FILMES ,
BIODEGRADAVEIS
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Extensiio da vida itil de frutas tropicais

ecentemente surgiu um

grande interesse pelo de-

senvolvimento de biofilmes

comestiveis ou degradaveis

biologicamente, principal-
mente devido a demanda por alimen-
tos de alta qualidade, as preocupacoes
ambientais sobre o descarte das mate-
riais nao renovaveis das embalagens
paraalimentos e as oportunidades para
criar novos mercados as ma-
térias-primas formadoras de
filme, derivadas de produ-
tos agricolas. Biofilme é um
filme fino preparado de ma-
teriais biolégicos, que age
como barreira a elementos
externos e, consequente-
mente, pode proteger o pro-
duto e aumentar a sua vida

de prateleira. Algumas pos-

Figura 1 - Filme de gelatina contra
um fundo de cor do sistema
“Hunter”

Patricia Tanada-Palmu
Doutoranda em Tecnologia de Alimentos
aplicada a Nutrigdo, Faculdade de
Engenbaria de Alimentos, Unicamp

Farayde Matta Fakbouri
Mestranda em Tecnologia de Alimentos
aplicada a Nutrigdo, Faculdade de
Engenbaria de Alimentos, Unicamp

Carlos R. F. Grosso

Professor de Controle de Qualidade,
Faculdade de Engenbaria de Alimentos,
Unicamp

grosso@fea.unicamp.br

siveis propriedades funcio-
nais dos filmes incluem re-
tardara migracao de umida-
de, o transporte de gases
(O,, CO,), a migracao de
oleo ou gordura, o transpor-
te de solutos, oferecer uma
integridade estrutural adici-
onal aos alimentos, poden-
do também reter compostos aromati-
cos e carregar aditivos alimenticios ou
componentes com atividade anti-bac-
teriana ou anti-fingica, com liberacao
controlada sobre o produto onde foi
aplicado.

Os biofilmes sio geralmente pro-
duzidos com materiais biolégicos, como
polissacaridios, proteinas, lipidios e
derivados. Gliten de trigo € um termo
geral para as proteinas insoltveis em
dgua da farinha de trigo, suas caracte-
risticas de coesao e elasticidade produ-
zem integridade e facilitam a formaciao
de filme. O filme protéico mais comu-
mente utilizado, entretanto, é o cola-
geno, que € normalmente empregado
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como cobertura de carnes processa-
das. A gelatina € uma proteina deriva-
da do colageno. A celulose acetato
fitalato (CAP) € um polimero comu-
mente utilizado como cobertura em
medicamentos (comprimidos) desti-
nados a ser processados no intestino,
sendo conhecido como cobertura en-
térica, por apresentar resisténcia as
condicdes de pH acido. Os biofilmes
possuem potencial para controlar a
perda de umidade e para controlar
também a troca de oxigénio, etileno e
dioxido de carbono do tecidos de fru-
tas; dessa forma, poderiam controlar a
respiraciao do produto e aumentar sua
vida de prateleira, funcionando como
uma alternativa ao tratamento por at-
mostera controlada (Avena-Bustillos
e Krochta, 1993), alternativa essa
que esta sendo empregada na preser-
vacio de frutas e hortalicas, porém que
apresenta alguns inconvenientes in-
cluindo custos de processo. Trabalhos
recentes estio explorando o potencial
das coberturas comestiveis de superfi-
cie para manter e estender a qualidade
e a vida util de produtos frescos e
reduzir a quantidade de embalagens
descartaveis nao-biodegradaveis, inclu-
indoas coberturas aplicadas em frutas,
como bananas (Banks, 1984), frutas
citricas (Hagenmaier & Baker, 1993),
macas (Banks et al., 1997), mangas
(Carrilo-Lopez et al., 2000) , peras
(Amarante, 1998), abacates (Johns-
ton & Banks, 1998), morangos (Gar-
ciaetal., 1998) e goiabas (Oliveira
& Cereda, 1999). As coberturas semi-
permedveis apresentaram influéncia
na fisiologia das frutas, no atraso do
amadurecimento e no metabolismo
pos-colheita.

