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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar filmes de quitosana com
nanofibra de celulose incorporada com papaina para melhorar a maciez da carne
bovina. Os filmes foram desenvolvidos pela técnica de casting seguindo um
delineamento fatorial completo 3x4 com 3 niveis de NFC (0, 4 e 8%) e 4 niveis
de papaina (0, 2, 6 e 10% ). Os filmes obtidos foram caracterizadas com relagdo
as propriedades mecanicas, térmicas, de barreira, dpticas, solubilidade em agua,
espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR), difracdo de raio-X,
microscopia eletronica de varredura e atividade proteolitica. O estudo da
difusdo da papaina através dos filmes foi realizado nos filmes com 2% de
papaina. Os filmes foram aplicados em bifes de carne bovina (M. Longissimus
Thoracis et Lumborum — contra filé) por um periodo de 21 dias de
armazenamento a 2 °C para avaliar o efeito amaciante da embalagem. As
andlises realizadas nas carnes foram: atividade proteolitica da carne, forca de
cisalhamento (WBsSF), indice de fragmentacg&o, cor, pH e perda por cozimento.
Os resultados das analises de caracterizacdo dos filmes indicaram que os filmes
com até 6% de papaina e 4% de NFC apresentaram melhorias na maioria das
propriedades estudadas. O estudo da liberagdo mostrou que a difuséo da papaina
nos filmes de quitosana seguem o mecanismo Fickiano e que a presenca de NFC
na matriz de quitosana atuou reduzindo a liberagdo da papaina em meio aquoso.
Com os resultados obtidos na aplicacéo dos filmes na carne bovina, observou-se
que os filmes com 6% de papaina foram suficiente para promover uma melhoria
na maciez da carne bovina armazenada por 21 dias, quando comparados a carne
embalada com uma embalagem comercial.

Palavras-chave: Embalagens biodegradaveis, Embalagem ativa, Enzima
proteolitica.



GENERAL ABSTRACT

The objective of this work was to develop and characterize chitosan films with
cellulose nanofibers incorporated with papain to improve the softness of bovine
meat. The films were developed by the casting technique following a 3x4
complete factorial design with 3 levels of NFC (0, 4 and 8%) and 4 levels of
papain (0, 2, 6 and 10%). The obtained films were characterized with respect to
the mechanical, thermal, barrier properties, optics, water solubility, infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction, scanning electron microscopy and
proteolytic activity. The study of the papain diffusion through the films was
performed in films with 2% papain. The films were applied to beef steaks (M.
Longissimus thoracis et lumborum -) for a period of 21 days storage at 2 °C to
evaluate the softening effect of the package. Meat analyzes were: meat
proteolytic activity, shear force (WBsSF), myofibrillar fragmentation index,
color, pH and cooking loss. The results of the characterization analysis of the
films indicated that films with up to 6% of papain and 4% of NFC showed
improvements in most of the studied properties. The release study showed that
the diffusion of papain in the chitosan films follows the Fickian mechanism and
that the presence of NFC in the chitosan matrix acted to reduce the release of
papain in aqueous medium. With the results obtained in the application of the
films in the beef, it was observed that the films with 6% of papain were
sufficient to promote an improvement in the tenderness of the beef stored for 21
days, when compared to the meat packaged with a commercial packaging.

Keywords: Biodegradable packaging, Active packaging, Proteolytic enzyme.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os materiais plasticos sdo largamente utilizados na producdo de
embalagens para alimentos por apresentarem boas propriedades mecénicas,
baixo custo, facilidade de selagem térmica e compatibilidade com uma ampla
faixa de produtos alimenticios. Porém, os problemas ambientais que surgiram
com os descartes inadequados das embalagens plasticas, causados pelo o
acumulo de residuos ndo biodegradaveis e nao reciclaveis, tem impulsionado a
producdo de embalagens biodegradaveis obtidas de biopolimeros.

A quitosana € um biopolimero com grande potencial para a producéo de
embalagens biodegradaveis, pois apresenta propriedades como, excelente
capacidade de formar filmes transparentes e flexiveis, renovavel, biodegradavel
e baixo custo. A quitosana é um polissacarideo obtido principalmente da
desacetilagdo alcalina da quitina, um dos biopolimeros mais abundantes da
natureza sendo o principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos.

O uso de biopolimeros na producdo de embalagens biodegradaveis para
aplicacdo em alimentos tem sido fortemente limitado por causa das suas
propriedades de barreira precérias e propriedades mecénicas e térmicas fracas,
guando comparadas aos polimeros tradicionais obtidos do petréleo. Uma
alternativa para melhorar as propriedades dos polimeros biodegradaveis e torna-
los competitivos com os polimeros sintéticos, € o uso de materiais de reforgo em
nanoescala. Por apresentarem alta relacdo de aspecto (&rea/volume), quando
adicionados aos biopolimeros, os nanomateriais podem melhorar drasticamente
as propriedades dos nanocompositos resultantes, tais como aumento da
resisténcia mecénica, elevadas propriedades de barreira e maior resisténcia

térmica.
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As nanofibras de celulose (NFC) tém sido amplamente empregadas na
producdo de nanocompdsitos devido a sua alta resisténcia a tracdo, baixa
densidade, biodegradabilidade e baixo custo, além de ser renovavel. Muitas
pesquisas relataram que as nanofibras de celulose apresentam um alto potencial
para serem empregadas na producdo de filmes transparentes e extremamente
fortes, permitindo o desenvolvimento de embalagens compativeis com o meio
ambiente e de alto desempenho.

Contudo, tem se observado como tendéncia nas pesquisas, O
desenvolvimento de embalagens que além de exercer as fungbes basicas como
conter e proteger o alimento aos danos externos, as mesmas sao capazes de
interagir intencionalmente com o alimento embalado e de alguma forma
melhorar a qualidade deste produto. A maioria das embalagens ativas tem a sua
eficiéncia baseada na liberacdo do agente ativo, e 0 transporte de massa por
difusdo é quase sempre o que predomina no controle da liberagdo. O
conhecimento do mecanismo de difusdo desses compostos no interior do filme é
um fator determinante no desenvolvimento de sistemas de embalagem que
possuem o objetivo de aumentar a vida Util dos alimentos ou até mesmo
melhorar alguma caracteristica relacionando a qualidade dos mesmos atraves da
migracdo do composto ativo para o produto embalado.

A incorporacdo de enzimas proteoliticas, em filmes poliméricos
destinados a producdo de embalagens para carnes, surge como uma tecnologia
promissora para melhorar a qualidade da carne, pois apresenta a vantagem de
permitir a migragdo da enzima para o produto embalado, promovendo o
amaciamento de cortes carneos, considerados “duros”, durante o periodo de
armazenamento refrigerado e distribuicéo.

A maciez € considerada uma das caracteristicas sensorial mais
importante relacionada & qualidade da carne e que contribui para a aceitacdo dos

consumidores. Diferentes tecnologias sdo utilizadas para melhorar a maciez da
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carne bovina, como a maturagdo, a tenderizacdo mecénica e a aplicacdo de
amaciantes carneos contendo enzimas proteoliticas. Dentre as enzimas
proteoliticas empregadas como amaciante carneo, a papaina se destaca devido a
sua capacidade de desagregar proteinas miofibrilares e tecidos conectivos da
carne. A papaina ¢ uma enzima proteolitica proveniente do mamédo (Carica
papaya) e sua importancia comercial deve-se a varias aplicacGes na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Até agora, 0s estudos realizados sobre a utilizacdo de enzimas
proteoliticas para amaciar a carne foi dirigido & sua aplicacdo diretamente na
carne, no entanto, nenhuma pesquisa foi realizada utilizando embalagens
biodegradaveis contendo enzimas proteoliticas para serem aplicadas em cortes
carneos com o intuito de promover a liberagdo dessas enzimas durante o periodo
de armazenamento e distribuicdo, proporcionando uma melhoria na maciez da
carne.

Neste contexto o objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
filmes de quitosana com nanofibra de celulose incorporada com papaina e

avaliar a utilizacdo destes filmes para melhorar a maciez da carne bovina.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Polimeros biodegradaveis

A embalagem tem um papel fundamental no armazenamento, transporte e
manutencdo da qualidade dos alimentos. Os plasticos sao amplamente utilizados
como embalagens, devido a boas propriedades mecanicas, baixo custo, baixa
permeabilidade ao vapor de &gua e alta compatibilidade com diferentes
alimentos. Os polimeros a base de petroleo sdo muito utilizados nas industrias de
embalagens para alimentos e bebidas, causando preocupacBes sobre questdes
ambientais como o acimulo de residuos ndo biodegradaveis e ndo reciclaveis
(ASSISetal., 2017; AVELLA etal., 2013).

Diante disto, 0 aumento da preocupagdo mundial com o meio ambiente
tem impulsionado a produgdo de polimeros biodegradaveis como uma
alternativa para substituir ou minimizar o uso de embalagens né&o
biodegradaveis, devido a maior preocupacdo com os impactos relacionados a
esses materiais (BUCCI et al., 2005). Os polimeros biodegradaveis ao contrario
dos sintéticos, derivados do petréleo, sofrem biodegradacdo com relativa
facilidade, se desintegrando totalmente na natureza.

A biodegradagdo € um processo natural e complexo onde compostos
organicos, por meio de mecanismos bioguimicos, sdo convertidos em compostos
simples e, entdo, redistribuidos no meio ambiente, através do ciclo elementar do
carbono, nitrogénio e enxofre (YAM, 2009). Os plasticos biodegradaveis sao,
portanto, materiais poliméricos em que pelo menos um passo do processo de
degradacdo é por meio do metabolismo de organismos que ocorrem
naturalmente. Em condi¢des adequadas de humidade, temperatura, e
disponibilidade de oxigénio, a biodegradagdo leva a fragmentagdo ou a
desintegracdo dos plasticos com nenhum residuo toxico ou prejudicial para o
meio ambiente (CHANDRA, 1998; SORRENTINO et al., 2007).
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Os polimeros encontrados na natureza, chamados de biopolimeros ou
bioplasticos, surgem como uma das principais alternativas utilizadas para a
producdo de embalagens biodegradaveis (LAYCOCK et al.,, 2017). Os
biopolimeros podem ser obtidos a partir de fontes naturais renovaveis como
milho, celulose, batata, cana-de-aglcar, ou serem sintetizados por bactérias a
partir de pequenas moléculas como o &cido butirico ou o acido valérico, dando
origem ao polihidroxibutirato e ao  polihidroxibutirato-co-valerato,
respectivamente, ou até mesmo serem derivados de fonte animal, como a
quitosana ou as proteinas do leite (MOHANTY et al.,, 2005; BELGACEM,;
GANDINI, 2008).

Vérios estudos foram realizados propondo novos materiais de embalagens
biodegradaveis obtidos a partir de fontes renovaveis como: amido (NGUYEN
VU; LUMDUBWONG, 2016; BONOMO et al., 2017) (BONOMO et al., 2017;
NGUYEN VU; LUMDUBWONG, 2016), quitosana (SIRIPATRAWAN;
HARTE, 2010; PEREDA et al., 2012) e proteinas do soro de leite (AZEVEDO
etal., 2015; OYMACI; ALTINKAYA, 2016).

2.2 Quitosana

Em 1859, a quitosana foi descoberta por C. Rouget quando foi colocada
em ebulicdo em uma solucdo de hidroxido de potassio com quitina, sendo
produzida industrialmente pela primeira vez em 1971, no Japdo. Porém as
pesquisas sobre quitosana e suas aplicagdes sO comecaram a receber
investimentos cientificos e tecnoldgicos em torno de 1979, quando se comegou a
perceber o grande potencial de suas aplicacbes (CAMPOS-TAKAKI; MARIA,
2005).

A quitosana, poli[B-(1—4)-2-amino-2-dioxi-D-glicopiranase], é um
polissacarideo de cadeia linear sendo representada pela férmula geral
[C¢H1104N]n, onde “n” indica o grau de polimerizagdo da quitosana. Apesar de

ocorrer naturalmente nas paredes celulares de alguns poucos tipos de fungos,
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tem a sua obtencdo associada principalmente pela desacetilagdo alcalina da
quitina (Figura 1), um dos biopolimeros mais abundantes da natureza sendo o
principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos (KUBOTA et al.,
2000; BORNET; TEISSEDRE, 2008).

Figura 1 - Conversao da quitina em quitosana através da desacetilacéo

NaOH

Y

Desacetilacio

Quitosana

Fonte: Battisti; Campana-Filho (2008)

A estrutura da quitosana é formada por duas unidades monoméricas
distintas, 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (N-acetil-glicosamina) e 2-
amino-2-desoxi-D-glicopiranose  (D-glicosamina), que correspondem as
unidades acetiladas e desacetiladas, respectivamente. Na formacao das cadeias
poliméricas os dois tipos de mondmeros, unidos através de ligacdes glicosidicas
B-(1—4), sdo distribuidos aleatoriamente sobre a estrutura (LI et al., 2005;
HERNANDEZ et al., 2008). Portanto, a quitosana pode ser definida como um
copolimero no qual o grau de desacetilacdo da quitina é geralmente superior a
60% (VARMA et al., 2004).

Por ser um produto de baixo custo, renovavel e biodegradavel, a quitosana
é um polimero com grande potencial para producdo de embalagens devido a sua
excelente capacidade de formacdo de filmes e boas propriedades mecénicas
(BANGYEKAN et al., 2006; MARTINS et al., 2012). Varios estudos tém

relatado a elaboracdo de filmes biodegradaveis a base de quitosana para
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aplicagdo em embalagens de alimentos (DIAS et al., 2014; BROEK et al., 2015;
SOUZA et al., 2017; WANG,; JING, 2017).

A quitosana é um composto antimicrobiano natural contra uma grande
variedade de microrganismos, incluindo bactérias e leveduras (VU et al., 2011;
KANATT et al., 2013; ALNOMAN et al., 2017). Os filmes de quitosana foram
utilizados com sucesso como materiais de embalagem para prolongar a vida atil
de varios alimentos, como carnes e peixes (VASCONEZ et al., 2009; PARK et
al., 2010; GUNLU; KOYUN, 2013; DEHNAD et al., 2014; RAHMAN et al.,
2017).

O uso de filmes biodegradaveis para embalagens de alimentos tem sido
fortemente limitado por causa das propriedades de barreira precarias e
propriedades mecanicas fracas quando comparados aos polimeros sintéticos.
Uma alternativa para o aprimoramento dessas propriedades em polimeros
biodegradaveis é o desenvolvimento de bionanocompdsitos com a utilizacéo de
nanoparticulas de reforcos (ou nanocargas) que sejam também de fonte
renovavel e biodegradaveis (GUILBERT, 1997; PEREIRA et al., 2014).

2.3 Nanocompdsitos

Os nanocompositos sdo obtidos pela incorporagdo de materiais de
enchimento com pelo menos uma dimensdo em nanoescala (1-100 nm), os quais
estdo dispersos em toda a matriz polimérica (PETERSSON; OKSMAN, 2006).
Os materiais de enchimento podem incluir argila de silicato, nanoparticulas de
silica (SiO,), nanocristais de amido, nanowhiskers e nanofibras de celulose,
nanoparticulas de quitina ou quitosana e outros inorganicos (DUNCAN, 2011).

Devido as suas dimens@es de tamanho nano, esses materiais possuem uma
relacdo superficie-volume (relagdo de aspecto) elevada e grande area superficial.
Quando adicionados a polimeros compativeis, os nanomateriais podem melhorar
drasticamente as propriedades dos nanocompositos resultantes, tais como

aumento da resisténcia mecanica, elevadas propriedades de barreira, maior
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condutividade elétrica e melhor resisténcia térmica em comparagdo com 0s Seus
polimeros puros e compdsitos convencionais (SORRENTINO et al., 2007;
USKOKOVIC, 2007). A melhora nas propriedades do material ocorre devido ao
fato de que as interag¢Oes na interface entre matriz/refor¢o tendem a aumentar em
escala manométrica e isto faz com que haja uma melhoria nas propriedades do
material (NOGUEIRA et al., 2011).

Recentemente a tecnologia dos nanocompoésitos demonstrou ser Gtil para
melhorar as propriedades dos biopolimeros e varios exemplos podem ser
encontrados na literatura. Em um estudo realizado por Kumar et al. (2010) a
adicdo de 15% de montmorilonita (MMT) em filmes de isolado proteico de soja
causou um aumento da resisténcia a tracdo dos filmes de 2,26 MPa para 15,6
MPa. Estes mesmos autores relataram que as nanoargilas reduziram em 22,1% a
permeabilidade ao vapor de agua quando se adicionou 5% de MMT.

Fortunati et al. (2013), desenvolveram filmes de Poli (&cido latico) (PLA)
incorporados com nanocristais de celulose (CNC) e nanoparticulas de prata (Ag)
pelo método de casting. Os autores relataram que ao adicionar 1% de Ag houve
uma reducdo de 22% na permeabilidade ao oxigénio dos bionanocompositos
quando comparado com o filme de PLA puro. Os bionanocompositos contendo
Ag(1%)/CNC(5%) apresentaram uma reducdo de 59% nos valores de
permeabilidade ao vapor agua.

2.4 Nanofibra de celulose

A celulose consiste em unidades de glicose unidas entre si por ligagdes -
1,4-glicosidicas e suas as fontes comerciais incluem principalmente madeira ou
algoddo. E um polimero semicristalino que compreende regides cristalinas
(ordenadas) e amorfas (desordenadas) (KHAN et al., 2012). Por ser um material
barato, renovavel, biodegradavel e ndo toxico, os materiais provenientes deste
biopolimero vém sendo utilizados pela sociedade h& centenas de anos (MOON
etal., 2011; NECHYPORCHUK et al., 2016).
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Entre os enchimentos de tamanho nanométrico, os materiais de celulose
atrairam atencdo e oferecem uma linha de pesquisa altamente contemporanea.
Particulas de celulose com pelo menos uma dimensao em nanoescala (1-100 nm)
sdo referidas como nanocelulose. Dependendo das condi¢bes de producdo, que
influenciam as dimens@es, composicdo e propriedades, a nanocelulose pode ser
dividida em duas categorias principais: (i) as obtidas pelo tratamento acido,
denominadas como nanocristais de celulose (CNC), e (ii) as produzidas
principalmente por desintegracdo mecénica, denominada nanofibras de celulose
(NFC). Tipicamente, as nanofibras de celulose tém um didmetro de 5-50 nm e
um comprimento de poucos micrémetros (NECHYPORCHUK et al., 2016).

