4.2.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os valores de PVA dos filmes nas diferentes concentracdes de MMT adicionadas
estdo mostrados na Tabela 5. A incorporacéo de argila aos filmes promoveu uma reducgéo
na permeabilidade ao vapor de 4gua a partir da adicdo de 2,56% de MMT, no entanto o
filme com concentragéo de 6,4% de MMT apresentou 0 menor valor de PVA observado
durante a analise promovendo uma reducéo de 44% da permeabilidade ao vapor de 4gua
em relagdo ao tratamento controle (sem MMT). O aumento da propriedade de barreira ao
vapor de agua de filmes nanocompositos ocorre devido a dispersdo das camadas de
silicatos na matriz polimérica, fazendo com que o vapor de agua percorra um trajeto mais
longos e tortuoso através da matriz polimérica durante o processo de difusdo
(NAGARAJAN et al., 2014a).
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4.2.3 Opacidade

Os resultados apresentados na Tabela 5 apontaram uma tendéncia ao aumento da
opacidade dos filmes com o aumento da concentracdo de argila adicionada,
provavelmente devido a diferenca de indices de refracdo entre os componentes do filme.
O tratamento controle apresentou uma opacidade natural (287,6 + 11,44 A.nm.mm™)
elevada, possivelmente devido & cor natural do SCA utilizado nas formulagfes. Os
tratamentos com concentragfes de argila entre 2,56% e 5,12% n&o apresentaram
diferenca significativa entre si, 0 que indica que estas concentracGes ndo apresentaram
mudanca no quesito transparéncia dos filmes. O filme adicionado de 6,4% de MMT
apresentou uma opacidade de 944,8 + 197,11 A.nm.mm?, apresentando diferenca

significativa quando comparado com os demais tratamentos.

A opacidade esta associada a transmissao de luz visivel pelos filmes. Quanto
maior a opacidade, menor a transmissdo de luz visivel, ou seja, menor a transparéncia. A
transparéncia € uma caracteristica desejavel quando se deseja obter filmes comestiveis,
ou utiliza-los como embalagens de alimentos de forma geral, por isso, para essa aplicacao,
é vantajoso que os refor¢os utilizados no filme ndo aumentem sua opacidade (SANTOS,
2012). Por outro lado, uma maior opacidade implica em melhor barreira a luz visivel, que

poderia proporcionar melhor estabilidade a alimentos suscetiveis a oxidacg&o.

Nagarajan et al. (2014b) avaliaram a opacidade de filme de gelatina adicionado
de diferentes concentracbes de MMT e reportaram uma reducdo na transmitancia da luz
como aumento da concentracdo de MMT nos filmes. Os autores atribuiram a reducédo da
transmitancia destes filmes a um provavel efeito de espalhamento de luz causado pela
nanoargila distribuida através da rede de proteina.
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4.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas e as respectivas derivadas dos filmes de gelatina e
SCA adicionados de diferentes concentracfes de MMT encontram-se nas Figuras 19 (a)
e (b). Os filmes apresentaram trés eventos de perda de massa, sendo 22 e 0 3° evento 0s
principais. O 1° (70 — 200°C) esta relacionado com a perda de moléculas de baixa massa
molecular, como a antocianina presente no SCA e a glicose utilizada como plastificante
nos filmes assim como a agua adsorvida nos filmes (AHMAD et al., 2012; MARTUCCI;
VAZQUEZ; RUSECKAITE, 2007b). O 2° evento (250 - 400°C) refere-se a degradacio
inicial da gelatina e de polissacarideos presentes no suco (AHMAD et al., 2012; CRUZ,
2014; LUECHA,; SOZER; KOKINI, 2010; MARTUCCI; VAZQUEZ; RUSECKAITE,
2007b; NAGARAJAN et al., 2014a). J& 0 3° (460 - 650°C) esta relacionado aos grupos
hidroxilas presentes em diferentes regides da estrutura do MMT (XU et al., 2006).
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Figura 19 - Curvas de TG(a) e DTG(b) dos filmes de gelatina e SCA adicionados de diferentes concentragdes de MMT.
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4.2.5 Difracéo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas da MMT, gelatina bovina, filme de gelatina 0% MMT, filme de
gelatina adicionado de 3,8% de MMT e filme de gelatina adicionado de 6,4% de MMT
estdo na Figura 20. O difratograma do MMT puro exibe um pico acentuado em 20 =7,1°,
que é o pico de difracdo caracteristico ao espacamento basal dgoz das argilas
montmorilonita que de acordo com a lei de Bragg apresenta um espacamento de 12,4 A
ou 1,24 nm corroborando com valores encontrados por outros trabalhos (AHMAD et al.,
2012; ECHEVERRIA; EISENBERG; MAURI, 2014; JORGE et al., 2015; MARTUCCI;
RUSECKAITE, 2010; MARTUCCI; VAZQUEZ; RUSECKAITE, 2007a; XU et al.,
2006).