Filmes a base de proteinas apre-
sentam efetiva barreira a gases (CO, e
O,), porém alta permeabilidade ao
vapor d’dgua (Baldwin et al., 1995;
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Figura 2 - Perda de peso das goiabas cobertas com gluten, gelatina
e celulose acetato fitalato durante 14 dias de armazenamento
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Figura 3 - Forca de ruptura das goiabas cobertas com glaten, gelatina e celu-

lose durante 14 dias de armazenamento

Krochta, 1996) em funcio do seu
carater hidrofilico. De acordo com o
uso pretendido dos filmes biopolimé-
ricos, varias modificacoes das proprie-
dades de barreira ou melhoramento da
resisténcia fisica podem ser possiveis.
Uma forma de modificar as proprieda-
des dos filmes é introduzir associacoes
intermoleculares fisica, quimica ou
enzimaticamente (Gennadios et al.,
1996; Shih, 1994; Marquie et al.,
1995; Limet al., 1999). Outra possi-
vel abordagem para melhorar as pro-
priedades fisicas dos filmes biopolimé-
ricos tem sido a de preparar filmes

compostos através do uso combinado
de polissacarideos, proteinas e lipide-
os (Lim & Jane, 1993; Kamper &
Fennema, 1984). Muitos filmes com-
postos e em bicamadas estio sendo
produzidos para combinar as proprie-
dades apresentadas pelos diferentes
materiais para melhorar as caracteristi-
cas do filme resultante quanto a per-
meabilidade, resisténcia mecinica, fle-
xibilidade, cor, valor nutricional e a
performancede aplicacio da cobertu-
ra (Amarante & Banks, 2001).

O objetivo desse trabalho foi o
desenvolvimento de um biofilme com-

posto, contendo misturas de gluten de
trigo, gelatina e celulose acetato fitala-
to, bem como testar sua aplicacio em
frutas frescas. Entre as frutas, a goiaba
encontra-se amplamente distribuida
em todas as regioes tropicais e subtro-
picais do mundo. No Brasil, ocorrem
grandes perdas da produgio agricola
durante a fase pos-colheita, e essas
perdas poderiam ser reduzidas com a
utilizacao do biofilme na cobertura de
frutas. Segundo Medinaet al. (1988),
o comportamento do cultivar de goia-
ba hibrida (branca) exibiu rapido au-
mento na taxa de producao de CO,
ap6s a colheita, até atingir um pico
climatérico; assim o prolongamento da
conservacao das goiabas, através da
cobertura com os biofilmes, poderia
modular melhor a maturacio, aumen-
tando o tempo de vida util da fruta.

No experimento foram utilizados
gliten de trigo vital (Rhodia, Campi-
nas), gelatina (Leiner Davis, Sio Pau-
lo), celulose acetato fitalato ( Eastman
Kodak, USA), fosfato de s6dio mono-
basico (Synth, Sao Paulo), fosfato de
sédio tribasico (Synth, Sao Paulo), eta-
nol (Ecibra, Sao Paulo), glicerol (Merck,
Darmstadt, Alemanha), hidréxido de
amonio (Synth, Sao Paulo), cloreto de
calcio (Synth, Sao Paulo), nitrato de
magnésio (Ecibra, Sao Paulo), cloreto
de s6dio (Synth, Sio Paulo), acido
cloridrico (Merck, Darmstadt, Alema-
nha) e goiabas frescas (adquiridas dire-
tamente do produtor situado préximo
a Campinas).

A solucio formadora do filme de
gliten foi preparada usando-se gliten
de trigo (9,0 g/100g solucao), glicerol
(1,5 g/100g solucido), etanol (32,5 ml/
100 ml solucao), dgua destilada e hi-
droxido de amdnio ON para ajustar a
solucaoa pH 10. Todos os componen-
tes foram misturados sob agitacio
magnética a 70 °C. A solucio filmogé-
nica foi centrifugada a 5.856 g por 6
minutos, a temperatura ambiente. Apos
isso, a solugao filmogénica foi colocada
sobre uma superficie de teflon e seca
a temperatura ambiente por, aproxi-
madamente, 24 horas (método modi-
ficado a partir do método de Gontard
et al.,1993). O filme de gelatina foi
preparado hidratando-se, por 1 hora,
10 g de gelatina em 100 ml de dgua
destilada e, em seguida, aquecendo-se
essa solucao a 75° C por 10 minutos,