Muitos estudos mostram que as nanofibras de celulose tém um alto
potencial para serem empregadas na producdo de filmes transparentes e
extremamente fortes em muitas areas diferentes, possibilitando o
desenvolvimento de embalagens compativeis com o meio ambiente e de alto
desempenho (ABDUL KHALIL et al.,, 2012). O estudo das nanofibras
celulésicas como material de reforco nos nanocompoésitos comegou ha duas
décadas. Desde entdo, uma grande quantidade de pesquisas tem relatado o uso
de nanofibra de celulose como reforgo em varias matrizes poliméricas, como o
amido (SAVADEKAR; MHASKE, 2012; SLAVUTSKY; BERTUZZI, 2014), a
quitosana (FERNANDES et al., 2009; AZEREDO et al., 2010; KHAN et al.,
2012), e 0 PLA (BONDESON; OKSMAN, 2007; JONOOBI et al., 2010).

Iwatake et al. (2008) estudaram o efeito das nanofibras de celulose como
material de refor¢o em filmes de acido polilactico (PLA). Os autores observaram
que a adicdo de nanofibras acarretou em um aumento de 40% no mddulo de
elasticidade e 25% na resisténcia a tracdo do PLA. Abdulkhani et al. (2014)
também desenvolveram nanocompoésitos compostos de NFC/PLA e observaram
que o reforgo com nanofibras de celulose provocou um aumento na temperatura

de fusdo e transicao vitrea quando comparado com PLA puro.
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Compositos a base de quitosana e celulose tém atraido um interesse
significativo devido a semelhanca estrutural destes dois componentes
(FERNANDES et al., 2009). Fernandes et al. (2010) propuseram que as
propriedades mecénicas de filmes de quitosana de baixo e elevado peso
molecular refor¢cada com NFC foi maior do que os filmes ndo reforcados de
quitosana. Além disso, a adi¢do de NFC aumentou a flexibilidade e estabilidade
térmica dos nanocompositos de quitosana/NFC.

Azeredo et al. (2010), avaliaram o efeito de diferentes concentragfes de
NFC e de plastificante (glicerol) em propriedades de tracdo, permeabilidade ao
vapor de agua de filmes de quitosana. Eles relataram que a incorporacéo de NFC
resultou em filmes com melhores propriedades mecénicas e a propriedades de
barreira dos filmes aumentou com o teor de NFC.

2.5 Embalagens Ativas

A embalagem passiva tem quatro fungdes principais, incluindo contencéo,
protecdo, conveniéncia e comunicacdo, enquanto a embalagem ativa fornece
protecédo extra, liberando continuamente compostos ativos como, antioxidantes,
antimicrobianos e enzimas para o alimento embalado. Nos Ultimos anos, o
conceito de embalagem ativa recebeu muita atengdo na industria de alimentos,
pois pode prolongar a vida Util dos produtos alimenticios e melhorar a qualidade
dos alimentos (LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2011).

A embalagem ativa é um sistema no qual a embalagem, o ambiente
interno da embalagem e o alimento interagem positivamente para prolongar a
vida 0til do produto, melhorar a seguranca ou até mesmo as suas propriedades
sensoriais (AHMED et al., 2017). Devido a sua interacdo com o alimento e sua
atmosfera, gera alimentos de maior vida de prateleira e menor uso de aditivos e
conservantes em formulagdes de alimentos, mantendo a qualidade do produto
(SINGH et al., 2011).
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Os sistemas de embalagens ativas baseiam-se na incorporacdo de
substancias, em particular agentes antimicrobianos e antioxidantes naturais, em
materiais de embalagens de alimentos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002;
QUINTAVALLA; VICINI, 2002). Estes sistemas permitem a liberacdo
controlada do agente ativo durante o tempo de armazenamento do produto,
seguindo uma cinética que vai prosseguir até que o equilibrio entre a embalagem
e a matriz alimentar (LICCIARDELLO et al., 2015).

Com o objetivo de prolongar a vida 0til, manter a qualidade e reduzir o
uso de aditivos nos alimentos, muitos estudos tém sido realizados com a
incorporacdo de agentes ativos como antioxidantes (GRANDA-RESTREPO et
al., 2009; MARYAM ADILAH et al., 2018), antimicrobianos (CHANG et al.,
2015; MANOHAR et al., 2015; VILELA et al., 2017) e enzimas (PARK et al.,
2004; FABRA et al., 2014; BONOMO et al., 2017) em filmes biodegradaveis.

Uma vez que a eficiéncia da embalagem ativa é baseada na migracéo de
substancias ativas, o conhecimento da difusividade desses compostos no interior
do filme é um fator determinante no desenvolvimento de sistemas de embalagem
que possuem o objetivo de aumentar a vida Util dos alimentos ou até mesmo
melhorar alguma caracteristica relacionando a qualidade dos mesmos
(TURBIANI; KIECKBUSCH, 2011).

2.6 Maciez da carne bovina

Dentre os atributos de qualidade da carne bovina, a maciez se destaca
como o atributo mais desejavel pelo consumidor. A maciez tem papel decisivo
na sua aceitagdo e no retorno a compra, sendo a sua variagdo a causa mais
comum da rejeicdo pelos consumidores (OUALI et al., 2006; MOELLER et al.,
2010).

A maciez pode ser definida como a facilidade com que a carne se deixa
mastigar, sendo mensurada através da forca de cisalhamento. Tem sido relatado

que a dureza da carne pode ser dividida em pelo menos dois componentes: i)
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dureza residual, causada pelo tecido conjuntivo (colageno, elastina) e outras
proteinas do estroma; ii) dureza de actomiosina, causada pelas proteinas
miofibrilares (SGARBIERI, 1996; ALVES; MANCIO, 2007). Alguns fatores
afetam diretamente a maciez da carne, dentre os quais destacamos a dieta,
gendtipo, idade e peso de abate, condi¢bes de abate e armazenamento da carne
(SILVA et al., 2008).

Uma alternativa tecnol6gica muito utilizada pela industria para promover
0 amaciamento da carne é a maturacéo, que além de melhorar a maciez também
causa alteracGes benéficas nas caracteristicas sensoriais da carne como o sabor e
a suculéncia (ANDRIGHETTO et al., 2006). A maturagdo consiste em manter a
carne apds o processo de rigor mortis sob-refrigeracdo (temperatura em torno de
0 °C), por um periodo de tempo ap6s o0 abate que pode variar de 7 a 28 dias e,
tem como objetivo melhorar as caracteristicas sensoriais da carne,
principalmente a maciez. Durante o processo ha necessidade de embalar a carne
a vacuo, o que retarda o crescimento de bactérias aerdbicas putrefativas e
favorece o crescimento das bactérias laticas, que, por sua vez, produzem
substancias antimicrobianas (PUGA et al., 1999).

O amaciamento da carne que ocorre durante a estocagem refrigerada, ou
maturacdo, consiste na protedlise dos componentes estruturais das miofibrilas
(Figura 2). As enzimas proteoliticas atuam ocasionando algumas alteracfes no
tecido muscular, como: (i) degradacéo e/ou enfraquecimento gradual da linha Z,
que conduz a degradacgdo das miofibrilas; (ii) desaparecimento da troponina T;
(iii) degradacdo da desmina e nebulina e, provavelmente, da titina (proteinas
estruturais do tecido muscular). Essas altera¢fes causam diminuicdo da rigidez e
aumento gradativo da maciez da carne. Uma importante observacdo € que as
principais proteinas contrateis, actina e miosina, ndo sdo afetadas. Claramente,

as alteragdes descritas acima sdo resultado de protedlise e, portanto, as
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alteracbes responsaveis pelo amaciamento da carne sdo produzidas por
proteinases enddgenas (KOOHMARIE et al, 1992).

Figura 2 - Componentes das miofibrilas
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Fonte: OVALLE; NAHIRNEY; NETTER, (2014)

O sistema enzimaético das calpainas € considerado o principal mecanismo
relacionado com a prote6lise que conduz ao amaciamento da carne. Este sistema
é formado por duas calpainas (proteinase ativada por concentragdo micromolar
de calcio ou p-calpaina ou calpaina tipo | e proteinase ativada por concentragdo
milimolar de calcio ou m-calpaina ou calpaina tipo Il) ativadas pelo calcio livre
(ndo retido no reticulo sarcoplasmatico ou nas mitocéndrias) e inibidas por outra
enzima denominada calpastatina (KOOHMARIE et al, 1992).

A maciez da carne é correlacionada com a taxa de degradacdo das
miofibrilas e das proteinas miofibrilares, sendo a degradacdo das miofibrilas
mensurada pelo método do Indice de Fragmentagcdo Miofibrilar (IFM) e a
degradacdo das proteinas miofibrilares mensuradas por meio da eletroforese
(KOOHMARIE et al., 2002; SAWDY et al., 2004). O IFM é um indicador util
da extensdo da degradacdo da proteina miofibrilar. A estrutura das linhas Z é
destruida durante a acdo enzimatica, o que leva ao encurtamento do
comprimento da miofibrila e na redugdo do nimero de sarcémeros, resultando

no aumento da fragmentagdo. O aumento da fragmentacdo das miofibrilas para a
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carne se correlaciona com a melhoria na maciez da carne (OLSON; JR;
STROMER, 1976).

A avaliacdo da maciez da carne pode ser realizada de forma subjetiva
utilizando- se testes sensoriais com avaliadores treinados, e de forma objetiva,
com a utilizacdo de equipamentos, como o texturémetro, que mede a forga
necessaria para o cisalhamento de uma secdo transversal de carne e, guanto
maior a forca dispensada, menor € a maciez apresentada pelo corte de carne
(ALVES; MANCIO, 2007). O teste da forca de cisalhamento Warner-Bratzler
(WBSF) foi um dos primeiros métodos instrumentais desenvolvidos para medir
a maciez da carne e, manteve-se 0 mais utilizado no mundo (WHEELER et al.,
1996).

Além do processo de maturagdo que permite que a protedlise prossiga
num ambiente anaerébico, muitos métodos quimicos tém sido utilizados para
melhorar a maciez da carne como: estimulagdo elétrica de carcagas de carne
vermelha para evitar o encurtamento por frio, aplicacdo de radiacéo ultrassonica
e tratamentos com enzimas proteoliticas (GURSANSKY et al.,, 2010;
CHANNON et al., 2016; BAREKAT; SOLTANIZADEH, 2017).

O tratamento com enzimas proteoliticas exégenas € um método muito
utilizado para aumentar a maciez da carne. Muitas pesquisas sobre o uso de
enzimas proteoliticas exdgenas tém sido realizadas had mais de 60 anos e
inlmeras enzimas de plantas, bactérias e fungicas foram investigadas (EL-
GHARBAWI; WHITAKER, 1963; KIM; TAUB, 1991; GERELT et al., 2000;
ASHIE et al., 2002; CALKINS; SULLIVAN, 2007; SULLIVAN; CALKINS,
2010).

As enzimas exdgenas adicionadas a carne para aumentar a maciez atuam
de forma diferente nas proteinas miofibrilares e no tecido conjuntivo da carne.
Atualmente, apenas cinco das muitas enzimas exdgenas que foram estudadas

foram classificadas como "Geralmente Reconhecidas como Seguras" (GRAS)
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pelo Servico de Inspecdo de Seguranca Alimentar do USDA (FSIS) e provém de
diferentes fontes de plantas, bactérias e fungos (Tabela 1) (CALKINS;
SULLIVAN, 2007; ZHAO et al., 2012).

Tabela 1 Enzimas classificadas "Geralmente Reconhecidas como Seguras" (GRAS)

Enzima Tipo Fonte

Papaina Vegetal Maméo
Bromelina Vegetal Abacaxi

Ficina Vegetal Figo

Bacillus Protease Bacteriana Bacillus subtilis
Aspartic Protease Fangica Aspergillus oryzae

Fonte: CALKINS; SULLIVAN, (2007)

As enzimas proteoliticas derivadas de plantas, como papaina, bromelina e
ficina, foram amplamente utilizadas como amaciantes de carne, sendo a papaina
a que apresenta maior capacidade de melhorar a maciez da carne bovina
(GERELT et al., 2000; ASHIE et al.,, 2002; QIHE et al., 2006; CALKINS;
SULLIVAN, 2007; SULLIVAN; CALKINS, 2010).

2.7 Papaina

Extraida do latex dos frutos do mamoeiro (Carica papaya) a papaina
(E.C. 3.4.22.2) é uma enzima proteolitica com massa molecular de 23,4 kDa,
que possui uma cadeia de polipeptidios de 212 aminoacidos, tem atividade 6tima
em pH entre 4,0-6,0 e temperatura 6tima entre 65-75 °C. A molécula da papaina
contém sete residuos de cisteina, sendo que 6 destes realizam 3 ligacdes
dissulfeto, e a cisteina-25 esta envolvida com o sitio catalitico (LOWE, 1976;
CALKINS; SULLIVAN, 2007; THOMAS et al., 2009).

Sua importancia comercial deve-se aos variados usos nas industrias
téxteis, farmacéutica, cosmética e alimenticia (THOMAS et al., 2009). Na
industria de alimentos a papaina possui vasta aplicacdo devido a sua forte agédo

proteolitica, tendo como principais aplicacbes o amaciamento de carnes, na
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indastria de bebidas onde é usada para hidrolisar as proteinas de alto peso
molecular e na clarificacdo da cerveja, evitando a turbidez deste produto durante
seu armazenamento e refrigeracdo prolongada (WOLFGANG AEHLE, 2007).

A papaina é uma das enzimas vegetais mais comuns usadas para a
tenderizacdo artificial da carne devido a sua capacidade de desagregar proteinas
miofibrilares e tecidos conectivos (ASHIE et al., 2002). Esta enzima degrada as
proteinas da carne em fragmentos menores atacando principalmente o sistema
miosina-actina. A papaina causa a clivagem da molécula de miosina em 2 pegas
num local proximo a sua cabega como ilustrado na Figura 3 (REGGIANI et al.,
2000; OVALLE et al., 2014).

Figura 3 - Acédo da papaina na molécula da miosina
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Fonte: OVALLE; NAHIRNEY; NETTER, (2014)

Alguns estudos tém relatado o efeito amaciante da papaina. Gerelt et al.
(2000), avaliaram o amaciamento de cortes de carneos mergulhados em solugéo
contendo 0,1% de papaina ap6s serem submetidos & desidratagdo osmotica.
Estes autores observaram um aumento na fragmentacdo das miofibrilas e uma
diminuicdo acentuada na dureza de carnes tratadas com papaina. Os autores

também relataram que a carne tratada com papaina recebeu maiores valores
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sensoriais para o parametro de textura quando comparadas com as carnes sem o
tratamento enzimatico.

Sullivan e Calkins (2010) investigaram a aplicacdo (injecdo das solucgdes
nos musculos através de agulhas) de sete enzimas proteoliticas (papaina, ficina,
bromelina, B. subtilis protease, A. oryzae concentrado, A. oryzae 400 e
Zingibain) para amaciar carne e observaram que o tratamento com papaina foi o
que apresentou maior reducdo na forca de cisalhamento da Warner-Bratzler
(WBSF). As amostras tratadas com papaina apresentaram a maior aceitagdo para
0 pardmetro de maciez na avaliagdo sensorial e foram significativamente
melhores do que todos os tratamentos. Barekat e Soltanizadeh (2017) também
relataram uma reducdo dos valores de WBSF e uma melhora da maciez da carne

bovina apds tratamentos com papaina.

2.8 Difusdo de compostos ativos em matrizes poliméricas

A difuséo através de uma matriz polimérica é definida como um processo
de transferéncia de massa de moléculas individuais de uma substancia, através
de um movimento molecular randdmico e associado a um gradiente de
concentragdo (MARTIN et., 1984).

Entre 0os modelos empiricos para descrever a liberacdo de substancias
ativas a partir de sistemas poliméricos o mais utilizado é a equacdo de Peppas ou
lei da poténcia (Equacdo 1) (PEPPAS, 1985).

Mt @

— Kn
Moo Kt

Sendo Mt e Moo relativos a massa do agente ativo no tempo t e no
equilibrio, respectivamente, k € uma constante incorporando caracteristicas
estruturais e geométricas do sistema, e n representa o expoente de difusdo, um

indicativo do mecanismo de transporte.
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Os comportamentos classicos de difusdo em matrizes poliméricas podem
ser classificados como:

o Caso | ou difuséo Fickiana: a velocidade de difusdo é muito menor que
a mobilidade do segmento da cadeia polimérica. Para n = 0,5, a equacdo refere-
se a um mecanismo de libertacdo do agente ativo controlada por difusdo, e,
assim, a uma difusdo Fickiana (PEPPAS, 1985).

o Caso Il: a velocidade de difusdo é muito maior que a mobilidade do
segmento da cadeia polimérica e é dependente da cinética de inchamento.
Quando o valor encontrado para n for 1, fica claro que a raz&o de liberagdo do
agente ativo a partir da matriz é independente da concentragdo. Este caso
corresponde a uma cinética de liberacdo de ordem zero (PEPPAS, 1985).

o Difusdo andbmala, ndo Fickiana ou pseudo-Fickiana: a velocidade de
difusdo e a mobilidade do segmento da cadeia polimérica sdo comparaveis.
Neste caso, a equacgdo que rege este sistema € a lei da poténcia onde o valor de n
encontra-se entre 0,5 e 1, indicando uma sobreposicdo do fendmeno de difuséo e
de erosdo conhecido como transporte andmalo ou ndo Fickiano. Este
comportamento € comum em polimeros que apresentam intumescimento
limitado, devido ao relaxamento das cadeias macromoleculares & medida que a
frente de penetracdo do meio avanga (PEPPAS, 1985; CUQ et al., 1997).

Caso o valor encontrado experimentalmente para n demonstrar valores <
0,5 pode ser um indicativo de que o principal mecanismo que rege a liberagdo do
agente ativo € a associacao de difusdo parcial através de uma matriz intumescida
e através de poros hidrofilicos (PEPPAS, 1985).

Valores de n> 1 definem o transporte do Super Caso Il, no qual uma
aceleracdo pronunciada na liberacdo de soluto por um filme ocorre em diregéo
aos ultimos estagios de experimentos de liberacdo, resultando em um transporte

mais rapido controlado por relaxamento (JACQUES et al., 1974).
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Na Tabela 2 temos o resumo das informagdes obtidas através da equacao
da lei de poténcia.