Segundo estudos anteriores (CORONADO JORGE et al., 2015 e YAKIMETS et
al., 2007), a gelatina bovina apresenta um difratograma caracteristico de material
semicristalino com um pico em 20 = 7°, atribuido a estrutura de tripla hélice e uma banda
larga em 20 = 20°, caracteristica de fase amorfa. Os filmes de gelatina, adicionados ou

nao de MMT, apresentaram uma caracteristica de material amorfo (banda larga em 26 =
20°).

A interacdo entre a matriz polimérica e a MMT promove um aumento do espaco
interlamelar com um consequente deslocamento do pico caracteristico doo1 para angulos
menores, no entanto se o espacamento interlamelar além de um valor limite fica

impossibilitado de visualizar o pico caracteristico do plano doo1 (COELHO, 2008).

O pico caracteristico do MMT (20 = 7°) foi encoberto nos difratogramas dos
filmes adicionados de MMT, o que indica um provavel efeito de esfoliagdo das camadas
da argila (XU et al., 2006; ZENG et al., 2010; ZHENG et al., 2002). Os dados obtidos na
difracdo de Raio-x corroboram para a compreensao dos resultados observados nos ensaios

mecanicos e de permeabilidade ao vapor de agua.



60

Figura 20 - Difratograma do MMT puro, gelatina em p6, filme de gelatina com SCA, filme de gelatina com SCA
adicionado de 3,8% de MMT e filme de gelatina com SCA adicionado de 6,4% de MMT.
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4.2.6 Estudo de estabilidade de cor

A Figura 21 apresenta a razdo (L*/L*o, a*/a*o e b*/b*o) em relagdo aos valores
iniciais observados (L*o, a*o e b*o), plotando em relagdo do tempo de armazenamento.
Através desta razdo € possivel acompanhar a variacdo dos parametros ao longo do periodo
de estocagem. Durante o periodo de armazenado houve um escurecimento em todos 0s

tratamentos avaliados.

Da mesma forma como observado no SCA adicionado de MMT, adicdo da argila
aos filmes de gelatina e SCA promoveu uma intensificacdo da cor vermelha dos filmes,
deslocando o pardmetro a* para o lado positivo do eixo. Kohno e colaboradores (2009)
atribuem o efeito de intensificacdo da cor vermelha a um efeito de copigmentacao e tal
efeito ocorre entre as lamelas da argila e a antocianina presente no SCA. Azeredo e
colaboradores (2012) também observaram o efeito de copigmentagdo do MMT com
antocianinas naturalmente presentes em polpas de acerola. Os filmes adicionados de
MMT mantiveram a cor vermelha durante todo o periodo de armazenamento, enquanto
que a cor vermelha do controle (0% de MMT) aumentou relativamente, apesar do baixo
valor observado no inicio. Esse fendbmeno pode ser atribuido a estabilizacdo da cor devido
a interacdo eletrostatica entre o corante e a superficie da argila, ocorrendo uma
intercalagdo de pigmento e consequentemente uma prote¢do maior aos efeitos da luz e do
oxigénio (KOHNO et al., 2009). Apés o segundo dia de armazenamento houve um
aumento na cor amarela (+b*) dos filmes, sendo mais intenso para o tratamento controle.
Durante o armazenamento os filmes acionados de MMT apresentaram uma tendéncia de

reducdo da cor amarela.