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n? 26- maio/junbo 2002 13



acrescentando-se a ela 0,5 g de glice-
rol. A solucido de gelatina foi misturada,
sob agitacio magnética, a solucdo de
gliten de trigo nas proporc¢oes de 1:1,
1:4 e 4:1 e foi colocada em placas de
Petri para secar em quantidade a for-
mar filmes de mesma espessura (16 ml
de solucao filmogénica por placa),
enquanto o filme de celulose acetato
fitalato foi preparado dissolvendo-se
vagarosamente, em agitador mecani-
co 10 g deste em solucao tampio
fosfato de sédio pH 8,0 € adicionando-
se 0,5 g de glicerol. A soluciao de
celulose foi misturada, sob agitacio
magnética, a solucao de gliten de trigo
nas proporcoesde 1:1, 1:4 e 4:1, sendo
colocada em placas de Petri para secar
de forma idéntica as anteriores.

A espessura dos filmes foi medida
por meio de um micrometro (Modelo
MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Japan), re-
presentando a média de 5 medidas
aleatérias em diferentes partes do fil-
me e a permeabilidade ao vapor d’agua
determinada gravimetricamente em tri-
plicata a 25°C, 75% de umidade rela-
tiva, usando-se o método modificado
E-96 da ASTM (ASTM, 1980). A taxa
de transmissao de oxigénio, feita em
duplicata foi medida usando-se uma
modificacao do método padraio ASTM
D 3985-81 com um aparelho Ox-Tran
(Mocon, Inc., Minneapolis, USA) a 25°
C. As caracteristicas de resisténcia me-
canica dos filmes a 25°C, incluindo a
resisténcia a tracdo e a porcentagem
de elongacao na ruptura, foram deter-
minadas usando-se um texturdmetro
TAXT2(SMS, Surrey, UK) operado de
acordo com o método padrao ASTMD
882-83, com separacio inicial das gar-
ras e velocidade do “probe” de 50 mm
e 1 mm/s, respectivamente. A forca
maxima e a extensao no ponto de
ruptura foram obtidas para os filmes
testados (100 mm de comprimento e
25 mm de largura). Para todos os
testes, os filmes foram acondicionados
por dois dias em dessecadores com
52% de umidade relativa, antes dos
testes.

A solubilidade em agua foi obtida
determinando-se a porcentagem do
material seco do filme solubilizado em
dgua apos 24 horas de imersao (Gon-
tardetal., 1994) e do material inicial,
determinada por secagem a 105°C,
por 24 horas. Dois discos de 2 cm de

Figura 4 - Micrografia do filme de
celulose

Figura 5 - Micrografia do filme de
glaten de trigo

Figura 6 - Micrografia do filme de
gelatina

Figura 7 - Micrografia do filme com-
posto de celulose e gliten de trigo

Figura 8 - Micrografia do filme com-
posto de gelatina e gluten de trigo
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diametro foram cortados dos filmes,
pesados e imersos em 50 ml de dgua
por 24 horas em temperatura ambien-
te e a quantidade remanescente e
solubilizada foram determinadas gravi-
metricamente apos secagem. A solubi-
lidade em solucio acida (HCl 1 N) foi
determinada de forma semelhante a
apresentada acima.

As caracteristicas de superficie dos
filmes foram analisadas por microsco-
pia eletronica de varredura, usando-se
um microscopio Jeol JMS-T330 (Tokyo,
Japan) operado a 10 kV. As amostras
de filme foram fixadas em stubs de
aluminio com fita de cobre e deixadas
no dessecador a 0% de umidade rela-
tiva, por 7 dias. As amostras foram
cobertas com ouro por meio do sputter
Balzers (SDC 050, Baltec, Lichtenstein,
Austria) por 180 seg., a 40 mA. Dife-
rencas estatisticas foram medidas com-
parando-se médias através do teste de
Tukey, em um intervalo de confiancga
de 95% utilizando-se o programa Sta-
tistica (Microsoft, USA).