Tabela 2 Correlacdo entre os valores de n e 0 mecanismo de transporte

n Mecanismo
0,5 Fickiano (Caso 1)
0,5<n<lI Transporte Andmalo ou pseudo-Fickiano
>1 Comportamento segue o caso Il
>1 Super caso Il

Fonte: PEPPAS, (1985)

O processo de liberacdo é descrito pela cinética de difusdo do agente ativo
na matriz polimérica, sendo expressa pelo coeficiente de difusdo aparente (D).
A difusividade, ou coeficiente de difusdo, representa a velocidade com que
moléculas se movem através de uma matriz difusora, relacionando a proporgao
do composto ativo liberado em relacdo ao tempo de exposicdo ao filme.
Segundo a composicdo e arranjo de sua matriz filmogénica, filmes ativos sdo
responsaveis por liberar agentes ativos incorporados para 0 meio externo
(OZDEMIR; FLOROS, 2003).

O coeficiente de difusdo mede a taxa em que o processo de difusdo
ocorre, e muitas vezes é calculado a partir da equacdo diferencial fundamental
para difusdo (Equacdo 2), a partir da segunda lei de Fick, expressa em uma
dimensdo, com um coeficiente de difusdo dependente do tempo (CRANK,
1975).

ac_Dta% (2)
at ()aﬁ
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Onde C é a concentracdo do soluto ativo no filme; D(t) o coeficiente de
difusividade do soluto ativo; e x a componente no sentido unidirecional da
difuséo.

Considerando-se as seguintes condi¢fes de contorno:

t=0;C(x,0)=0;0<x<L;C(0,t)=C0;et>0—>C(xt)=0

deduzidas a partir do raciocinio de que no tempo inicial, a distribuicdo do
composto ativo pelo filme é uniforme (CO0), que na embalagem apenas a face em
contato com o produto deve liberar o composto ativo e considerando ainda que a
espessura do filme e o coeficiente de difusdo mantém-se aproximadamente
constantes, obtém-se uma fungdo para a fracdo de composto liberado,
representado na Equacdo 3 (CRANK, 1975):

400w 1 2n+1 —(2n + 1)?n? Dt ©)
‘= Z) (Zn+1) " ( L “X> exp K
n=

Integrando a equagao no tempo e espaco, a taxa da concentragéo total do
composto ativo difundido no tempo t (Mt) e no equilibrio (M) é obtida pela
Equacdo 4 (RITGER; PEPPAS, 1987).

Me i 8 —D(n + 12w (4)
Moo s (2n + 1)%m? exp L?
n=

Para tempos curtos ( Mt/Moo < 2/3), ou seja, quando menos de 60% da
massa do agente ativo é liberada, a Equagdo 4 pode ser simplificada para a
Equacdo 5 (RITGER; PEPPAS, 1987).

Mt Dt\'/? (5)
Moo ¥ (W)
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Em que Mt/Mw ¢ a fragdo do composto ativo liberada, D € o coeficiente
de difusdo do agente ativo, L é a espessura inicial do filme e t é o tempo de
liberagdo (CRANK, 1975).

O coeficiente de difusdo ou a difusividade pode ser afetado pelo tamanho
e forma das moléculas da substancia ativa, pela estrutura do polimero (tamanho
dos poros, flexibilidade da cadeia polimérica e densidade) e condicGes
ambientais (pH, atividade de agua e temperatura). Os parametros de composicao
do filme, tais como, concentracdo de polimero, tipo e concentragdo de
plastificante e a presenca de componentes como lipidios podem influenciar o
processo de difusdo (TURBIANI; KIECKBUSCH, 2011).

A difusdo de agentes ativos em polimeros ocorre através das regides
amorfas, devido a maior mobilidade do polimero e, consequentemente ao seu
maior volume livre em relacdo a fase cristalina. O volume livre depende, por
exemplo, da relagéo entre a temperatura de transicéo vitrea (Tg) do polimero e a
temperatura em que o experimento de liberagdo esta sendo realizado. Quando a
Tg do polimero estd acima da temperatura do experimento, o volume livre
diminui e a difusividade decresce. Entretanto, quando a Tg do polimero esta
abaixo da temperatura do experimento, a difusividade aumenta (FLORENCE;
ATTWOOD, 1998).

Varios métodos foram relatados como apropriados para medir a difusdo
de pequenas moléculas em um polimero (CRANK, 1975;
GIANNAKOPOULOS; GUILBERT, 1986; LIM; TUNG, 1997). Redl, Gontard,
& Guilbert, (1996) sugeriram um método relativamente rapido e conveniente
para determinar a difusividade de filmes a base de glaten de trigo por imersdo
em simuladores de alimentos, como &gua destilada, solugdo tamp&o, isooctano,

etanol, acido acético e 6leo de oliva.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O desenvolvimento de embalagens biodegradaveis produzidas a partir de
biopolimeros surge como uma alternativa promissora para a substituicdo de
embalagens plasticas, que sdo obtidas de fontes ndo renovaveis, e ao serem
descartadas na natureza acarreta em danos ambientais causados pelos seus
residuos ndo reciclaveis. Com a tecnologia de embalagens ativas é possivel
aumentar a vida util de produtos alimenticios e melhorar a qualidade dos
produtos embalados, oferecendo aos consumidores alimentos mais seguros e
com maior qualidade. O estudo sobre as interacbes que ocorrem entre 0s
compostos ativos e os biopolimeros sdo de grande importancia, uma vez que
essas interacBes vao influenciar nas aplicacfes desses polimeros como materiais
de embalagens.

Para alcancarmos os objetivos, o presente trabalho foi realizado em trés
etapas: desenvolvimento dos filmes de quitosana reforcados com nanofibras de
celulose e incorporados com papaina e sua caracterizagdo quanto a resisténcia a
umidade, propriedades mecanicas, térmicas e de barreiras (Artigo 1); Estudo das
propriedades Gticas, estruturais e morfoldgicas de nanocompdsitos de quitosana
e nanofibras de celulose incorporados com papaina e sua liberacdo em meio
aquoso (Artigo 2); Aplicacdo dos filmes desenvolvidos em carne bovina para

promover uma melhoria na maciez dos cortes carneos (Artigo 3).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1 - EFEITO DA INCORPORAGCAO DE PAPAINA NAS
PROPRIEDADES DE FILMES DE QUITOSANA REFORCADOS COM
NANOFIBRAS DE CELULOSE

(VERSAO PRELIMINAR)

Artigo redigido conforme as normas da revista Food Hydrocolloids

RESUMO

Atualmente, existe uma forte tendéncia para o uso de embalagens
biodegradaveis produzidas a partir de biopolimeros contendo substancias ativas.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da incorporagdo de
papaina nas propriedades estruturais, mecanicas e térmicas de filmes
biodegradaveis a base de quitosana com nanofibras de celulose (NFC). O
experimento foi conduzido utilizando um fatorial completo 3x4, com
concentragdes de nanofibras variando de 0-8% e papaina de 0-10%. Os filmes
foram submetidos a analise de espessura, solubilidade em &gua, permeabilidade
ao vapor de agua (PVA), espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR),
propriedades mecénicas (tracdo e perfuragdo) e andlise termogravimétrica
(TGA). A andlise de FTIR confirmou a formacdo de ligagcdes entre o0s
constituintes dos filmes. A adicdo de NFC aumentou a solubilidade dos filmes
de quitosana, e a incorporagdo de até 6% de papaina foi capaz de aumentar a
resisténcia a agua dos filmes de quitosana sem NFC. Os menores valores de
PVA foram obtidos nos filmes com 4% de NFC e com concentragdes de papaina
até 6%. Os filmes de quitosana com nanofibras de celulose tornaram-se mais
resistentes e rigidos, porém a incorporacdo de papaina reduziu a resisténcia a
tracdo, o percentual de alongamento e a resisténcia a punctura dos filmes de
quitosana com e sem NFC. A incorporacdo de papaina contribuiu para aumentar
a estabilidade térmica dos nanocompdsitos obtidos. Os melhores resultados
foram obtidos para os filmes com 2% de papaina e 4% de NFC.

Palavras chaves: filmes biodegradaveis; nanocompositos; propriedades
mecanicas; estabilidade térmica.
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1 INTRODUCAO

Em resposta a crescente demanda por um material de embalagem que seja
compativel com o meio ambiente, muita atencdo tém sido dada pelos
pesquisadores ao desenvolvimento de embalagens biodegradaveis a partir de
biopolimeros. Entre os polimeros naturais utilizados para o desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis, a quitosana destaca-se devido a sua excelente
capacidade de formacdo de filme e boas propriedades de barreira (Crizel et al.,
2018). A quitosana é produzida industrialmente pela desacetilagdo da quitina, o
segundo polissacarideo mais abundante na natureza, é ndo toxica, biodegradavel,
biocompativel, comercialmente disponivel e tem sido muito utilizada na
producdo de filmes biodegradaveis para aplicacdo em embalagens de alimentos
(Liu et al., 2017; Martins, Cerqueira, & Vicente, 2012; Perdones, Chiralt, &
Vargas, 2016; Prateepchanachai, Thakhiew, Devahastin, & Soponronnarit, 2017;
Qiao, Ma, Zhang, & Yao, 2017).

Embora os filmes a base de quitosana apresentem um grande potencial na
producdo de embalagens biodegradaveis, eles possuem, como outros
biopolimeros, fracas propriedades mecéanicas e pouca resisténcia a dgua, quando
comparados aos polimeros tradicionais obtidos do petréleo. Portanto, diversos
estudos foram realizados com intuito de melhorar as propriedades desse
biopolimero e tornd-lo competitivo com os polimeros sintéticos. Por estas
razbes, os polimeros naturais foram misturados com enchimentos de refor¢co em
escala nanométrica para criar os filmes nanocompdsitos (Avella et al., 2005;
Azevedo et al., 2015; Dehnad, Emam-Djomeh, Mirzaei, Jafari, & Dadashi,
2014; Dias et al., 2014).

Foi evidenciado que a presenga de nanoparticulas de celulose na matriz
polimérica proporciona desempenhos superiores, tais como propriedades
mecanicas e de barreira, levando a proxima geracdo de materiais biodegradaveis
(Abdulkhani, Hosseinzadeh, Ashori, Dadashi, & Takzare, 2014; Fernandes et al.,
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2010; Khan et al., 2012; Santos et al., 2014; Sung, Chang, & Han, 2017; Yu et
al., 2017). As nanofibras de celulose (NFC) tém sido pesquisadas para seu uso
em embalagens biodegradaveis devido a sua baixa densidade,
biodegradabilidade e baixo custo, além de ser renovavel. As NFCs possuem alta
relacdo de aspecto e uma grande area de superficie. O diametro das NFCs situa-
se tipicamente na faixa de 5-50 nm, enquanto o comprimento das fibras pode
exceder 1 um. A NFC possui um elevado mddulo de elasticidade (~140 GPa) e
uma alta resisténcia a tracdo (2-3 GPa). Todas estas caracteristicas importantes
da NFCs tornaram-na um candidato atraente nas pesquisas de nanocompdsitos
(Soni, Hassan, Schilling, & Mahmoud, 2016; Wu, Farnood, O’Kelly, & Chen,
2014).

Nos ultimos anos, a incorporagdo de um agente ativo no material da
embalagem recebeu muita atencdo na indlstria de alimentos, pois essa
tecnologia permite prolongar a vida atil dos produtos embalados e melhorar a
qualidade dos alimentos (Ahmed et al., 2017; Barbosa-Pereira et al., 2013;
Maryam Adilah, Jamilah, & Nur Hanani, 2018; Yu et al., 2017). A papaina é
uma enzima proteolitica que possui uma cadeia polipeptidica incluindo 212
residuos de aminoacidos, com massa molecular de 23,4 kDa, ponto isoelétrico a
8,75, atividade otima a pH 5-8 e apresenta um grande potencial no
desenvolvimento de embalagens ativas, pois possui propriedades antibacterianas
e antioxidantes (Alpay & Uygun, 2015; Cynthya, Prabhawathi, & Mukesh,
2014; Eshamah, Han, Naas, Acton, & Dawson, 2014; Manohar, Prabhawathi,
Sivakumar, & Doble, 2015), além de ser comumente usada para amaciar a carne
e seus derivados (Abdel-Naeem & Mohamed, 2016; Barekat & Soltanizadeh,
2017; Gerelt, Ikeuchi, & Suzuki, 2000), produzir hidrolisados de proteinas
(Alpay & Uygun, 2015) e na clarificacdo de suco de frutas e na industria de
cerveja evitando a turbidez deste produto durante seu armazenamento e

refrigeracdo prolongada (Andrade-Mahecha, Morales-Rodriguez, & Martinez-
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Correa, 2011; Esti, Benucci, Lombardelli, Liburdi, & Garzillo, 2013; Mosafa,
Moghadam, & Shahedi, 2013).

H& um nOmero considerdvel de estudos que investigaram a adicdo de
nanoparticulas de celulose em filmes de quitosana. No entanto, nenhum até
agora avaliou o efeito da incorporacdo de enzimas proteoliticas nas propriedades
dos nanocompdsitos de quitosana e nanocelulose. Diante disso o objetivo da
presente pesquisa foi avaliar o efeito da incorporagdo de papaina nas
propriedades estruturais, mecanicas e térmicas de filmes biodegradaveis a base

de quitosana com nanofibras de celulose.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

A quitosana (QUI) usada na preparacdo dos filmes foi adquirida da Polymar
Ciéncia e Nutricdo S/A (Fortaleza, Brasil), a qual possui peso molecular elevado
(PM = 71,3 kDa) e um grau de desacetilagdo de 85,9%. A Papaina (EC
3.4.22.2) foi adquirida da Vetec (de Carica papaya, Papaina pura) e a Nanofibra
de celulose (NFC) foi cedida pelo Departamento de Engenharia Florestal-UFLA
com teor de sdlidos de 1,88% (m/v).
2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado utilizando um planejamento fatorial completo

3X4 com os seguintes fatores: concentragdo de NFC e concentracdo de papaina,
de acordo com a Tabela 1. O experimento foi conduzido, usando um

delineamento inteiramente casualizado, com 3 repeticoes.
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Tabela 1 Composicdo dos filmes desenvolvidos

Filme NFC (%) Papaina (%0)
1 0 0
2 4 0
3 8 0
4 0 2
5 0 6
6 0 10
7 4 2
8 4 6
9 4 10

10 8 2
11 8 6
12 8 10

2.3 Producéo dos filmes

Os filmes foram produzidos pela técnica de casting de acordo com a
metodologia proposta por Zhong, Song & Li, (2011), com algumas
modificagdes. A solugéo filmogénica foi preparada dissolvendo 2,0 g de QUI em
100 mL de solugéo de &cido acético 1,0 % (v/v) e entdo deixada em repouso por
12 horas para a hidratagdo do polissacarideo. Apds esse periodo a solugdo foi
agitada (2000 rpm) por 15 minutos em agitador mecanico (Modelo 711711S,
Fisaton) e depois o pH da solucdo filmogénica foi ajustado para 5,0 com solucéo
de NaOH (0,1M) a fim de evitar a desnaturacdo da enzima. A solugdo foi
centrifugada a 1950 g por 5 min, para retirada das impurezas, e entdo utilizada
para a preparacdo dos filmes apresentados na Tabela 1.

Para obtencdo do filme controle, a solucdo foi agitada em homogeneizador
ultrassdnico (Sonifier Cell Disruptor Branson — Modelo 450D, Manchester, UK)
por 15 minutos com amplitude de 80% a 25 °C. Os filmes com NFC/QUI
(filmes 2, 3) foram produzidos através da adi¢do de NFC na solugéo filmogénica
e posterior agitacdo (1000 rpm) por 5 min em agitador magnético e entdo
submetidas homogeneizacdo no ultrassom. Para os filmes com QUI/Papaina

(filmes 4, 5 e 6), a enzima foi adicionada a solugdo filmogénica e submetida a
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agitacdo magnética (1000 rpm) por 5 min e entdo homogeneizadas no ultrassom
como no filme controle. Nos filmes contendo QUI/NFC/Papaina (filmes 7-12), a
NFC foi adicionada apds ser incorporada a papaina na solucdo filmogénica
conforme a metodologia dos filmes 4, 5 e 6. As solucBes obtidas (150 mL)
foram vertidas em placas de acrilico (660 cm?) e entdo submetidas a secagem em
cdmara de temperatura e humidade controlada (30 °C + 2 e 50% UR, modelo
SL-206, SOLAB) durante 16 horas.
2.4  Espessura e acondicionamento dos filmes
Antes da caracterizacdo, todos os filmes foram acondicionados em camara
incubadora (Modelo SP-500, SPLabor) durante pelo menos 48h. A espessura dos
filmes foi determinada utilizando um micrémetro digital, através da medigéo de
10 pontos aleatorios em cada filme. As medicGes foram usadas nas analises de
permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e punctura.
2.5 Solubilidade
A solubilidade em agua dos filmes foi determinada segundo a metodologia

proposta por Gontard, Guilbert, & Cuq (1992), com modificagdes. Inicialmente,
a massa seca (Miniciar) de amostras de filme (2 cm?) foi determinada em funcdo de
sua umidade em uma estufa de secagem mantida a 105 °C por 24 horas, apés
esse tempo as amostras foram resfriadas e pesadas. Em seguida as amostras
foram colocadas em erlenmeyers contendo 50 mL de agua (25 °C) e entdo
mantidas sob agitacdo a 150 rpm durante 24 h, utilizando um banho-maria.
Ap0s esse periodo as amostras foram retiradas da dgua e a massa seca (Myinq) foOi
determinada nas mesmas condi¢des descritas inicialmente. A solubilidade em
agua foi expressa em porcentagem de material solubilizado, calculada a partir
dos resultados em triplicata, conforme a Equacéo 1.

Massa Inicial — Massa Final (1)

Solubilidade(%) = Massa Tnicial x 100
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2.6 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

A PVA foi determinada por gravimetria segundo método E96-00 (ASTM,
2002a). Os filmes, em forma de disco com 5 cm de didmetro, foram fixados em
capsulas contendo silica-gel em seu interior (UR = 0%; 0 Pa de pressdo de
vapor), formando uma membrana de modo a garantir que a difusdo de umidade
ocorra exclusivamente através dos filmes. A cépsula foi colocada dentro de um
dessecador contendo agua destilada (UR = 100%), em sala climatizada a 22 °C.
A cépsula foi pesada em balanga analitica, com precisao de 0,0001 g, a cada 24
h, durante 7 dias consecutivos. A analise foi realizada em triplicata e a PVA foi
calculada por meio da Equagéo (2).