Na Figura 22 podem-se observar as mudangas das cores dos filmes durante o
armazenamento. A adicdo de argila possibilitou a manutencdo da cor dos filmes,

mantendo por mais tempo a tonalidade vermelha.
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Figura 21 - Mudangas nos parametros de cor (A) L*/L*0 (B) a*/a*0 e (C) b*/b*0 dos sucos clarificados de acerola
adicionados de MMT
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Figura 22 - Fotografias dos filmes de gelatina durante armazenamento
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4.2.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV dos tratamentos 0%, 3,84% e 6,4% de MMT estéo
apresentadas nas Figuras 23 e 24, superficie e secgdo transversal respectivamente. O filme
controle (0% de MMT) apresentou uma superficie sem a presenca de aglomerados de
gelatina. E possivel observar estruturas de poros na superficie do filme controle, no
entanto ndo foi possivel observar o0 mesmo na seccao transversal. A formacdo de poros
pode estar relacionada com a presenca de ar na solucdo filmogénica e uma etapa de

desgaseificacdo ineficiente.

Nota-se a presenca de aglomerados nos filmes adicionados de MMT apesar da
andlise de DRX indicar um efeito de esfoliagdo. A presenca de aglomerados pode indicar
uma possivel presenca de tactoides dispersos no material. Estes aglomerados estdo
relacionados com a ndo dispersdo total do reforco e possivel aglomeracdo do MMT
durante o processamento dos filmes. A regido transversal dos filmes adicionados de MMT
apresentam microestruturas rugosas, aumentando com a concentragdo. Essa caracteristica
tende a gerar pontos de tensdo, comprometendo a eficiéncia mecanica dos filmes e de
PVA.
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Figura 223 - Imagens obtidas por MEV da superficie dos tratamentos 0%, 3,84% e 6,4% de MMT.
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Figura 234 - Imagens obtidas por MEV da sec¢do transversal obtida via criofratura dos tratamentos 0%, 3,84% e 6,4% de MMT.
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4.2.8 Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A figura 25 representa o espectro de FTIR dos filmes de gelatina e SCA
adicionados de diferentes concentracdes de MMT na regido relacionada as amidas (1800
— 1100 cm™) (KONG; YU, 2007; MARTUCCI; RUSECKAITE, 2010). As bandas 1635
cm?, 1549 cm? e 1239 cm? sdo associadas as amida I, amida Il e amida Il

respectivamente.

A absorcéo relacionada a banda da amida | decorre predominantemente da
vibracdo do estiramento da C=0 das amidas da proteina, enquanto que a absorcdo da
amida Il € composto por vibracdo do estiramento de C-N e pela vibracdo da deformacéo
de N-H. Ja a absor¢do da amida 111 é composta por componente do estiramento de C-N,
deformacdes de N-H resultantes de ligagdes amida, e vibracdes de grupo CH2 da cadeia
principal da glicina e cadeia lateral da prolina (MARTUCCI; RUSECKAITE, 2010;
SIONKOWSKA et al., 2004). Com a adicdo de MMT aos filmes de gelatina e SCA ha
uma tendéncia na reducdo da absorc¢do nas regides relacionadas as amidas corroborando
com estudo realizado por Martucci e Ruseckaite (2010) que avaliaram a interagdo de
gelatina bovina e Na+-montmorilonita. Esta reducdo esta relacionada possivelmente com
o enfraquecimento das interacdes de hidrogénio devido a reducdo das distancias entre 0s

grupos silicatos.



Figura 245 - Espectro de FTIR entre 1000 e 1800 cm™ para a MMT pura e filmes de gelatina
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo com suco clarificado de acerola
(SCA) e os filmes comestiveis, pode-se concluir:

e Todas as concentracdes avaliadas adsorveram parte das antocianinas presentes no

SCA, sendo que as concentracdes 4% e 6% foram as mais efetivas;

e Aadicdo de MMT ao SCA promoveu uma intensificacdo da cor vermelha (efeito
hipercrémico) e estabilizacdo da cor em todas concentracfes avaliadas;

e A adicdo de MMT promoveu uma estabilizacdo dos parametros de cor do SCA
para valores de pH menores que 5;

e Os cromatogramas do SCA e dos compostos extraidos do complexo MMT-
antocianina indicam a adsorcdo seletiva para as antocianinas Cianidina-3-
ramnosideo e Pelargonidina-3-ramnosideo;

e Nos filmes de gelatina com SCA, a adicdo de MMT promoveu um incremento nas
propriedades mecénicas e uma reducdo na permeabilidade ao vapor de agua,

principalmente na maior concentragdo avaliada (6,4%);

e A adicdo de MMT aos filmes de gelatina e SCA promoveu uma intensificacao e

estabilizacdo da cor vermelha dos filmes durante o periodo observado.
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