As goiabas foram escolhidas de
modo que apresentassem a mesma
uniformidade, coloragio e ponto de
maturacao, fornecendo um lote homo-
géneo. Foram realizados seis tratamen-
tos para cobrir as goiabas frescas com
os biofilmes simples e compostos ava-
liando-se perda de peso e textura do
produto em funcao do tempo. As con-
centracoes dos filmes compostos utili-
zados na cobertura das goiabas foram
as que apresentaram a menor perme-
abilidade ao vapor d’agua. No trata-
mento 1, as goiabas frescas foram imer-
sas na solucdo formadora do filme de
celulose acetato fitalato a temperatura
ambiente, por 1 minuto, e foram pen-
duradas através do cabo para secarem
temperatura ambiente. Em seguida, os
frutos foram acondicionados em ban-
dejas plasticas para acompanhamento
do tratamento. No tratamento 2, as
goiabas foram imersas na solugao for-
madora de filme de gelatina e no
tratamento 3, as goiabas foram imersas
na solucao formadora do filme de gla-
ten. No tratamento 4, as goiabas foram
imersas na solucio formadora do filme
composto de celulose e gliten (1: 1) e
no tratamento 5, a solucdo formadora
de filme foi composta de gelatina e
gliten (4:1). O tratamento 6 foi o
controle, onde as goiabas foram imer-



sas por 1 minuto em agua destila-
da. A perda de peso das goiabas foi
acompanhada pesando-as no ini-
cio e durante o armazenamento. A
textura das goiabas foi determina-
da em texturdmetro TA.XT?2 (Sta-
ble Micro System, Surrey, UK),
através da medida da forca de
ruptura usando-se um “probe” ci-
lindrico de 1cm de diametro. A
separacio inicial do “probe” e sua
velocidade foram de 30 mm e 1
mm/s, respectivamente. As medi-
das de textura das goiabas foram
tomadas com 1, 6, e 14 dias de
armazenamento em geladeira em
temperatura de, aproximadamen-
te, 7° C e 60% de umidade relativa.
Fatias centrais com superficies pla-
nas foram retiradas das goiabas
para o ensaio de textura.

Os filmes compostos de gliten
de trigo e gelatina mostraram-se
transparentes e resistentes. Como
exemplo, a Figura 1 apresenta um
filme de gelatina contra um fundo
de cor do sistema “Hunter” de medida
de cores (L, a, b), onde o detalhe da
transparéncia pode ser observado cla-
ramente. O aumento da concentracio
de gelatina no filme composto com
glaten provocou o aumento da solubi-
lidade tanto em dgua quanto em acido.
Filmes compostos com maior concen-
tracao de gelatina apresentaram-se to-
talmente soluveis em meio acido. To-
dos os filmes compostos da mistura de
gelatina e gliten melhoraram a per-
meabilidade ao vapor d’agua emrela-
¢ao ao filme simples de glaten, sendo
omelhor resultado o da mistura obtido
para gelatina/gliten na propor¢io 1:4
(Tabela D).

A adic¢ao de gelatina nas misturas
aumentou sensivelmente a resisténcia
atracaoemrelacioao filme simples de
gliten, diminuindo poréma elongacio
emrelacioaele. Osvalores das propri-
edades mecanicas dos filmes compos-
tos se aproximam dos valores obtidos
para o filme simples de gelatina. Com
relacao a permeabilidade ao oxigénio,
os valores obtidos pelas misturas foram
mais baixos se comparados com o
valor de permeabilidade do filme sim-
ples de glaten, mas, mais, altos se
comparados com os do filme simples
de gelatina (Tabela 1).

As misturas de gliten de trigo e

Figura 9 - A goiaba durante a andlise no
texturdmetro

celulose formaram filmes opacos mais
quebradicos devido a celulose. O au-
mento da concentracao de celulose na
mistura (celulose/gliten 1:1 e 4:1)
resultou numa reducio da permeabili-
dade ao vapor d’agua, com valores
significativamente mais baixos do que
os apresentados pelos filmes simples
de glaten e de celulose.

Os filmes compostos de gliten e
celulose foram totalmente soltiveis em
agua e os filmes com maior concentra-
¢ido de gliten apresentaram-se menos
soliveis em dcido. Com relacio as
propriedades mecinicas, o aumento
da concentra¢io de celulose na mistu-
ra com gliten melhorou a resisténcia a
tracio, e piorou a elongacio na ruptura
quando comparados com o filme sim-
ples de gluten.