Gxe 2

PVA=—F
VA = T (P1=P2)

Em que: PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g m™ s'Pa™); G é o
ganho de massa (g) da célula durante 24 h; € € a espessura (m) média do filme;
A é a area (m?) de permeac&o do filme; T é o tempo (s) e P1-P2 € o gradiente de
pressdo (Pa) de vapor entre as superficies do filme (0,4297 x 10*Pa).

2.7  Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada em espectrofotdmetro FTS 3000 Excalibur Digilab (EUA),
equipado com detector KBr, faixa espectral de analise de 4000-500cm™, n(imero
de scans de 64 e resolucdo de 4cm™ para obtencao dos espectros.

2.8 Propriedades mecéanicas

O teste de tracdo foi determinado utilizando um Analisador de Textura
Stable Micro Systems (modelo TA-XT2, Inglaterra) com célula de carga de 1
kN, de acordo com o método padrdo D882-02 (ASTM, 2002b). O experimento
foi realizado com uma separagdo inicial entre as garras de 50 mm e o0s corpos de
prova com dimensdes de 10x1,5 cm foram tracionados a uma velocidade

constante de 0,4 mm/s até sua ruptura. Para cada tratamento foram analisados 10
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corpos de prova por repeticdo totalizando 3 repeti¢fes. A resisténcia a tragdo
(TS) foi calculada usando a forga maxima dividida pela area da secéo transversal
do filme, 0 médulo de elasticidade (ME) foi calculado pelo coeficiente angular
da porcdo linear da curva de tensdo/deformacdo e o alongamento (%) foi
calculado como o alongamento final da amostra menos comprimento inicial,
dividido pelo comprimento inicial da amostra e multiplicado por 100.

Para a andlise de perfuracdo, as amostras foram cortadas em gquadrados de
3x3 cm, e fixadas em um suporte metélico com orificio central (2,1 cm de
didmetro) para passagem da sonda de forma perpendicular. Os pardmetros
utilizados durante o teste foram: sonda esférica de 5,0 mm de didmetro (sonda
AJ/TG), velocidade de deslocamento da sonda de 0,8 mm/s e distancia percorrida
por ela até a ruptura. Para cada tratamento foram analisados 10 corpos de prova.
A resisténcia a perfuracdo (RP, N/mm) foi calculada por meio da divisdo do
valor da forca méaxima obtida no ponto de ruptura pela espessura do filme, com
0 objetivo de se eliminar o efeito da variacdo da espessura sobre os resultados.
Jé& a deformacdo (mm) foi determinada por meio do ponto de ruptura dos corpos
de prova.

2.9  Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica e o perfil de degradacdo dos filmes foram
determinados por termogravimetria (TGA) em aparelho DTG60H-SHIMADZU
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A analise foi realizada sob atmosfera de
nitrogénio com taxa de fluxo de 50 mL/min, aguecimento de 40 a 600 °C, razdo
de aquecimento de 10 °C/min e peso da amostra de 4-6 mg (Jones, Mandal, &
Sharma, 2015).

2.10 Anélise Estatistica

Os resultados de espessura, propriedades mecanica, permeabilidade ao

vapor de agua (PVA) e solubilidade foram submetidos a anélises estatisticas

utilizando o Sistema de Analise Estatistica (SAS), versdo 9.2. Para andlise destes
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resultados foi feito uma analise de variancia (ANOVA) e anélise de regressao
multipla (PROC REG), os resultados foram considerados significativamente
diferentes em P <0,05. Os modelos ajustados foram escolhidos com base na
significancia dos parametros, na falta de ajuste e do coeficiente de regressdo. Os
resultados de Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e

Termogravimetria (TGA) foram submetidos a analise descritiva.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho - FTIR

A andlise de FTIR foi utilizada para investigar as interacoes entre a NFC,
a quitosana e a papaina. Na Figura 1 estdo apresentados os espectros dos filmes
estudados.
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Figura 1. Espectros FTIR de filmes de quitosana com NFC e papaina: a e b) filme controle e filmes
com NFC; c) filmes de quitosana com papaina; d) filmes de quitosana com papaina e NFC.
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Para o filme puro de quitosana, existem quatro bandas de absorcdo
caracteristicas principais. A primeira é uma banda larga que varia de cerca de
3600-3100 cm™ que é atribuida & vibracdo de alongamento O-H que sobrepde a
vibracdo de alongamento N-H na mesma regido. A segunda é a banda larga entre
2800 e 3100 cm™ que é atribuida & vibracdo de estiramento C-H. A terceira é a
banda Amida-I localizada em 1652 cm™ que é caracteristica da deformacéo axial
C=0. E a (ltima é a banda a 1558 cm™ devido a vibracdo de flexdo N-H (amida
I) (Battisti & Campana-Filho, 2008; Clayden, Greeves, & Warren, 2012; Liu,
Adhikari, Guo, & Adhikari, 2013; Martins, Cerqueira, & Vicente, 2012;
Prateepchanachai, Thakhiew, Devahastin, & Soponronnarit, 2017).

Nos espectros vibracionais dos filmes de quitosana com NFC (Figura 1.a),
percebeu-se que as bandas caracteristicas da quitosana se mantiveram, no
entanto, foi possivel observar uma diminuigcdo das intensidades dos picos de
acordo com a concentragdo de NFC adicionada aos filmes. Além disso,
observou-se um pequeno deslocamento para nimeros de onda inferiores a banda
localizada em 1062 cm™ (Figura 1.b), relacionada ao alongamento do grupo C-
Ono filme de quitosana puro, sugerindo uma interacdo por ligacdo de
hidrogénio entre a quitosana e NFC (Corsello et al., 2017).

Os espectros dos filmes contendo papaina (Figura 1.c) mostram um
aumento na intensidade dos picos & 1652 cm™ (-CONH) e 1547 cm™ (-NH), que
sdo caracteristicos da papaina, confirmando a incorporagdo da enzima na matriz
de quitosana (Mosafa et al., 2013). Na Figura 1.d, na regido do nimero de ondas
3600-3000 cm™, que esta relacionada as vibracBes de alongamento -OH e -NH,
0s picos de absor¢do tornaram-se mais intensos a medida que se aumenta a
concentracdo de papaina o que pode corresponder as interacGes entre 0s grupos

amino da papaina e as hidroxilas das NFCs (Liu et al., 2013; Tan et al., 2016).
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3.2 Espessura, solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A adicdo de papaina e de NFC e as interacGes entre estes fatores causaram
uma variacdo significativa nos resultados de espessura, solubilidade e PVA dos
filmes de quitosana. Os modelos ajustados estdo apresentados na Tabela 2.

A Figura 2 mostra o efeito da adicdo de NFC e de papaina na espessura,
solubilidade em &gua e PVA dos filmes de quitosana. As espessuras dos filmes
obtidos variaram de 0,037 a 0,082 mm e esses valores aumentaram
significativamente a medida que aumentou a concentra¢do de NFC e de papaina
na matriz (Figura 2.a). A variagdo da espessura dos filmes pode ser atribuida ao

maior teor de s6lidos secos presentes apos a secagem dos filmes.
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Tabela 2 Modelos ajustados para as propriedades mecanicas, solubilidade e PVA

Falta de
Modelos ajustados R? Prob>F ajuste

RT =13,25-2,37B1+ 0,512 + 0,16B12 0,89 0,0084 0,4798
ME = 108,88 - 2,851 + 5,49B2 + 0,13B1pB2 0,88 0,0111 0,5567
AL =33,42 - 6,95p1 + 0,48B12 - 0,23422+0,97B1p2 -
0,07p1262 0,89 0,0290 0,6543
RP = 251,91- 39,50B1-19,35p2+2,36p12+1,10B1p2 +1,36p22 0,89 0,0156 0,5432
DP =6,33-0,50B1 - 0,342 + 0,02B1% + 0,0331p2 0,95 <0,0001 0,3132
E =0,0386+0,0051B1+0,0050p32 -0,0004312 0,0003(322 0,92 0,0008 0,4823
PVA =2,18 - 0,03B1 - 0,06B2 + 0,00B1> + 0,004B1p2+0,01 B2 0,96 <0,0001 0,3945
SOL =35,20 - 0,83p1 + 1,12 B2 + 0,11 B12- 0,15 p1 B2 0,90 0,0023 0,5943

* B, = concentracdo de papaina (%) e B, = Concentragdo de NFC; TS=Resistencia a tracdo (MPa); ME= mddulo de
elasticidade (MPa); AL= percentual de alongamento (%); RP=resisténcia a punctura (N/mm); DP= deformacdo na punctura
(mm); PVA= permeabilidade ao vapor de agua (g.s-1.m-1.Pa-t); SOL=solubilidade em agua (%).
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Figura 2. Espessura, solubilidade e permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) dos filmes
de quitosana adicionados de NFC e papaina.
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Os filmes estudados apresentaram solubilidade variando de 31,88 a
43,28%. A solubilidade em &gua é uma importante propriedade, pois determina a
aplicacdo dos filmes como embalagens de alimentos. Filmes com alta
solubilidade ndo sdo indicados para contato com alimentos em que a a, €
elevada. Todos os filmes estudados, apds as 24 horas submersos em agua,
permaneceram aparentemente integros quanto a forma, e ainda permaneceram
com boa flexibilidade e faceis de manusear.

Os filmes com 2 e 6% de papaina (sem NFC) apresentaram redugdo
significativa na solubilidade em agua (Figura 2.b), sugerindo que com a adigédo
de até 6% de papaina na matriz é possivel aumentar a resisténcia a agua dos
filmes de quitosana. A reducdo da solubilidade com a adi¢do de baixas
concentracdes de papaina pode ser atribuido a uma reducdo da quantidade de
grupos hidrofilicos (OH) na matriz devido a formacao de ligacdes de hidrogénio
formada entre a papaina e a quitosana.

A adicdo de NFC causou um aumento significativo na solubilidade dos
filmes de quitosana, provavelmente devido ao carater hidrofilico das NFCs.
Porém, com incorporacdo de papaina houve uma reducdo da solubilidade em
agua dos nanocompositos. No filme 10 (10% de papaina e 8% de NFC)
observou-se uma reducéo de 17,3% na solubilidade deste nanocomposito quando
comparado ao filme 3 (8% de NFC). Esse comportamento € indicativo da
interacdo entre a papaina e as NFCs, o que também foi comprovado na anélise
de FTIR. As ligacGes formadas entre a papaina e a NFC dificultaram a interacéo
da NFC com a molécula de &gua, resultando em uma reducdo da solubilidade
dos nanocompadsitos.

Como mostra a Figura 2.c, a adicdo de NFC e de papaina afetaram
significativamente a PVA dos filmes de quitosana. Em altas concentracdes de
NFC e de papaina foi observado um aumento da PVA dos filmes de quitosana,

que pode ser explicado pela natureza hidrofilica da enzima e das NFCs. Este
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fendmeno excede a propriedade de barreira causada pela presenca das nanofibras
na matriz. Ja nos filmes com pequenas quantidades de papaina (2 e 6%) e 4%
de NFC notou-se uma reducdo significativa da PVA, sugerindo que os filmes
com até 6% de papaina e 4% de NFC apresentam maior interacdo entre 0s seus
constituintes. Os menores valores de PVA para os filmes adicionados de 4%
NFC, podem ser devido a formacgdo de uma rede de ligacdo de hidrogénio entre
as cadeias de quitosana e de NFC. Esse arranjo forma um caminho mais tortuoso
para a passagem das moléculas de agua, diminuindo assim, sua difusdo através
do filme (Azeredo et al., 2009; Bras et al., 2010).

A permeabilidade ao vapor de dgua (WVP) é a habilidade do filme para
dificultar a transferéncia de umidade entre os alimentos e sua atmosfera
circundante. E uma das propriedades de aplicacio mais importantes da
embalagem de alimentos. Em geral, quanto menor a PVA dos materiais de
embalagem, melhor sera a capacidade do filme em reduzir a perda de umidade
dos alimentos embalados (Zhou, Wang, & Gunasekaran, 2009).

3.3 Propriedades mecanicas

A adicdo de NFC e de papaina nos filmes de quitosana causou efeito
significativo em todas as propriedades mecénicas estudadas e os modelos
ajustados estdo apresentados na Tabela 2. Observou-se que a adicdo de NFC
causou um aumento da resisténcia a tracdo (Figura 3.a) e do mddulo de
elasticidade (Figura 3.b) tanto nos filme de quitosana puro como nos filmes
contendo papaina. Pelissari, et al. (2017) atribuiram esse efeito a interagdo da
matriz com a NFC através de liga¢6es de hidrogénio formando uma rede fibrilar
dentro da matriz polimérica. Isso significa que a incorporagdo de NFC resultou
em uma matriz mais resistente com fortes interacdes entre as nanofibras e a

matriz de quitosana.
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Figura 3. Propriedades de tragdo dos filmes de quitosana reforcados com NFC e

incorporados com papaina.



59

Resultados semelhantes também foram encontrados por outros autores ao
adicionarem NFC em filmes biodegradaveis. Azeredo et al. (2010) ao analisar a
adicdo de NFC (0 a 20g/100g) e glicerol (0 a 30g/100g) na matriz de quitosana
observaram que a NFC aumentou a resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade
dos filmes, mas diminuiu seu alongamento, sendo as concentracdes ideais
definidas como: concentracdo de glicerol, 189/100g; e concentracdo de NFC,
15¢/100g.

Jonoobi, Harun, Mathew, & Oksman, (2010) analisaram as propriedades
mecanicas de nanocompdsitos de PLA/NFC e relataram que o médulo de
elasticidade do PLA aumentou de 2,9 GPa para 3,6 GPa com a adicdo de
nanofibras de 5% em peso, 0 que corresponde a um aumento de 24%. Os autores
também observaram um aumento de 21% na resisténcia a tracdo para
compositos de PLA/NFC em comparagdo com PLA puro.

A adicdo de papaina aos nanocompositos causou uma reducdo nos valores
de resisténcia a tragdo e mddulo de elasticidade. Essa reducdo pode ser atribuida
a um enfraquecimento das ligagdes formadas entre a quitosana e as NFCs
causado pelas ligaces formadas entre a papaina e as NFCs, como observado nos
resultados de FTIR.

Em relacdo ao percentual de alongamento (Figura 3.c) observou-se que nos
filmes sem papaina e nos filmes com 2% de enzima, houve uma redugdo
significativa nesse parametro, conforme aumentou a concentracdo de NFC.
Esses resultados sugerem que em baixas concentragdes de papaina, as interacdes
entre as NFC e a quitosana sdo favorecidas, resultando em uma matriz com
menor mobilidade entre as cadeias poliméricas tornando os filmes menos
flexiveis (Gontard & Guilbert, 1996).

Na analise de punctura (Figura 4), foi possivel observar que
os filmes de quitosana, com e sem NFC, foram consideravelmente

menos resistentes a perfuracdo (p<0,05) quando se adicionou a papaina. Os
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filmes com baixas concentracOes de papaina foram os que apresentaram maiores
valores de resisténcia a punctura. Mais uma vez fica evidente que em baixas
concentracdes de papaina hd uma maior interacdo entre os constituintes da
matriz, o que resultou em filmes com maior resisténcia a perfuracdo. Os
resultados obtidos na analise de PVA corroboram com essa discussdo, pois em
pequenas concentracdes de papaina os filmes apresentaram menor PVA,

caracterizando uma matriz com maior interacao entre 0s seus componentes.

! mxn D) W
) W< <
W< <58
<5 M <
W< 55 [ <45
g4 s
:»65'5 o
0 &
340
g 4
70 40
39 40
295
9 40
5 3
5y
%
<
%,
'@90

Figura 4. Resisténcia e deformag&o na punctura dos filmes de quitosana reforgados com
NFC e incorporados com papaina.

A adicdo de papaina causou uma reducdo nas propriedades de tracdo e de
resisténcia a punctura dos filmes de quitosana. Esse comportamento pode ser

atribuido a uma possivel hidrélise enzimética da quitosana causada pela papaina
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e consequentemente uma redugdo do seu peso molecular (Pan, Zeng, Foua,
Alain, & Li, 2016). Bof, Bordagaray, Locaso, & Garcia, (2015) ao
caracterizarem filmes de quitosana e amido de milho, analisaram a influéncia do
peso molecular da quitosana no comportamento mecanico desses filmes. Os
autores observaram que os filmes de quitosana com baixo peso molecular
apresentaram resisténcia a tracdo menor do que os filmes de quitosana com alto
peso molecular. Resultados semelhantes foram encontrados por Leceta,
Guerrero, & De La Caba, (2013) ao estudar filmes & base de quitosana com
diferentes pesos moleculares. Estes autores observaram um aumento na
resisténcia a tracdo e no modulo de elasticidade dos filmes, conforme aumentou
0 peso molecular da quitosana, enquanto o alongamento na ruptura destes filmes

diminuiu.

3.4  Analise termogravimétrica (TGA)

O perfil de estabilidade térmica dos filmes de quitosana com diferentes
concentragdes de papaina e NFC foi avaliado por analise termogravimétrica e 0s
termogramas obtidos em atmosfera de nitrogénio séo exibidos nas Figuras 5 e 6.

O filme controle (Figura 5. a) mostra trés estagios de degradagdo
térmica. No primeiro estagio, compreendido entre 30 e 150 °C, a perda de massa
esta relacionada a perda de moléculas de agua que estariam ligadas aos
grupamentos amino e hidroxila através de ligagdes de hidrogénio, portanto, tal
evento esté relacionado tanto com as interagbes polimero-agua, quanto com a
capacidade de o polimero reter agua (Fraguas et al., 2015). O segundo estagio
(pico a cerca de 260 °C) estd relacionado a perda de massa atribuida ao
complexo processo de decomposicdo que acontece principalmente por
desidratacdo, desacetilacdo e despolimerizacdo da quitosana (Zohuriaan &
Shokrolahi, 2004). J& no terceiro estagio térmico (em temperaturas maiores que
400°C) € atribuido a degradacbes correspondentes aos residuos finais do
polimero (Britto & Campana-Filho, 2007).
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Os filmes contendo papaina (Figura 5. b-d) apresentaram
comportamento térmico semelhante ao filme controle, com desidratagdo inicial
seguido por processo intenso de decomposic¢do. No entanto, a incorporacao de
papaina resultou em filmes mais estaveis, com temperatura inicial de
decomposicdo entre 174,4 - 175,8 °C, sendo estes valores maiores do que a do
filme controle (173,1 °C).