Devidoa fragilidade dos filmes com-
postos contendo celulose acetato fita-
lato, s foi possivel caracterizar a per-
meabilidade ao oxigénio do filme com-
posto para a relacio 1:1 (gliten e
celulose). O valor de permeabilidade
ao oxigénio obtido por essa mistura foi
significativamente mais baixo compa-
rado com o filme simples de gliten,
porém mais alto se comparado com o
filme simples de celulose.

Adicionando-se celulose ou gelati-
na aos filmes de glaten, foi possivel

obter melhora na permeabilidade
ao vapor d’agua e ao oxigénio e na
resisténcia mecanica do filme quan-
to 2 resisténcia a tracdo compara-
dos com os filmes simples de gla-
ten.

As misturas de gliten e celulose
(1:1 e 1:4) e gliten e gelatina (1:1
e 4:1) apresentam valores proxi-
mos para a permeabilidade ao va-
por d’agua. Os valores obtidos fo-
ram menores do que os observado
para celofane (7.27 gmm/m?dkPa,
Taylor, 1986) e maiores do que os
observados para polietileno de alta
densidade (0.02 gmm/m?*dkPa,
Smith, 1986). As misturas conten-
do gelatina e gliten apresentaram
melhor resisténcia mecanica que as
misturas de celulose e gliten, e
apresentaram também resisténcia
maior que os filmes de polietileno
de alta densidade (17.3-34.6 MPa,
Briston, 1988) . Quanto a perme-
abilidade ao oxigénio, as misturas
apresentaram menor valor do que
os filmes simples de gliten, menor
que o valor observado para o de polie-
tileno de alta densidade (427 cm® m/
m?dkPa, Salame, 1986) e similar ao
valor para o celofane (16 cm’ m/
m?dkPa, Taylor, 1986).

As micrografias obtidas por micros-
copia eletronica de varredura sao apre-
sentadas nas Figuras de 4a 8. A obser-
vacao microscopica da superficie dos
filmes pode prover informagcdes sobre
aintegridade, continuidade e também
sobre a organizagao estrutural da ma-
triz polimérica filmogénica. Essas ca-
racteristicas podem ajudar a explicara
funcionalidade dos filmes quantoa sua
resisténcia fisica e as propriedades de
barreira a permeacio de dgua e gases.
O arranjo conformacional caracteristi-
co da gelatina em triplas hélices pare-
ce favorecer uma estrutura de matriz
mais organizada e assim funcionalmente
melhor. A observacao das micrografias
(Figuras 5 e 6) indica que os filmes de
gliten e de gelatina individualmente
Ou em associacio apresentam-se mais
continuos. A morfologia dos filmes onde
a celulose acetato fitalato foi utilizada
(Figura 4 e 7) mostra, por outro lado,
uma organizac¢io descontinuada dos
filmes, o que poderia justificar a menor
resisténcia fisica observada nos ensaios
mecanicos efetuados. Deve-se obser-
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Figura 10 - A espessura do filme na goiaba coberta

var, entretanto, que, além da organiza-
¢do estrutural, existe uma estrutura
primdria particular de cada proteina,
onde o tipo, a quantidade e a disposi-
¢io espacial dos aminoacidos determi-
nam um comportamento nao deseja-
do frente a2 umidade relativa do ar, o
que pode inviabilizar o aproveitamen-
to de algumas proteinas, mesmo apre-
sentando boas propriedades mecani-
cas e debarreira. Estudos nessa direcao

precisam ser mais explorados.

A perda de umidade das goiabas
frescas devido a transpiragao foi obser-
vada durante o armazenamento atra-
vés de sua perda de peso. As cobertu-
ras de gluten de trigo, gelatina, celulo-
se acetato fitalato e as misturas de
gliten de trigo e gelatina e gliten de
trigo e celulose foram aplicadas a fim
de reduzir a perda de peso e a manter
atextura das goiabas frescas durante o

armazenamento. Foram realizadas com-
paracdes da textura e da perda de
entre as goiabas cobertas e os contro-
les, durante duas semanas de armaze-
namento, em termos de porcentagem
de perda de peso e forca de ruptura
(N), conforme ilustradas nas Figuras 2
e 3. As goiabas cobertas com gelatina
pura e mistura de gliten de trigo e
celulose apresentaram menor perda
de peso do que as goiabas controle,
durante o armazenamento, resultado
esperado e em concordancia com os
observados para os testes de permea-
bilidade ao vapor d“dgua. Da mesma
forma, as goiabas cobertas com esses
filmes apresentaram uma maior pre-
servacao da textura. Assim, as cobertu-
ras de gelatina e da mistura de gliten
e celulose foram as mais eficientes na
manutencao da qualidade das goiabas
frescas. As Figuras 9 e 10, ilustram,
respectivamente, o ensaio de textura
e aespessura do filme na coberturada
fruta.