Para as amostras com NFC (Figura 5.e-f e Figura 6) foi possivel
observar uma contribuig&o clara do perfil de degradacéo térmica da nanofibra de
celulose, pelo aparecimento de um pequeno estagio de degradacdo térmica a
cerca de 310 °C. Esse quarto estagio é atribuido a despolimerizacéo,
desidratagdo, e decomposi¢do das NFCs, resultando na formacdo de compostos

volateis e em seguida a carbonizacdo (Cao, Habibi, & Lucia, 2009).
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Figura 6. Curvas TGA e DrTGA dos nanocompdsitos com  diferentes

concentragdes de papaina e NFC:

2%PP-4%NFC (a); 29PP-8%NFC (b);
6%PP-4%NFC (c); 6%PP-8%NFC (d); 10%PP-4%NFC (e); 10%PP-8%NFC.

A Tabela 3 mostra a temperatura dos picos e a correspondente perda de

peso no estagio de decomposicao para os filmes desenvolvidos.



Tabela 3 Comportamento térmico dos filmes de quitosana reforgados com NFC e incorporados com papaina (a
173-365 °C)

Filme Ti(°C) Thico (°C) T¢ (°C) PM,(%) (%) Ressooc
Controle 173,1 259,7 356,2 24,7 21,1
4%NFC 1739 259,4 356,1 34,9 13,5
8%NFC 179,8 259,4 357,8 36,3 13,3
2%PP 1744 259,3 359,5 28,6 13,7
6%PP 174,8 259,7 361,7 31,0 14,4
10%PP 175,4 259,4 362,7 33,3 13,4
2%PP-4%NFC 182,8 262,7 357,6 31,0 12,7
6%PP-4%NFC 180,8 258,7 351,6 29,6 12,9
10%PP-4%NFC 182,0 263,8 261,4 31,9 13,2
2%PP-8%NFC 181,3 264,7 364,3 35,5 15,3
6%PP-8%NFC 181,8 264,7 363,1 33,7 13,6
10%PP-8%NFC 181,3 264,8 358,7 34,0 13,7

Ti: temperatura inicial de degradacéo; Tic: temperatura maxima de degradagdo; e T,: temperatura final de
degradacdo; PM;: perda de massa no primeiro estagio; PM,: perda de massa na faixa de decomposicao; ReSgpg-c:
porcentagem de residuo a 600°C.
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A temperatura de decomposi¢do dos filmes de quitosana teve um
pequeno aumento com a adi¢do de NFC na matriz. O filme com 8% de NFC teve
um aumento de 6,7 °C em relacdo ao controle. Corsello et al. (2017) também
observaram uma melhoria na estabilidade térmica dos filmes de quitosana
devido a incorporacdo de altas concentracdes de nanofibras de celulose.

O filme com 2% de papaina e 4% de NFC foi o que apresentou maior
estabilidade térmica com um aumento na temperatura inicial de decomposicao
de 9,7 °C quando comparado ao controle. Observa-se que todos os filmes
contendo NFC/papaina apresentaram temperatura inicial de decomposigdo maior
do que os nanocompdsitos sem a enzima, indicando que a incorporacdo da
papaina na matriz contribuiu para aumentar a estabilidade térmica dos

nanocompasitos obtidos.
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4 CONCLUSOES

A analise de FTIR confirmou a formacdo de ligaces de hidrogénio entre a
NFC, a quitosana e a papaina. Os filmes de quitosana tiveram as suas
propriedades mecanicas melhoradas com a adicdo de nanofibras de celulose
tornando se mais resistentes e rigidos, porém a incorporacdo de papaina reduziu
a resisténcia a tracdo, o percentual de alongamento e resisténcia a punctura dos
filmes com e sem NFC. A adicdo de 2% de papaina e 4% de NFC resultou em
filmes com maior estabilidade térmica, menor solubilidade em agua e maior

barreira ao vapor de agua.
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ARTIGO 2 — LIBERACAO DE PAPAINA INCORPORADA EM FILMES
DE QUITOSANA REFORCADO COM NANOFIBRA DE CELULOSE

(VERSAO PRELIMINAR)

Artigo redigido conforme normas da revista Journal of Food Engineering
RESUMO

Nas Gltimas décadas, houve um rapido aumento em pesquisas sobre o
desenvolvimento de filmes ativos para a produgdo de embalagens de alimentos.
Esta pesquisa apresenta um exemplo de embalagem ativa biodegradavel, em que
a papaina foi incorporada em filmes de quitosana com nanofibras de celulose
destinados & producgdo de embalagens para melhorar a maciez de cortes carnes.
O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades 6ticas, estruturais e
morfolégicas de nanocompdsitos de quitosana e nanofibras de celulose
incorporados com papaina e sua liberacdo em meio aquoso. Foi utilizado um
planejamento fatorial completo com 3 niveis de NFC (0, 4 e 8% ) e 4 niveis de
papaina (0, 2, 6 e 10%). O coeficiente de difusdo da papaina nos filmes foi
determinado utilizando a equacdo de difusdo da segunda lei de Fick. A
incorporagdo de papaina causou aglomeracBes das nanofibras nos filmes com
8% de NFC, o que contribuiu para 0 aumento da sua atividade proteolitica em
comparagdo com o filme com 4% de NFC. Os filmes desenvolvidos
apresentaram boa transparéncia, porém com a adi¢do de NFC e de papaina
houve uma reducgdo nos valores de transmiténcia dos filmes de quitosana. O
grau de cristalinidade dos filmes foi determinado pela andlise de raio-X e
observou-se que tanto a adicdo de NFC como de papaina resultou no aumento da
cristalinidade dos filmes de quitosana, sendo o filme contendo 6% de papaina
com maior grau de cristalinidade com um aumento de 284% em relagéo ao filme
controle. A cristalinidade dos filmes afetou a difusdo da papaina na matriz de
quitosana e a NFC controlou a liberacdo da enzima em meio aquoso. O
coeficiente de difusdo da papaina nos filme de quitosana variou de 5,69x10° a
6,409x10%cm?/s.

Palavras chaves: embalagens ativas; difusdo; grau de cristalinidade; atividade

proteolitica.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um rapido aumento em pesquisas sobre o
desenvolvimento de filmes ativos para a producdo de embalagens de alimentos.
A embalagem é designada ativa quando fornece fungdes além da protecdo
tradicional, liberando continuamente compostos ativos como, enzimas,
antioxidantes, antimicrobianos e conservantes para o alimento, gerando produtos
de maior vida de prateleira, maior protecdo de sabor e menor uso de aditivos e
conservantes em formulagdes de alimentos, mantendo a qualidade do produto
(Ahmed et al., 2017; Atarés and Chiralt, 2016; Jamshidian et al., 2012; Maryam
Adilah et al., 2018).

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis ativos contendo enzimas
tem sido estudado por diversas autores (Benucci et al., 2018; Bonomo et al.,
2017; Kaewprachu et al., 2015; Zappino et al., 2015). A incorporacdo de
enzimas proteoliticas, como a papaina, em filmes poliméricos destinados a
producdo de embalagens para carnes, apresenta a vantagem de permitir a
migracdo da enzima para o produto embalado, promovendo o amaciamento de
cortes carneos durante o periodo de armazenamento refrigerado e distribuigéo.

A papaina é uma enzima proteolitica proveniente do mamédo (Carica
papaya Linn) que possui uma cadeia polipeptidica incluindo 212 residuos de
aminoacidos, com um peso molecular de 23,4 kDa; ponto isoelétrico a 8,75; e
atividade 6tima a pH 5-7 (Thomas et al., 2009). A enzima é caracterizada pela
sua capacidade de hidrolisar as proteinas grandes em peptideos menores e
aminoacidos (Llerena-Suster et al., 2011), além de apresentar propriedades anti-
inflamatdrias, antibacterianas e antioxidantes. (Emeruwa, 1982; Eshamah et al.,
2014; Osato et al., 1993). Por ser uma enzima proteolitica, a papaina causa
hidrdlise geral de todos 0os componentes estruturais do masculo da carne bovina,
sendo largamente utilizada no amaciamento de carnes (Ashie et al., 2002; Ha et
al., 2012; Sun et al., 2018).
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A embalagem de liberacdo controlada, que permite a liberacdo lenta e
modulada de compostos ativos da embalagem para os alimentos, foi comprovada
ser mais eficaz do que a adicdo dos compostos ativos diretamente aos alimentos
(Cozzolino et al., 2013). Os materiais de embalagem ativa devem contatar com a
superficie dos alimentos de modo que o composto ativo possa se difundir para o
produto embalado (Ozdemir and Floros, 2001). Uma vez que a eficiéncia da
maioria das embalagens ativas é baseada na liberacdo do agente ativo, e o
transporte de massa por difusdo é quase sempre envolvido no controle da
liberacdo e é frequentemente considerado como o passo predominante, o
conhecimento da cinética de difusdo do composto ativo no interior do filme é
um fator determinante no desenvolvimento de embalagem ativas. A segunda lei
de Fick € geralmente considerada para representar este fendmeno e o coeficiente
de difusdo aparente ou difusividade representa, portanto, a capacidade do
migrante se difundir através do material da embalagem (Crank, 1975; Lavoine et
al., 2016).

Os filmes baseados em polimeros naturais tém recebido uma crescente
atencdo nos Ultimos anos devido as suas propriedades biodegradaveis (Imran et
al., 2014). A quitosana € um polimero natural obtido pela desacetilagdo da
quitina, presente em cascas de camaro, caranguejo e insetos (Li et al., 2010). E
um material ndo toxico, de baixo custo, biodegradavel e em virtude dessas
propriedades tém sido amplamente utilizada na produgdo de embalagem para a
conservagdo da qualidade de uma variedade de alimentos (Benbettaieb et al.,
2014; Dias et al., 2014; Liu et al., 2017; Souza et al., 2017).

Apesar de serem materiais com um grande potencial para producéo de
embalagens biodegradaveis, os filmes de quitosana apresentam algumas
desvantagens por apresentar propriedades mecanicas e de barreira precarias. Os
materiais em escala nanométrica vém sendo muito utilizados para melhorar as

propriedades de filmes biodegradaveis, entres estes nanomateriais, as nanofibra
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de celulose receberam muita atencéo por causa de sua baixa densidade, baixo
custo, falta de toxicidade e propriedades biodegradaveis, além de exibir grande
relacdo superficie/volume, alta resisténcia a tracdo, rigidez e flexibilidade, e
boas propriedades térmicas em comparagdo com outras fibras comerciais (Azizi
Samir et al., 2005; Brinchi et al., 2013).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades
Opticas, estruturais e morfolégicas de nanocompdsitos de quitosana e nanofibras

de celulose incorporados com papaina e sua liberagdo em meio aquoso.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais
Os materiais utilizados estéo descritos no Artigol.
2.2 Desenvolvimento dos filmes
A metodologia utilizada no desenvolvimento dos filmes bem como o

delineamento experimental esta descrito no Artigo 1.

2.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A anélise da morfologia dos filmes (MEV) foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural (LME), da UFLA, em
microscopio eletrébnico de varredura LEO EVO 40 XVP (Carl Zeiss), com
voltagem de aceleragdo de 20 kV. As amostras foram fixadas em stubs com uma
fita adesiva dupla face de carbono, e revestidas com ouro (metalizacdo). Foram

obtidas imagens da superficie e do corte transversal dos filmes.

2.4 Propriedades Opticas

A transmissdo de luz através das amostras foi medida em um
espectrofotdmetro de luz UV-VIS modelo Bel Spectro S-2000 (Monza, Italia).
Esta técnica permite avaliar a porcentagem total de luz incidente que é

transmitida através dos filmes. A varredura ocorreu de 200 a 800 nm e a
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transmisséo foi determinada de acordo com (Guimardes et al., 2015a). As
amostras foram cortadas em retdngulos (10 x 50 mm) e entdo aderidas a parede
interna da cubeta de quartzo. O teste foi realizado a temperatura ambiente (25
°C) e foram realizadas trés repeticdes para cada filme. Os resultados foram

eXpressos como porcentagem de transmitancia.

2.5 Difracéo de raio-X

A difracdo de raio-X foi conduzida em difratbmetro de raio-X Shimadzu
(modelo XRD-6000) usando a radiagdo Cu-Ka; com um comprimento de onda
de 1.5406 Angstroms a 30 kV e 30 mA. As amostras foram fixadas em suporte
de aluminio e analisadas a uma taxa de varredura de 0,02°s™, com 26 variando
de 4° — 50° a temperatura ambiente. As curvas foram tratadas com o software
Origin 8.0 e o indice de cristalinidade relativa (IC) dos filmes foram calculados
empregando o método de Hulleman, através da Equacdo 1 (Hulleman et al.,
1999).

Hc 1)
Hc + Ha
Em que: Icr é o indice de cristalinidade (%); H. é a intensidade do pico

Ier =

cristalino; H, é a intensidade da fase amorfa descontando a linha base.

2.6  Atividade proteolitica dos filmes

A atividade proteolitica dos filmes foi determinada segundo o método
proposto por Vasconcellos et al. (2011). Primeiramente 100mg de filme foram
colocadas em tubos de Falcon e entdo se adicionou 2 mL de tampéo de fosfato
de potéssio (pH 7,4). Os tubos foram mantidos sob agitacdo a uma frequéncia de
120 rpm durante um periodo de 24 horas. A seguir foram adicionados aos tubos:
2 mL de EDTA (1 mM), 2 mL de cisteina (5 mM), 2 mL de caseina (1%) e 2 mL
de tampdo de fosfato de potéssio (pH 7,4). A mistura foi entdo deixada em

repouso durante 30 min a 37 °C, seguido pela adicdo de solucdo de &cido
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tricloroacético (6 mL, 5% m /v) com o objetivo de parar a rea¢do enzimatica.
Os tubos foram centrifugados (2000 g, 15min) e a absorbéancia do sobrenadante
foi medida a 280 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U, uM/min) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de tirosina por minuto,
nas condicdes de ensaio. A atividade proteolitica dos filmes foi expressa como

unidades de enzima por g de filme.

2.7 Difusdo da papaina a partir dos nanocompositos de
quitosana/nanofibra de celulose
O estudo da difusdo foi realizado nos filmes contendo 2% de papaina e
NFC (0, 4 e 8%). Para a realizacdo do estudo de liberacéo da papaina, os filmes
foram cortados e pesados (1g) e entdo colocados em tubo de Falcon contendo
40mL de tampéo fosfato de potéssio pH 5,8 (simulando pH da carne bovina). Os
tubos foram mantidos em agitacdo (100 rpm), para minimizar a formacao da
camada limite em torno do filme, durante um periodo de 48 horas. Em intervalos
de tempos pré-determinados, 1mL de amostra do sobrenadante foi retirada e
armazenada em eppendorfs. A quantificacdo da papaina liberada foi realizada
utilizando a metodologia proposta por Vasconcellos et al. (2011), descrita no
item 2.6. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima (g)
que hidrolisa a caseina para produzir absorbancia equivalente a 1 umol de
tirosina/min, utilizando tirosina como padrao.
O mecanismo de liberacdo da papaina foi analisado considerando a
equacdo da lei da poténcia (Equagéo 2).

Mt (2)
— n
Moo kt

Em que n é o expoente de difusdo caracteristico do mecanismo de
liberacdo e k € uma constante que caracteriza o sistema macromolecular.
O coeficiente de difusdo da papaina nos filmes de quitosana com

diferentes concentracdes de NFC foi obtido pela Equagédo 3, que € uma solucéo
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simplificada da 2% Lei de Fick para uma aproximagdo de curto tempo sendo
utilizada apenas para o ajuste dos pontos experimentais iniciais, quando menos
de 60% da massa do composto ativo é liberada (Ritger and Peppas, 1987).
Mt (Dt)l/2 (3)
Moo nl?
Onde Mt/Mw é a fracdo de papaina liberada, D é o coeficiente de

difusdo da papaina, | é a espessura inicial do filme e t é o tempo de liberacéo.
2.8  Analise estatistica

Os resultados de raio-X, microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram
submetidos a andlise descritiva. Para analise dos resultados de estudo da difuséo
utilizou-se o pacote SAS® System for Windows ™, versdao 9.0 (SAS Institute,
Inc., EUA) para ajuste das equacdes, anélise de variancia (ANOVA) e teste de
média. Os resultados foram considerados significativamente diferentes com p
<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias da superficie e da estrutura interna (obtidas por corte em
nitrogénio liquido) dos filmes desenvolvidos podem ser observadas nas Figuras
1, 2 e 3. A andlise de microscopia revelou que a estrutura do filme controle
(Figura 1. a,b) era porosa. Ao se adiciona as NFC nos filmes de quitosana
(Figura 1. c,e ), observou-se que as NFCs atuaram como um material de
enchimento na estrutura dos filmes, com boa dispersdo na matriz mesmo com
uma alta concentracdo de NFC (8%). As nanofibras foram bem incorporadas nos
filmes como é observado nas micrografias da secéo transversal (Figura 1.d,f).
Esses resultados indicam uma excelente compatibilidade entre as NFC e a
quitosana. Com 0 aumento da concentragdo de NFC adicionada na matriz, mais

nanofibras foram observadas na superficie dos filmes (Figura 1c.e).
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Figura 1. Micrografias SEM da superficie e da secéo transversal dos filmes de quitosana
puro (a, b), quitosana com 4% de NFC (c, d) e quitosana com 8% de NFC (g, f).

Na Figura 2.a, é possivel observar que a adicdo de 2% de papaina nos
filmes a base de quitosana diminuiu a quantidade de poros presentes no filme
controle (Figura 1a) e resultou em uma estrutura mais compacta indicando uma
boa disperséo da enzima na matriz polimérica. Ja os filmes com concentracdes

acima de 2% (Figuras 2. c-f) apresentaram pontos de aglomeracdo da enzima.
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Figura 2. Micrografias das superficies e das se¢Bes transversais dos filmes de quitosana
com 2% de papaina (a,b), 6% de papaina (c,d) e 10% de papaina(e,f).

Na Figura 3 estdo apresentadas as micrografias dos nanocompdsitos
contendo NFC/papaina. Com a adi¢do de papaina nos filmes com 8% de NFC
observou-se um acumulo de material indicando uma baixa dispersdo das NFCs,
sugerindo que a papaina prejudicou a dispersdo das nanofibras na matriz
polimérica resultando em filmes com mais espagos vazios quando comparados
aos nanocompositos sem enzima. J& os filmes com 4% de NFC apresentaram

superficie mais uniformes sem aglomeragoes.
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Figura 3. Micrografias SEM da superficie dos filmes de quitosana com NFC/papaina:
29%PP - 4%NFC (a); 6%PP - 4%NFC (b); 10%PP - 4%NFC (c); 2%PP - 8%NFC (d);
6%PP - 8%NFC (e); 10%PP - 8%NFC (f).

3.2 Propriedades oticas

A propriedade 6ptica € uma propriedade muito importante nos materiais
para aplicacGes em embalagens de alimentos, pois, o filme é geralmente usado
como revestimento de superficie, podendo afetar a aparéncia geral do produto e,

portanto interferir na aceitacdo do consumidor (Souza et al., 2017). Muitas
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vezes, uma embalagem transparente € desejavel, pois, permite a visualizagdo do
produto embalado. O brilho e a transparéncia de alguns filmes plésticos
constituem uma ferramenta para uma boa apresentacdo visual do produto, no
entanto, é necesséaria uma protecdo contra a incidéncia de luz, como no caso de
produtos sensiveis a reacfes de deterioracdo catalisadas pela luz (Sarantopoulos,
etal., 2002).

O efeito da adicdo de NFC e de papaina sobre a capacidade de barreira
contra a luz UV e visivel dos filmes desenvolvidos é mostrado na Figura 4. No
espectro UV-visivel do filme controle foi possivel observar que o mesmo é
opticamente transparente com uma transmitancia de 81,9 - 89% na faixa visivel
(500 - 800 nm), enquanto que na faixa ultravioleta (200 - 400 nm) os valores de
transmitancia variam entre 0 e 59,4%, sendo estes resultados semelhantes aos
publicados anteriormente por outros autores (Fernandes et al., 2016; Vilela et al.,
2017).
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Figura 4. Efeito da NFC e da papaina na transmissao de luz UV-Vis dos filmes de: (a)
quitosana/NFC; (b): quitosana/papaina; (c) quitosana/NFC/papaina.

Observou-se que a adi¢do de NFC aumentou a capacidade de barreira a
luz dos filmes de quitosana na regido de luz UV e visivel (Figura 4a) indicado
pela a diminuicdo da porcentagem de transmitancia dos filmes de
quitosana. Uma reducdo semelhante na capacidade de barreira & luz também foi
observada por outros autores ao adicionar NFC em filmes biodegradaveis
(Fernandes et al., 2010; Savadekar and Mhaske, 2012; Wu et al., 2014; Xiao et
al., 2015; Yuetal., 2017).
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No caso dos filmes incorporados com papaina (Figura 4b), foi possivel
observar que a presencga da enzima causou reducdo dos valores de transmitancia
na regido UV (200 - 400 nm) e também na regido visivel na faixa de 500-600nm.
Na regido de comprimento de onda de 700-800nm os filmes com 2 e 10% de
papaina apresentaram valores de transmitancia semelhantes ao filme controle,
porém o filme com 6% de apresentou menor valor de transmitancia. Portanto, o
filme com 6% de papaina foi 0 que apresentou maior barreira a luz por todo
espectro Uv-Vis.

Nos filmes contendo NFC (Figura 4.c), a papaina causou uma pequena
reducdo na porcentagem de transmitancia a luz, tanto na regido UV como no
visivel. Os nanocompositos com 4% de NFC apresentaram menores valores de
transmitancia do que os nanocompdsitos com 8% de NFC, indicando que os
filmes com 4% de NFC/papaina formaram uma matriz mais compacta
proporcionando maior barreira a luz do que os filmes com 8% de NFC/papaina.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos na anélise de MEV (Figura 3.d-
f), onde os filmes com 4% apresentaram uma matriz mais uniforme, sem
aglomeragdes das NFCs. Guimardes et al., (2015b) relataram que a dispersao das
nanofibras de bambu na matriz de amido/PVA foi reconhecida como uns dos
principais fatores que afetam a transparéncia e a transmitancia dos filmes.

A luz, especialmente a luz UV, desempenha um papel importante no
processo de oxidagdo, pois catalisa as reagBes quimicas que aceleram a
deterioracdo dos alimentos (Tian et al., 2013). Quando os alimentos embalados
sdo expostos & luz UV e visivel, sua deterioracdo oxidativa serd acelerada
ocasionando perda de nutrientes, descoloragdo e alteragdo de sabor (Martins et
al., 2012). Assim, uma das propriedades desejadas dos materiais de embalagem
é a capacidade de bloguear a luz, principalmente a luz UV, uma vez que confere
uma protecdo extra contra o processo de oxidagdo, com possivel extensdo da
vida Gtil do produto (Kanatt et al., 2012).
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Apesar da adicdo de NFC e de papaina ter reduzido os valores de
transmiténcia, os filmes obtidos ainda mostram boa transparéncia. As fotos dos
filmes desenvolvidos (Figura 5) demonstram a alta transparéncia dos filmes,
com o texto legivel abaixo. A transparéncia dos filmes é uma propriedade
importante para seu uso na inddstria de embalagem para alimentos, pois pode
influenciar a aparéncia dos produtos, sendo desejavel uma embalagem

transparente para permitir a visualizagdo do produto embalado (Brawn, 1992).

Figura 5. Imagens dos filmes de quitosana obtidos com diferentes porcentagens de NFC
e papaina
3.3 Difracao de raio-X

Os padrdes de difracdo de raio-X dos filmes desenvolvidos estdo
apresentados na Figura 6. O filme de quitosana puro (Figura 6.a) exibiu um
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carater semicristalino com quatro picos de difracdo, os quais estdo exibidos na
Tabela 1 e sdo muito semelhantes aos encontrados por outros autores em
trabalhos anteriores (Liu et al., 2013; Prateepchanachai et al., 2017; Ren et al.,
2017; Zhong et al., 2011).
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Figura 6. Padrdes de raio-X para filmes de: (a) quitosana/NFC e quitosana/papaina; (b)
quitosana/NFC/papaina.

Os picos de difracdo em 9,9° e 12,0° foram devido a estrutura cristalina

hidratada, enquanto o pico largo em 21,6 refletiu a estrutura amorfa da quitosana
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(Liu et al., 2017; Rubentheren et al., 2016). O filme controle era principalmente
de natureza amorfa com fragdo cristalina muito pequena incorporada na matriz
amorfa apresentando cristalinidade de 17,17% (Tabela 1). O baixo grau de
cristalinidade pode ser devido as interacGes intramoleculares entre NH;" e os
grupos hidroxilas que limitaram o0 movimento molecular da cadeia de quitosana
e reduziram a sua cristalizacdo (Mathew et al., 2006).

Os filmes de quitosana contendo papaina mostraram um difratograma
mais cristalino (Figura 6.a), com o aparecimento de picos de difragdo adicionais
em torno de 20 = 14,0° e 16,7°, em comparacdo com o filme controle. A
presencga do novo pico de difracdo sugere que as misturas de quitosana e papaina
sdo misciveis no nivel molecular (Qiao et al., 2017). O filme com 6% de papaina
foi que o exibiu maior grau de cristalinidade entre os filmes obtidos (Tabela 1),
apresentando um aumento de 284% em relacdo ao filme controle.

Tabela 1. Picos de difragio de raio-X e indice de cristalinidade (Icg) dos filmes
desenvolvidos

Filme Posicéo do pico (°) Icr
(%)
Controle 99 120 19,0 216 17,17
4%NFC 91 114 139 166 189 222 30,52
8%NFC 80 116 141 168 191 222 4782
2%PP 84 116 139 16,7 191 223 20,55
6%PP 11,6 140 169 183 22,3 66,03
10%PP 90 11,6 139 16,7 190 223 36,20
2%PP-4%NFC 115 143 169 188 21,4 50,60
6%PP-4%NFC 11,7 142 169 184 21,9 4579
10%PP-4%NFC 8,7 11,7 142 170 184 225 33,85
2%PP-8%NFC 88 118 143 171 190 224 40,43
6%PP-8%NFC 86 119 141 171 185 224 2162
10%PP-8%NFC 119 143 170 186 224 4233

Novos picos cristalinos em 20 = 13,9° ¢ 16,6° foram observados nos

filmes reforcados com NFC (Figura 6.a). Esses picos sdo atribuidos a estrutura
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cristalina da celulose tipo I (Ma et al., 2011; Shin and Exarhos, 2007). A adi¢éo
de NFC nos filmes de quitosana, também causou um aumento na intensidade do
pico a 20 = 22,2° o qual corresponde ao plano 110 também caracteristicos da
celulose tipo | (Bodin et al., 2007). Além disso, a intensidade dos picos
cristalinos em 26= 13,9° ¢ 16,6° aumentou gradualmente com 0 aumento do
contetido de NFC.

A presenca da papaina alterou ligeiramente os padrdes de difracdo dos
filmes contendo NFC (Figura 6.b). Os picos em torno de 13,9° e 16,6° tornaram-
se mais nitidos e com mais intensidade causando um aumento no grau de
cristalinidade dos nanocompdsitos com 4% de NFC (Tabela 1). O filme com 2%
de papaina e 4% de NFC teve um aumento de 65,8% da cristalinidade quando
comparado ao filme com 4% de NFC sem papaina. No entanto, quando o teor de
NFC foi de 8%, observou-se uma redugdo na intensidade dos picos quando a
papaina foi incorporada e consequentemente uma reducdo no grau de
cristalinidade destes nanocompositos quando comparado ao nanocompositos
com 8% de NFC sem papaina.

Os filmes com 4% de NCF/papaina apresentaram cristalinidade variando
de 33,85-50,60% valores estes que sdo superiores aos obtidos para os filmes com
8% de NFC/papaina (21,62- 42,33%). Estes resultados corroboram com os
obtidos na andlise de transmitancia onde os filmes com 4% de NFC
apresentaram maior barreira a luz (Figura 4.c), uma vez que, quanto maior
guanto maior o grau de cristalinidade do material polimérico menor sera a sua
transparéncia (Mano, 2003).

Observou-se que os picos cristalinos da celulose se deslocaram
ligeiramente para graus mais altos quando a papaina foi adicionada aos
nanocompdsitos (Tabela 2). Isso pode ser considerado como uma evidéncia da
formac&o de ligacdo de hidrogénio entre a NFC e a papaina (Liu et al., 2013).

Além disso, o0 pico caracteristico da quitosana em 9,9° ndo apareceu em alguns
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filmes contendo papaina. Tal fenébmeno pode ser devido a formacao de ligacéo
de hidrogénio intermolecular entre a quitosana e a papaina que alterou a
estrutura de quitosana (desaparecimento do pico de difracdo a 9,9°). Resultados
semelhantes foram obtidos por Xu et al. (2005) que sugeriram que a
incorporacdo de amido no filme de quitosana suprimiu o pico cristalino da
quitosana devido a mudanca na estrutura resultante da interacdo entre quitosana
e amido.
3.4  Atividade proteolitica dos filmes

Na Figura 7 esta apresentado o efeito da concentracdo de NFC na
atividade proteolitica dos filmes contendo papaina. O teste de atividade
enzimatica da papaina foi realizado para verificar se houve degradacdo da
mesma durante o processo de elaboracéo dos filmes. Como esperado, a atividade
proteolitica dos filmes aumentou de acordo com a concentracdo de papaina

incorporada na matriz.
500

400 +

300 A

200 A

Atividade Proteolitica (U/g de filme)

100 e —8— 0%NFC
—- 4% NFC
—¥ - 8%NFC
0 T T T T T
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Figura 7. Atividade proteolitica dos filmes de quitosana com diferentes concentra¢des de
NFC incorporados com papaina.
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Os filmes contendo NFC apresentaram atividade proteolitica reduzida
guando comparados aos filmes sem NFC. A reducdo na atividade da enzima
pode ser devido a mudancas causadas na estrutura nativa da molécula devido as
interacdes formadas entre a papaina e as NFCs (Andrade-Mahecha et al., 2011).
Os filmes contendo 8% de NFC apresentaram maior atividade proteolitica do
que os filmes com 4% de NFC, esse comportamento pode esté relacionada a
presenca de aglomerados na matriz e consequentemente mais espagos vazios
(como observado na andlise de MEV, Figura 3), o que facilitou o acesso do

substrato ao sitio ativo da enzima.

3.5 Difusdo da papaina a partir dos nhanocompdsitos de
quitosana/nanofibra de celulose

A cinética de liberacdo de papaina a partir de filmes de quitosana com
diferentes concentracbes de NFC foi estudada e os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 8. Analisando as curvas € possivel observar que a
quantidade de enzima liberada vai aumentando até que o sistema atinge o seu

equilibrio, apresentando uma alta taxa inicial de liberacéo.
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Figura 8. Liberagdo de papaina a partir de filmes de quitosana com e sem NFC em
solucdo tampdo (pH 5,8) a temperatura de 25 °C. MJ/M;s € a massa de papaina
difundida no tempo t, dividida pela massa de papaina difundida no equilibrio.

O mecanismo envolvido no processo de difusdo da lisozima foi
investigado aplicando o modelo da Lei de Poténcia. A Tabela 2 mostra os
pardmetros cinéticos determinados e o coeficiente de difusdo da papaina nos
filmes. O coeficiente de correlagéo () obtido nos graficos de aplicagdo da lei de

poténcia foi maior que 0,94 para os sistemas estudados.
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Tabela 2. Valores de n, k e coeficientes de difusdo (D) da papaina em filmes de
quitosana refor¢ados com nanofibras de celulose.

Filme n k (s r2

D x 10°®
(cm?3/s)

0%NFC 0,23*+0,002 0,06°+0,002 0,94  6,40%+0,24
4%NFC 0,33"+0,003 0,02°+0,003 0,96 5,69°+0,01

8%NFC 0,30°+0,013  0,03*+0,000 0,95 6,03°+0,01

*Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P<0,05).

O mecanismo envolvido no processo de difusdo da papaina através dos
filmes de quitosana foi avaliado através do expoente (n). Para todos os filmes o
valor de n se encontra dentro do limite de 0,5, caracterizando um mecanismo de
transporte Fickiano. Valores experimentais de n < 0,5 é um indicativo de que o
principal mecanismo que rege a liberacdo de uma substéncia ativa é a associagdo
da difusdo parcial através de uma matriz intumescida e através de poros
hidrofilicos Como o0 mecanismo de liberagdo da papaina segue o
comportamento Fickiano, podemos dizer que a taxa de difusdo da papaina é
muito menor do que a taxa de relaxagdo da matriz polimérica. Portanto, a
difusdo da papaina é independente do intumescimento da matriz, que é muito
rapido devido a sua caracteristica hidrofilica (Peppas, 1985).

A andlise dos coeficientes de difusdo obtidos (Tabela 2) mostra que a
NFC incorporada na matriz de quitosana atuou controlando a liberagdo da
papaina, uma vez que, os valores de D diminuiram significativamente (p <0,05)
guando se adicionou NFC nos filmes. Esta diminui¢do do coeficiente de difusdo
pode estd relacionada as ligacGes formadas entre a papaina e a NFC (como
observado na analise de raio-X), o que limitou a mobilidade da enzima e,
portanto, resultou numa alteragdo no mecanismo de liberacdo da papaina

(Benbettaieb et al., 2016; Ramos et al., 2014). O maior valor do coeficiente de
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difusdo do filme com 8% de NFC em relagdo ao com 4%, pode ser devido a
presenca de espagos vazios na matriz como observado no MEV (Figura 3), o que
facilitou a difusdo da enzima dentro do filme.

Apesar do intumescimento, os filmes permaneceram intactos e nenhuma
destruicdo da estrutura foi observada durante a cinética de liberacdo. No filme
sem nanofibras de celulose, no qual o maior valor de D foi obtido (6,4Ox10'8
cm?/s™), como a estrutura é menos densa, a 4gua pode entrar mais facilmente na
rede e favorecer a mobilidade da cadeia polimérica e, portanto, a difusdo da
papaina através deste filme foi maior.

A difusdo de agentes ativos em polimeros ocorre através de pequenos
vazios entre as cadeias poliméricas de uma regido amorfa, devido a maior
mobilidade do polimero e, consequentemente ao seu maior volume livre em
relacdo a fase cristalina. Portanto, as taxas de difusdo sdo maiores através de
regides amorfas em relacdo as regides cristalinas (Florence and Attwood, 1998).
O filme com 4% de NFC foi 0 que apresentou menor valor de D (5,69x10°
cm?.s™). Este resultado corrobora com os obtidos na anélise de raio-X, onde se
observou que o filme com 4% de NFC obteve maior grau de cristalinidade
(50,60%) do que o filme sem NFC (20,55%) e o filme com 8% de NFC
(40,43%).
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4 CONCLUSAO

A incorporacdo de papaina influenciou na dispersdo das nanofibras na
matriz de quitosana. Os filmes com 8% de NFC e papaina apresentaram
aglomeracdes das nanofibras, o que contribuiu para 0 aumento da sua atividade
proteolitica. Apesar da adicdo de papaina e NFC ter aumentado a barreira a luz
dos filmes de quitosana, os filmes ainda apresentaram boa transparéncia. A
diferenca no grau de cristalinidade observada com a adicdo de NFC influenciou
no processo de liberacdo da papaina e os resultados mostraram que as NFCs
agiram controlando a difusdo da enzima através da matriz polimérica. Portanto
os filmes de quitosana contendo NFC sdo mais adequados para aplicagdes de
liberagéo controlada que requerem taxas de liberacdo lenta.
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ARTIGO 3 - APLICACAO DE FILMES DE QUITOSANA/NANOFIBRA
DE CELULOSE INCORPORADOS COM PAPAINA PARA MELHORAR
A MACIEZ DA CARNE BOVINA
(VERSAO PRELIMINAR)

Aurtigo redigido conforme normas da revista Meat Science

RESUMO

Entre as caracteristicas relacionadas a qualidade da carne, a maciez é
considerada a mais importante que contribui para a aceitacdo do consumidor.
Filmes de quitosana, com e sem nanofibra de celulose (NFC), foram
desenvolvidos com diferentes concentraces de papaina (6 e 10%) e utilizados
para embalar bifes de contrafilés (M. Longissimus Thoracis et Lumborum). Os
bifes foram maturados durante 0, 7, 14 e 21 dias e analisados quanto ao pH,
atividade proteolitica, indice de fragmentacdo, forca de cisalhamento, perda de
peso por cozimento e cor. A migracdo da papaina da embalagem foi comprovada
pelo o aumento da atividade proteolitica na carne e foi observado que os filmes
com NFC controlaram a migracdo da papaina até o décimo quarto dia de
maturacdo. O tratamento com 10% de papaina apresentou reducdo na forca de
cisalhamento de 13,9% em relagcdo ao tratamento controle, ndo diferindo dos
tratamentos com 6% de papaina. Houve um aumento significativo na
fragmentagdo das miofibrilas a partir do sétimo dia armazenamento. As carnes
embaladas com o filme de quitosana exibiram menor conteldo de
metamioglobina em rela¢do ao controle. Estes resultados sugerem que os filmes
de quitosana reforgados com nanofibra de celulose contendo papaina tem um
grande potencial para aplicagdo em cortes carneos onde se deseja melhorar a
maciez.