Os resultados mostraram que foi
possivel obter melhores combinacoes
de gliten e celulose acetato fitalato ou
de gliten e gelatina com relacio a
permeabilidade ao vapor de dgua do
que os filmes simples desses mesmos
polimeros. Com relagio a resisténcia

Tabela 1 - Propriedades dos filmes compostos de gliten de trigo e gelatina

Filme Permeabilidadeao Permeabilidadeao  Solubilidadeem  Solubilidade Resisténciaa Elongacaona
vapor d’agua oxigénio (cm*pum/ agua (%)* em acido (%) tracaio(MPa)  ruptura (%)
(gmm/m?*dkPa) m?dkPa)

Gel:glu (1:4) 4.35 + 0.06° 20.52 + 0.40° 19.03 £ 0.88>  40.14 + 2.52¢ 41.53 £ 4.85° (.36 £ 1.98"
Gel:glu (1:1) 5.29 = 0.75* 16.60 * 2.53¢ 19.26 £ 0.67°  84.66 £4.52" 33.93 £ 3.43° 4.74 £ 0.29"
Gel:glu (4:1) 6.86 + 0.71? 14.08 £ 1.23¢ 30.42 £ 0.20° 100.00* 69.94 + 4600 7.48+£0.71°
Gel 5.29 + 0.65° 9.00 £ 0.17¢ 18.01 £ 0.78" 100.00* 57.47 £2.58°  5.03 + 0.69"

Glu 8.61 £ 1.03* 41.02 + 0.86° 22.70 + 4.10° - 5.25 £0.24¢ 215.30 + 12.20°

*Média e desvio padrao de replicatas. “ Médias com letras sobrescritas diferentes sao significativamente diferentes (P<0.05),
de acordo com a ANOVA e teste de Tukey.

Tabela 2 — Propriedades dos filmes compostos de gliten de trigo e celulose fitalato acetato

Filme Permeabilidadeao Permeabilidadeao  Solubilidade  Solubilidadeem Resisténciaa  Elongacaona
vapor d’agua oxigénio (cm’pm/  em dgua (%)* acido (%) tracio(MPa)  ruptura (%)
(gmm/m?dkPa) m?dkPa)

Cel:glu (1:4) 12.19 + 0.25° - 100.00* 50.69 £1.64> 1.32 £ 0.11¢ 4.06£0.78°
Cel:glu (1:1) 4.11 £ 0.20 22.21 £ 1,23 100.00* 100.00* 16.18 £ 3.11> 491 £ 1.01°
Cel:glu (4:1) 3.76 £ 0.26" - 100.00* 100.00* 2378 £5.12¢  8.82+0.68
Cel 10.05 * 0.47* 9.24%" 100.00* 33.14 £ 1.87¢ 11.76 £ 4.31°  8.60 + 1.36"

Glu 8.61 £ 1.03* 41.02 + 0.86* 22.70 £ 4.10° - 5.25 £ 0.24¢ 215.30 + 12.20°

*Média e desvio padrao de replicatas. “ Médias com letras sobrescritas diferentes sao significativamente diferentes (P<0.05),
de acordo com a ANOVA e teste de Tukey.

** Medida individual.
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mecanica, os filmes simples de gliten
apresentam-se frageis, podendo ser me-
lhorados quando misturas com celulose
ou gelatina sao empregadas. Melhores
caracteristicas mecanicas foram, entre-
tanto, apresentadas para misturas filmo-
génicas gelatina-gliten. Na cobertura
das goiabas frescas, o filme simples de
gelatina e o composto celulose-gliten
foram os mais eficientes na preservacao
da qualidade das frutas, diminuindo a
perda de peso e mantendo a textura
durante o periodo de armazenamento.
Novas associacdes entre diferentes ma-
teriais poliméricos devem ser investiga-
das.
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