Palavras chaves: embalagem ativa; forca de cisalhamento; fragmentacéo

miofibrilar e maturacéo.
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1 INTRODUCAO

De todos os atributos relacionados a qualidade da carne, a textura €
considerada a mais importante de todas as caracteristicas sensoriais que
contribuem para a qualidade da carne. O processo de amaciamento da carne é
reconhecido como sendo de natureza enzimatica e envolve sistemas proteoliticos
enddgenos da prépria carne que sao responsaveis pelo amaciamento durante o
envelhecimento refrigerado (maturacdo). Contudo, quando se deseja aumentar a
maciez, podem adicionar-se enzimas exdgenas vegetais ou microbianas (Abdel-
Naeem & Mohamed, 2016; Koohmaraie, 1992). As agéncias federais dos
Estados Unidos (CFR, 2009, cap. 424; 1999, cap. 184) reconhecem cinco
enzimas exdgenas - papaina, ficina, bromelina, protease de Aspergillus oryzae e
protease de Bacillus subtilis - como Geralmente Reconhecido Como Seguro
(GRAS) para melhorar a maciez da carne.

Dentre as enzimas empregadas como amaciante cérneo, a papaina se
destaca devido a sua capacidade de desagregar proteinas miofibrilares e tecidos
conectivos, além de apresentar grande importancia comercial sendo bastante
utilizada nas industrias téxteis, farmacéutica, cosméticas e alimenticia (Thomas
et al., 2009). A papaina (EC 3.4.22.2) é uma enzima extraida do latex do mamao
papaya com forte atividade proteolitica contra uma ampla gama de substratos
proteicos (Ashie, Sorensen, & Nielsen, 2002). Alguns estudos tém relatado que
o0 tratamento de carnes com papaina foi capaz de melhorar a maciez da carne
(Abdel-Naeem & Mohamed, 2016; Barekat & Soltanizadeh, 2017; Gerelt,
Ikeuchi, & Suzuki, 2000).

Atualmente existem trés métodos para introduzir as enzimas proteoliticas
em cortes de carne post mortem, como a imersdo dos cortes carneos em solugédo
contendo enzimas proteoliticas, passando a solucdo pela superficie antes do
cozimento e por inje¢do diretamente na carne. A maioria dos estudos anteriores

sobre a utilizacdo de enzimas proteoliticas para amaciar a carne foi dirigido a



107

aplicacéo destas enzimas diretamente na carne, no entanto, os métodos utilizados
consomem tempo, além do método por injecdo acarretar em danos ao tecido
devido a utilizagdo de agulhas (Jayasooriya, Torley, D’ Arcy, & Bhandari, 2007).

Nas ultimas décadas, as inovacBes nos sistemas de embalagem de alimentos
evoluiram como resposta as mudangas nas tendéncias do mercado e nas
preferéncias dos consumidores por alimentos seguros, saudaveis e de qualidade
(Ahmed et al., 2017). Diante disso, surgiu a tecnologia de embalagens ativas, as
quais possuem fungdes que vao além das propriedades de barreira, contengdo e
protecdo. Estudos estdo sendo realizados a fim de desenvolver embalagens que
sdo capazes de interagir com o alimento embalado e de alguma forma melhorar a
qualidade deste produto. Na industria de carnes foram desenvolvidas tecnologias
de embalagens ativas, em que substancias ativas especificas sdo incorporadas no
material da embalagem ou dentro da embalagem, a fim de afetar positivamente a
qualidade e prolongar a vida Util dos produtos carneos (Kuuliala et al., 2015;
Lorenzo, Batlle, & Gomez, 2014; Wrona, Nerin, Alfonso, & Caballero, 2017).

Um polimero interessante que vem sendo utilizado para elaboragdo de
embalagens ativas é a quitosana, um polissacarideo proveniente da quitina,
capaz de formar filmes transparentes e flexiveis. Por ser biodegradavel, este tipo
de polimero visa reduzir o uso de embalagens plasticas sintéticas, com a
vantagem de diminuir os problemas ambientais causados pelos descartes de
polimeros obtidos de fontes ndo renovaveis como o petréleo (Crizel et al., 2018;
Dehnad, Emam-Djomeh, Mirzaei, Jafari, & Dadashi, 2014; Dias et al., 2014;
Leceta, Guerrero, & De La Caba, 2013).

Os filmes de quitosana tém pobres propriedades mecénicas que limitam
suas aplicagbes. As nanofibras de celulose tém sido utilizadas como material de
reforco em filmes de quitosana proporcionando melhoria nas suas propriedades
mecénicas e de barreira. As nanofibras de celulose sdo nanomateriais muito

interessantes para a produgdo de nanocompositos baratos, leves e
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biodegradaveis. As cadeias de celulose sdo sintetizadas para formar nanofibras,
que sdo feixes alongados de moléculas estabilizadas através de ligacdo de
hidrogénio (Azeredo et al., 2010; Dufresne, 2013).

No nosso melhor conhecimento, este € o primeiro trabalho a lidar com a
incorporacdo de uma enzima proteolitica no material da embalagem com o
intuito de promover o amaciamento de cortes carneos. A inovacdo do presente
estudo €, portanto, o desenvolvimento de uma embalagem biodegradavel para
aplicacdo em cortes carneos a fim de melhorar a maciez durante o
armazenamento refrigerado. Assim, o presente estudo foi conduzido para avaliar
o efeito da utilizacdo de um filme de quitosana e nanofibra de celulose contendo

papaina na melhoria da maciez da carne bovina.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Os materiais utilizados estdo descritos no Artigo 1.
2.2 Producéo dos filmes

A metodologia utilizada no desenvolvimento dos filmes estdo descritos
no Artigo 1.
2.3 Matéria prima e preparacdo das amostras

Pecas de contrafilés (M. Longissimus Thoracis et Lumborum) bovino de
trés animais diferentes, com 48 horas post mortem, foram obtidos em um
acougue local e levados ao Laboratorio de Tecnologia de Carne e Derivados
(LabCarnes), no Departamento de Ciéncia da Alimentos da Universidade
Federal de Lavras. Cada peca foi cortada em bifes com aproximadamente
2,5 cm de espessura. Em seguida, os bifes foram aleatorizados nos 6
tratamentos como mostra a Tabela 1. Em todos os tratamentos, as unidades
experimentais de cada animal foram aleatoriamente distribuidas em funcéo do

tempo de maturacao.

Tabela 1. Sistemas de embalagens utilizados no experimento.

Tratamento Composicdao do filme esrﬁkirlgz gri
Co e EC
FC Quitosana F+EC
6P Quitosana / 6% papaina F+EC
10P Quitosana / 10% papaina F+EC
6NF Quitosana / 6% papaina / 4% NFC F+EC
10NF Quitosana / 10% papaina / 4% NFC F+EC

F:filme; EC: embalagem comercial

Os bifes foram envolvidos separadamente com os filmes desenvolvidos

e entdo embalados & vacuo em filme de poliamida/polietileno (Figura 1). Depois
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de embalados, os bifes foram armazenados a 2 °C em camara incubadora
(Modelo SP-500, SPLabor) por 0, 7, 14 e 21 dias.

L

Figura 1. Filme desenvolvido e sistema de embalagem utilizado no experimento.

Em cada tempo de armazenamento, os bifes foram retirados da
embalagem e analisados quanto a: cor, pH, atividade proteolitica, forca de
cisalhamento (WBsSF), perda de peso por cozimento e indice de fragmentagédo
(IF). Para a determinacdo do IF e da WBsSSF as amostras foram removidas e
congeladas em freezer horizontal (-18 °C) para posterior andlise.

2.4  Atividade proteolitica da carne

Para a determinacdo da atividade proteolitica da carne, primeiramente a
carne foi pesada (2 g) e homogeneizada em tampao de fosfato de potassio (pH
7,4) utilizando um mixer. Em seguida o material foi centrifugado durante 10 min
a 2000 g e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade
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proteolitica segundo o método proposto por Vasconcellos et al. (2011). Em um
tubo de Falcon adicionou-se 2 mL do sobrenadante, 2 mL de EDTA (1 mM), 2
mL de cisteina (5 mM), 2 mL de caseina (1%) e 2 mL de tampéo de fosfato de
potassio (pH 7,4). A mistura foi entdo deixada em repouso durante 30 min a
37°C, seguido pela adicdo de solucdo de &cido tricloroacético (6 mL, 5% m /v)
com o objetivo de parar a reacdo enzimatica. Os tubos foram centrifugados
(2000 g, 15min) e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 280 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica (U, pM/min) foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1 pmol de tirosina por minuto, nas condigdes de ensaio. A
atividade proteolitica da carne foi expressa como unidades de enzima por g de

carne.

25 pH

Para a medicdo do valor de pH, 5 gramas de carne foram
homogeneizadas com 20 mL de &gua destilada durante 30 segundos em
Homogeneizador/Turrax (TE-102, Tecnal). O pH foi aferido utilizando um
pHmetro de bancada (Mpa- Tecnopon) onde foram obtidas trés leituras para
cada amostra e calculada a média (Kandeepan, Anjaneyulu, Kondaiah,
Mendiratta, & Lakshmanan, 2009).

2.6 Perda de peso por cozimento e forca de cisalhamento

Para a determinacéo da perda de peso por cozimento (PPC) as amostras
foram cozidas em microondas segundo a metodologia proposta por Silva,
(2015). Os bifes de 2,5 cm de espessura ainda congelados foram cortados em
nucleos de 5,0 x 5,0 cm usando um guia de corte. As amostras foram colocadas
em um recipiente de plastico forrado com uma toalha de papel, que foi usada
para cobrir a carne para cozinhar em forno microondas (Electrolux, modelo
MEF33, 2450 MHz, Manaus, AM) por 100 s em poténcia maxima (800 W). As

amostras foram pesadas antes e depois do cozimento para determinar a PPC e



112

entdo utilizadas para analise da for¢a de cisalhnamento pelo método da Warner-
Bratzler quadrado da forca de cisalhamento (WBsSF) descrito por Silva et al.,
(2015). Cinco a seis nucleos retangulares (1,0 x 1,0 x 2,5 cm) foram obtidos a
partir de cada amostra no sentido das fibras do mdsculo. Os ndcleos retangulares
foram cortados transversalmente em 200 mm/min por uma lamina de Warner-
Bratzler acoplado a um texturémetro TA.XTplus (Stable Micro Systems Ltd.,
Godalming, Surrey,Reino Unido). A forca méaxima (N) foi medida, e o valor
médio foi calculado para cada bife.
2.7 Indice de fragmentacéo

O indice de fragmentacédo (IF) foi determinado pelo protocolo descrito
por (Davis, Dutson, Smith, & Carpenter, 1980), com pequenas modificagdes
sugeridas por Ramos & Gomide (2007). Cinco gramas de amostra, ainda
congelados, foram homogeneizados (Turratec TE 102; TECNAL, Piracicaba,
SP, Brasil), em 50 mL de solucéo refrigerada (4 °C) contendo KCI 2 mM e
sacarose 0,25 M a 15.000 rpm durante 40s. O homogenato foi filtrado sob vacuo
(modelo NOF650, New bomba, Brasil) usando uma tela de nylon com poros de
250 um. A tela com o residuo foi transferida para um papel filtro e o conjunto
(tela + papel) foi pesado depois de 10 min a temperatura ambiente. O indice de
fragmentacdo foi determinado pela equacdo 1. Valores de IF menores indicam

maior proteo6lise da estrutura miofibrilar.

Pa-Pf-Pc
Pa

IF = x 100 1)

Em que: IF é o [indice de fragmentagdo, Pa é o peso da amostra, Pf é 0

peso do papel filtro e Pc é o peso do conjunto (residuo + papel filtro + tela).

2.8  Medida instrumental da cor
Em cada tempo de armazenamento, os bifes foram removidos das

embalagens e expostos ao ar ambiente (oxigenados) durante 30 min a 25 °C. As
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medidas de cor foram realizadas de cinco pontos distintos da superficie de cada
bife utilizando um colorimetro espectrofotométrico modelo CM-700 (Kdnica
Minolta, Japao) operando no sistema CIE (L*,a*,b*) com porta de abertura de 8
mm, iluminante A, angulo de 10° para o observador.

As proporcOes relativas da mioglobina, metamioglobina (MMb);
oxiomioglobina (O,Mb); e deoximioglobina (DMb) foram calculadas a partir da
curva de reflectancia pelo método matematico descrito por Krzywicki, (1979),
descrito por Ramos & Gomide, (2017). O instrumento mede a refleténcia entre
400 nm e 700 nm a intervalos de 10 nm. Os valores de refletincia em
comprimentos de onda ndo fornecidos pelo instrumento (473, 525 e 572 nm)

foram calculados por interpolacéo linear.

2.9  Anélise Estatistica

Os resultados foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) usando
o pacote SAS® System for Windows ™, versao 9.0 ( SAS Institute, Inc., EUA)
para determinar o efeito da embalagem e o tempo de armazenamento em cada
variavel. Os efeitos que apresentaram significancia (p<0,05) foram submetidos a

andlise de comparacao de médias pelo teste de Duncan.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Atividade proteolitica da carne e indice de fragmentagao (IF)

Para a atividade proteolitica (Figura 2), tanto o tratamento como o tempo
de armazenamento foi significativo assim como a interagdo entre esses fatores.
A migracdo da papaina da embalagem para a carne foi atribuida ao aumento da

atividade proteolitica nos bifes em relacéo ao tratamento controle (sem papaina).
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Figura 2. Atividade proteolitica dos bifes armazenados a 2°C com diferentes
embalagens. Barras acompanhadas de letras minUsculas iguais para 0 mesmo tempo de
armazenamento e barras acompanhadas de letras mailsculas iguais para 0 mesmo
tratamento ndo diferem estatisticamente (p<0,05) entre si pelo teste de Duncan.

A variagdo da atividade proteolitica para o tratamento controle
(embalagem comercial) néo foi significativa em funcéo do tempo de maturag&o.
Ja o tratamento FC (filme sem papaina) teve um pequeno aumento na atividade
proteolitica a partir do décimo quarto dia de armazenamento, porém se manteve
menor em relacdo aos tratamentos com papaina assim como o0 tratamento
controle. Todos os tratamentos contendo papaina aumentaram significativamente

(p<0,05) a atividade proteolitica em fung¢do do tempo. Este consideravel
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aumento na atividade proteolitica indica que houve a migracdo da enzima
presente na embalagem para o produto embalado com o tempo de
armazenamento.

No sétimo dia de armazenamento observou-se que ndao houve varia¢do da
atividade proteolitica entre os tratamentos com papaina. Ja com 14 dias de
armazenamento o tratamento com 10P foi superior a todos os outros tratamentos,
até mesmo ao tratamento 10NF, o que indica que a NFC controlou a liberacéo da
enzima até o décimo quarto dia de armazenamento. Porém, com 21 dias 0s
tratamentos com e sem NFC ndo diferiram estatisticamente (p<0,05) para uma
mesma concentracdo de papaina.

O aumento da protedlise medida pelo IF das amostras analisadas esta
apresentado na Figura 3. Houve uma interacdo significativa entre o sistema de

embalagem e o tempo de maturacéo.
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Figura 3. indice de Fragmentagdo Miofibrilar dos bifes armazenados a 2°C com
diferentes embalagens. Barras acompanhadas de letras mindsculas iguais para 0 mesmo
tempo de armazenamento e barras acompanhadas de letras mailsculas iguais para o
mesmo tratamento ndo diferem estatisticamente (p<0,05) entre si pelo teste de Duncan.

Todas as amostras apresentaram reducao do IF ap6s 7 dias de maturacdo. O

IF ¢ uma medida indireta da atividade enzimatica dos sistemas proteoliticos.

Menores valores de IF durante a maturacdo indicam maior protedlise da

estrutura miofibrilar, com consequente reducdo nos valores de forca de

cisalhamento e aumento da maciez da carne (Ramos & Gomide, 2017). Varios

estudos reportaram o aumento da fragmentacdo miofibrilar durante o processo



117

de maturacdo da carne bovina (Aroeira et al.,, 2016; Hopkins, Martin, &
Gilmour, 2004; Prado & de Felicio, 2010).

Os tratamentos com 10% de papaina exibiram diferenca significativa a
partir de 7 dias de maturacdo em relagdo ao controle. Com 14 dias de maturacao
observou-se uma maior fragmentacdo das miofibrilas nos tratamentos com 10%
de papaina em relacdo aos com 6%, contudo essa diferenga ndo foi observada na
forca de cisalhamento. Provavelmente a maior fragmentacdo observada nos
tratamentos com 10% de papaina ndo foi suficiente para causar uma variagao
significativa nos valores de WBsSF, porém, os tratamentos com maior
concentragdo de papaina podem apresentar diferencas na maciez quando
avaliadas através de testes sensoriais. Com 21 dias de maturagdo o tratamento
10P obteve uma redugdo do IF de 34,3% em relacdo ao tratamento Co, ndo
diferindo estatisticamente do tratamento 10NF.

O aumento da fragmentacdo das miofibrilas, a partir do dia 7 para os
tratamentos com papaina, demonstra que a alta atividade proteolitica, a qual foi
confirmada nos resultados obtidos na analise de atividade proteolitica da carne.
O aumento na fragmentacdo das miofibrilas devido & incorporacéo de papaina,
também foi relatado por Qihe, Guoqing, Yingchun, & Hui, (2006), os quais
observaram um aumento gradual da fragmentacdo miofibrilar das carnes tratadas

com papaina ap6s 72 horas de armazenamento.

3.2 pH, forca de cisalhamento e perda de peso por cozimento

Como apresentado na Tabela 2, o efeito da interagéo entre os tratamentos e
0 tempo de armazenamento ndo foi significativa para os resultados de pH, for¢a
de cisalhamento e perda de peso por cozimento. Houve um aumento nos valores
de pH para todos os tratamentos durante a maturacdo, e os valores encontrados
neste trabalho variaram entre 5,60 e 5,81, os quais foram similares aos
encontrados por outros autores para carne bovina maturada (Oliveira, Soares, &
Antunes, 1998; Wyrwisz et al., 2016).
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Tabela 2. Médias e desvio padrdo para os parametros de pH, Forca de cisalhamento e
perda por cozimento de bifes armazenados até 21 dias a 2 °C em diferentes tipos de
embalagem

Efeito pH WBsSF (N)

% Perda por

cozimento

Tratamento (T) C 5,68+0,04 47,15+ 18,88° 346+15
FC 5,72+0,03 47,80+ 20,48" 34,1+0,6

6P 574+0,02 41,22+1857° 334+13

10P 572+0,03 37,93t 17,25b 341+£1,7

6NF 576+0,02 3941+ 17,98b 34,1+0,9

10NF 576+002 4059+18,99° 349+14

Maturacéo/dias

(M) 0 560+ 0,01 53,22+ 17,76° 342+0,5
7 5,67+0,02* 43,28+ 18,40 340+1,2
14 581+0,03" 38,87+ 18,09° 346+15
21 5,78+0,02° 34,01 15,05° 340+1,6

Pr>F T 0,1148 <0,0001 0,2493
M <0,0001 <0,0001 0,6823
TXM 0,5300 0,1369 0,9342

C: controle; FC: filme controle; 6P: 6% de papaina; 10P: 10% de papaina; 6NF: 6%
papaina com NFC; 10NF: 10% papaina com NFC Médias em uma mesma coluna com
letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05).

Os sistema de embalagem ndo causaram alteragdo nos valores de pH, sendo
0s tratamentos com papaina iguais ao controle. Porém todos os tratamentos
apresentaram um aumento significativo nos valores de pH a partir de 14 dias de
armazenamento. O aumento do pH esta relacionado ao processo de proteodlise,
que ocorre durante a maturacdo. O pH aumenta devido a uma alta concentragdo
de produtos de degradac&o de proteinas (alcalino), que é causada pela atividade
de enzimas enddgenas (principalmente as calpainas) e da papaina durante o
processo de maturagdo (Lawrie & Ledward, 2006). Um aumento semelhante no
valor de pH, em carne bovina maturada por 21 dias foi relatado por Wyrwisz et
al., (2016).

As carnes embaladas nos filmes com papaina exibiram menor forca de

cisalhamento (WBsSF) quando comparados aos tratamentos controles (Co e
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FC). A reducdo no valor de WBSSF é um resultado da acdo combinada das
enzimas enddgenas (responséveis pelo amaciamento natural da carne) com o
enfraguecimento estrutural proteico causado pela papaina. A papaina degrada as
proteinas da carne em fragmentos menores atacando principalmente o sistema
miosina-actina, resultando na reducdo da forca de cisalhamento (Ovalle,
Nahirney, & Netter, 2014). N&o houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos com 6% e 10% de papaina. Portanto, o tratamento com 6% de
papaina ja é suficiente para promover uma melhoria na maciez da carne apds 0s
21 dias de maturacdo em relagdo ao tratamento controle. Observou-se também
gue as carnes embaladas com os filmes contendo NFC ndo diferiram
estatisticamente dos filmes sem NFC. Esses resultados indicaram que a adigdo
de NFC ndo afetou a acdo amaciante da papaina.

O efeito amaciante da papaina também foi observado por Barekat &
Soltanizadeh, (2017), esses autores verificaram que a imersdo de carne bovina
(musculo Longissimus lumborum) em solu¢do de papaina teve um efeito
consideravel na redugdo dos valores de WBSF (p<0,05), particularmente quando
o0 tratamento com enzima foi acompanhado por radiag&o ultrassonica.

Considerando o limite de classificacdo da maciez da carne descrito por
Destefanis, Brugiapaglia, Barge, & Dal Molin (2008) e a equacdo descrita por
Silva et al., (2015) para conversédo dos valores de WBSF para WBsSF, podemos
considerar os seguintes grupos de classificagdo: " muito macia” (WBsSF <30
N); "macia” (30 N < WBsSF < 36 N); “aceitavelmente macia” ( 36 N < WBsSF
<42 N); “dura” (42 N < WBsSF < 48 N) e “muito dura” (WBsSF > 48N). Com
base nessa classificacdo, as carnes sem papaina (Co e FC) foram classificadas
como “duras”, enquanto os bifes embalados nos filmes com papaina classificou-
se como “aceitavelmente macia”.

Uma diminuicéo significativa no valor de WBsSF foi observado durante o

armazenamento em todos os tratamentos. Os bifes apresentaram uma reducéo na
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forca de cisalhamento de 53,22 N para 34,01 N ap6s 21 dias de armazenamento.
O menor valor de WBsSF durante o tempo de armazenamento é resultado da
protedlise pods-morte por proteases enddgenas. As enzimas proteoliticas, em sua
maioria as calpainas, causam a degradacdo das proteinas do tecido muscular
durante o processo de maturacdo, levando a mudancas na micro e ultraestrutura
das fibras musculares, o que esta correlacionado com a reducdo da dureza da
carne (Kemp, Sensky, Bardsley, Buttery, & Parr, 2010).

As porcentagens de perdas no cozimento em média variaram entre 33,4 e
34,9%, e ndo houve efeito significativo do tempo de maturacdo e do tipo de
embalagem utilizada. Em um estudo realizado por Boakye & Mittal (1993) no
musculo Longissimus dorsi, a perda de peso por cozimento mostrou ser a mesma
de 2 dias de maturagdo até 12 dias. Outros estudos também relataram nenhuma
variacdo significativa na perda por cozimento durante o processo de maturacdo
da carne (Komiyama, Regina, Boaro, & Mendes, 2009; Vieira, Diaz, Martinez,
& Garcia-Cachén, 2009).

3.3 Proporgdes relativas da mioglobina

A intensidade de cor vermelha das carnes cruas estd associada a proporcao
relativa de trés formas quimicas da mioglobina: mioglobina reduzida ou
deoximioglobina (DMb), de coloracdo vermelho-purpura; oximioglobina
(O;Mb), de coloracdo vermelho-brilhante e metamioglobina (MMb), de
coloragdo marrom (Livingston & Brown, 1981).

A interacdo entre o tempo de armazenamento e o tipo de embalagem néo
foi significativa para os resultados obtidos para as proporcles relativas da
mioglobina. A alteracbes no conteddo de MMb, DMb e O,Mb durante o
armazenamento sdo mostradas na Tabela 3. O tempo de armazenamento teve
efeito significativo nas proporcoes relativas da mioglobina. Ja para a embalagem

apenas a variacao no contetdo de MMb foi significativa.



Tabela 3 Proporc¢oes relativas da mioglobina nas carnes maturadas
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Efeito %MMb %DMb %0,Mb
Tratamento (T) C 35,69+ 1,61 18,65 + 1,59 45,67 + 1,36
FC 31,25°+ 0,93 23,04+231  4571+1,82
6P 33,38°+143 1821+230 4840+1,76
10P 3359°+149 1861+214  47,80+1,50
6NF 34,12°+ 1,61 2042+210 4545+1,33
10NF  33,73°+1,20 1911+199 47,16+131
'(V',\j‘)t“ra@a"/ dias 2850°+023 2202°+141  4947°+ 125
7 32,79°+131 24,09°+2,05 43,13+ 1,09
14 36,56°+ 0,90 18,05°+1,23 45,39+ 0,94
21 36,65°+ 0,52 14,54+ 1,00 48,81%+ 1,07
Pr>F T 0,0232 0,0676 0,3024
M <0,0001 <0,0001 <0,0001
TxM 0,6847 0,4766 0,5247

C: controle; FC: filme controle; 6P: 6% de papaina; 10P: 10% de papaina; 6NF: 6%
papaina com NFC; 10NF: 10% papaina com NFC Médias em uma mesma coluna com
letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05).

Todos os tratamentos com o filme de quitosana apresentaram reducéo
significativa no conteido de MMb, quando comparado ao controle (embalagem
comercial). Provavelmente o filme de quitosana atuou reduzindo a oxidagéo da
mioglobina devido a um aumento da barreira ao oxigénio proporcionado pelo
filme. Além disso, Darmadji & lzumimoto, (1994) relataram que a quitosana
reduziu a oxidacao de carnes bovina armazenadas a 4 °C durante 10 dias. Esses
autores também observaram que a quitosana teve um bom efeito no
desenvolvimento da cor vermelha da carne durante o armazenamento. Outros
trabalhos também relataram a atividade antioxidante da quitosana (Chang, Wu,
& Tsai, 2018; Chien, Sheu, Huang, & Su, 2007; Feng, Du, Li, Hu, & Kennedy,
2008; Kanatt, Rao, Chawla, & Sharma, 2013).

O teor de MMb aumentou com o tempo de armazenamento

acompanhado da reducdo do contetdo de DMb e O,Mb (até o sétimo dia).
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Embora o oxigénio tenha sido extraido das embalagens em ambos os
tratamentos, pequenas quantidades de oxigénio permanecem nas fendas da
embalagem que podem penetrar na superficie da carne e, em seguida, ser
utilizadas rapidamente na autoxidacdo de DMb para MMb durante o
armazenamento (Strydom & Hope-Jones, 2014). Lagerstedt, Lundstrom, &
Lindahl (2011) e Lindahl (2011) também observaram gue o contetdo de MMb
da carne bovina (M. longissimus dorsi) embalada a vacuo aumentou durante o
armazenamento por 15 dias e 25 dias, respectivamente. Segundo Renerre &
Labas (1987), quando armazenada sob-refrigeragdo por longos periodos, a cor da
carne bovina perde estabilidade, levando ao surgimento de pigmentos escuros,
comprometendo a aceitagdo da mesma.

A partir do sétimo dia observou-se um aumento na concentragdo de
O,Mb. Esse aumento pode ser explicado por uma reducéo na taxa de consumo
de oxigénio (OCR), que esta relacionada a respiracdo mitocondrial residual p6s
mortem (McKenna et al., 2005). Este sistema respiratorio compete com a
mioglobina pelo oxigénio atmosférico que se difunde na carne (Lanari &
Cassens, 1991). Assim, a carne com 7 dias mostra uma OCR alta, o que resulta
em uma menor penetracdo do oxigénio na carne, causando a formacgéo de O,Mb
a uma profundidade rasa. Com o aumento do tempo de maturacdo, a OCR
diminuiu devido a degradagdo das enzimas envolvidas na respiracdo
mitocondrial, permitindo a penetracdo do oxigénio (Lanari & Cassens, 1991;
Tang et al., 2005).

3.4 Cor Instrumental

Ndo foi registrada interacdo significativa entre o tempo de
armazenamento e a embalagem para os parametros colorimétricos. Assim, 0s
principais efeitos sdo apresentados na Tabela 4.

A luminosidade (L*) ndo foi afetada (p<0,05) pela embalagem nem

pelo tempo de armazenamento, permanecendo constante até o 21° dia. Outros
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autores (Friedrich et al., 2008; Oliete et al., 2005) também observaram nenhuma
variagéo significativa de L* em carnes armazenadas durante 14 e 21 dias sob
refrigeracao.

O sistema de embalagem ndo causou efeito significativo para o
pardmetro a*, porém, o tempo de armazenamento causou uma redugéo (p<0,05)
para este parametro até o 7° dia de armazenamento, mantendo se constante até o
21° dia. Como todas as amostras apresentaram um aumento no teor da
metamioglobina com o tempo de armazenamento, a reducgdo do valor de a* pode
ser atribuida ao surgimento da cor marrom da MMb na superficie dos bifes.
Luciano et al., (2009) relataram que a intensidade do vermelho foi reduzida em
carne de cordeiro durante o periodo de maturagdo (1 a 14 dias), a0 mesmo
tempo, esses autores observaram redugdes significativas na quantidade de

pigmentos heme e aumento no percentual de metamioglobina.



Tabela 4. Pardmetros de cor carne sem embalagem
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Efeito L* a* b* c* h

Tratamento (T) C 42,74+ 6,10 18,54 +3,46 12,89°+2,29 22,64 + 3,65 35,027+ 5,89
FC 41,15+ 5,92 18,00+ 3,34 11,32°+2,63 21,30 + 4,10 32,06°+ 5,44
6P 42,72+ 6,07 17,52 +3,90 12,13*+251 21,34 +4,51 34,90+ 5,34
10P 42,75+ 6,07 17,10+ 3,84 11,91+ 2,32 20,87 +4,24 35,18+ 554
6NF 4197+596 17,27+3,70 11,63°+2,24 20,84 +4,17 34,18%+5,11
10NF 43,62+ 6,19 17,45+ 3,48 12,17+ 227 21,31+ 4,07 35,12%+ 5,69
Maturacéo/dias (M) 0 41,76 £ 1,15 22,55°+ 1,61 13,79°+ 1,37 26,44°+ 2,09 31,33°+ 0,86
7 42,61+ 1,60 16,07°+ 1,77 10,68°+ 1,38 19,34+ 2,09 33,55+ 2,81
14 42,78 +1,73 1558°+ 1,12 11,33°+1,19 19,30°+ 1,20 35,98°+ 2,84
21 42,82+ 1,68 16,37°+ 1,19 12,24°+ 0,94 20,45+ 1,50 36,76%+ 1,39

Pr>F T 0,4450 0,3258 0,0254 0,2037 0,0098

M 0,1145 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

TxM 0,1836 0,9759 0,7078 0,9611 0,4537

C: controle; FC: filme controle; 6P: 6% de papaina; 10P: 10% de papaina; 6NF: 6% papaina com NFC; 10NF: 10% papaina

com NFC Médias em uma mesma coluna com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Tanto o tempo de armazenamento quanto a embalagem causou variagdo
(p<0,05) no valor de b* (indicativo de cor amarela) na superficie dos bifes. O
valor do pardmetro b* diminuiu com o tempo de armazenamento, provavelmente
devido a auto-oxidacdo de DMb a MMb (Aroeira et al., 2016). O Chroma (C¥)
representa a saturacdo da cor, e € um bom indicador da oxigenacdo da carne
recentemente exposta ao ar (Ramos & Gomide, 2007). Os valores de C* das
amostras tiveram uma reducdo com o tempo de armazenamento. Segundo
Beriain, Gofii, Indurain, Sarriés, & Insausti, (2009), a reducdo no valor de
croma esta relacionada ao aparecimento de cor marrom na carne, sendo este
efeito causado pela transformacdo da mioglobina em MMb. Estes resultados
estdo de acordo com o aumento da concentracdo de MMb observado nas carnes
com o tempo de maturagdo. O angulo de tonalidade (h) é a descricdo da cor a
medida que a comunicamos na linguagem vermelho, amarelo, verde, azul, etc...
e, para a carne, o0 angulo de tonalidade descreve o desenvolvimento da cor do
vermelho para amarelo, dngulos maiores indicam menos vermelho (Ramos &
Gomide, 2007). O menor valor de h no tratamento FC indica uma cor mais
vermelha, o que confirma a menor concentracdo de metamioglobina obtida nesse
tratamento. Ja em relagdo ao tempo de armazenamento, observou-se que houve
um aumento do valor de h o que provavelmente esta relacionado ao aumento da

formacdo de pigmentos escuros, como a metamioglobina.

3.5 Efeito da papaina na aparéncia da carne

Como podemos observar na Figura 4, os sistemas de embalagem contendo
o filme de quitosana possuem boa transparéncia, permitindo a visualizacdo do
produto no interior da embalagem, como no tratamento controle (embalagem
comercial). As carnes nas embalagens com o filme de quitosana apresentaram
uma cor mais escura quando comparadas a carne da embalagem controle, esta

variacdo na cor pode ser explicado pela cor amarelada do filme de quitosana.
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Figura 4. Carnes embaladas & vicuo e armazenadas por 21 dias a 2°C

Apesar das carnes com os filmes de quitosana exibirem coloragdo mais
escura do que o tratamento controle, quando retiradas da embalagem, as carnes
apresentaram coloragdo vermelho-brilhante devido a oxigenagdo da mioglobina,
como observado na Figura 5.
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Figura 5. Aspectos das carnes tratadas com os diferentes tipos de embalagem apds 21
dias de armazenamento e expostas ao oxigénio por 30 min.. (a) controle, (b) filme
controle, (c) 6% de papaina, (d) 10% de papaina, () 6% papaina/NFC e (f)
10%papaina/NFC.

Todas as carnes apresentaram uma cor vermelho-purpura (DMb) que é
rapidamente convertida a um vermelho vivo (O,Mb) quando a carne é retirada
da embalagem. Esse é um fendmeno natural, que ocorre em carnes maturadas
embaladas & vacuo. A mioglobina na auséncia de oxigénio assume a coloracdo
vermelha escura, no entanto, quando exposta ao oxigénio, ocorre a ligacdo
mioglobina-oxigénio, fazendo com que a proteina assuma uma nova formacéo e
passe a apresentar uma cor vermelho-vivo brilhante (Nassu, Verruma-bernardi,
Tullio, Cruz, & Alencar, 2013).
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4 CONCLUSAO

A migracdo da papaina presente no filme para a carne foi confirmada
atraves da analise de atividade proteolitica, na qual foi observado um aumento
da atividade proteolitica da carne durante o tempo de maturacdo. Devido a
migracdo da papaina na carne houve um aumento da fragmentacdo das
miofibrilas e uma reducédo da forca de cisalhamento, indicando uma melhoria na
maciez da carne bovina. Os filmes com nanofibras de celulose apresentaram
uma reducdo na taxa de migracdo da enzima nos primeiros dias de maturacéo,
porém os tratamentos com NFC ndo diferiram dos tratamentos sem NFC, em
relacdo a forca de cisalhamento e fragmentagcdo miofibrilar. Os filmes com
concentracdo de papaina de 6% ja foram suficiente para promover o
amaciamento das carnes apés 21 dias de armazenamento. Os tratamentos com o
filme de quitosana apresentaram menores valores de metamioglobina quando
comparadas a carne embalada com a embalagem comercial, e as embalagens
utilizadas causaram variacdo significativa nos parametros de cor da carne bovina

maturada.
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