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RESUMO

A poluicdo ambiental causada por materiais de embalagens plasticas ndo
biodegradaveis e sintéticos aumentaram o interesse em polimeros biodegradaveis. Da
producdo mundial de plastico, quase 40% é destinada para embalagem como uso
final, sendo que a maioria sdo descartaveis e ndo existe um adequado processo de
reciclagem, gerando negativos impactos ambientais no planeta. A crescente
preocupacdo dos consumidores com o0s problemas decorrentes do uso de
embalagens plasticas, bem como a demanda por alimentos de maior qualidade
contribuem para o desenvolvimento de embalagens fabricadas com biopolimeros
naturais ou sintéticos. Embora os filmes biodegradaveis nédo pretendam substituir
totalmente as embalagens sintéticas tradicionais, eles tém o potencial de reduzir seu
uso, além de poder atuar como sistemas de liberacdo controlada de compostos
bioativos. O alginato de sodio, o &cido polilatico (PLA) e o poli vinil alcool (PVA) sao
biopolimeros com a capacidade de formar filmes biodegradaveis com boas
propriedades fisico-quimicas mecanicas, térmicas, oOticas e de barreira. Além disso,
h& a possibilidade de incorporar compostos bioativos a matriz polimérica para obter
filmes com propriedades antioxidantes e/ou antimicrobianas que permitam preservar
a qualidade e prolongar a vida util dos alimentos. Nesse sentido, o objetivo do presente
trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar as propriedades funcionais de filmes
ativos biodegradaveis obtidos a partir de alginato de sodio e incorporados de licopene
e B-caroteno, e filmes multicamada de PLA e PVA e incorporados de acidos p-
cumarico. Os filmes apresentaram boas propriedades mecéanicas e de barreira, assim
como uma oOtima capacidade antioxidante e antimicrobiana, respectivamente,
demonstrando ser capazes de proteger alimentos da degradacao quimica, biolégica e
microbioldgica. Foi possivel desenvolver filmes biodegradaveis com alto potencial

para ser usados como embalagem primaria de alimentos.

Palavras-chave: Embalagem biodegradavel; carotenoides; alginato de sédio;

PVA; PLA, capacidade antioxidante; antimicrobianos, Embalagem ativa.
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1 INTRODUCAO

As principais funcdes das embalagens de alimentos sao proteger os alimentos
de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, para reduzir sua deterioragdoe prolongar os
efeitos benéficos do processamento, com manutencao da qualidade e seguranca dos
alimentos com o prolongamento da vida util. Na industria de alimentos, os filmes
plasticos, obtidos em sua maioria a partir de polimeros derivados de petréleo, sao
comumente utilizados como embalagem devido a suas boas propriedades mecanicas
e de barreira, estabilidade térmica, baixa permeabilidade ao vapor de agua, ampla

aplicabilidade, baixo custo e altadurabilidade.

O mercado mundial de filmes plasticos é dominado pelo uso de polietileno (PE)
e de polipropileno (PP), que juntos somam a producao de cerca de 34 milhbes de
toneladas por ano. Os dados da Plastics Europe confirmam que independentemente
do tipo de polimero, a embalagem é o maior uso final dos plasticos (44%) (AVEROUS;
POLLET, 2012; PLASTICSEUROPE, 2022). Mundialmente, um total de 1,3 bilh&o de
toneladas de residuos solidos urbanos por ano foi gerado em 2012, mas espera-se
gue esse total aumente para 2,2 bilh6es de toneladas por ano até 2025 (SENTURK
PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018).

Os materiais de embalagem néo renovaveis e ndo biodegradaveis podem ser
descartaveis e altamente duraveis, dependendo de sua composicdo e aplicacao
especifica, porém apresentam sérios inconvenientes ambientais. A mudanca climatica
global, causada em parte pelas emissdes toxicas geradas na incineracao residuos
plasticos, tornou-se um problema cada vez mais importante, e o descarte de itens
elaborados a partir de plasticos, como utensilios de fast-food, embalagens e sacos de
lixo, também gera um problema ambiental. Além disso, a reciclagem de plastico
apresenta um equilibrio ecolégico negativo devido a necessidade, em quase todos 0s
casos, de eliminar residuos presentes nas embalagens plasticas, bem como o
consumo de energia durante as fases do processo de reciclagem (GONTARD et al.,
2011; AVEROUS; POLLET, 2012).

A crescente preocupacdo dos consumidores com o0s problemas ambientais
decorrentes do uso de embalagens a partir de fontes ndo renovaveis, bem como a

demanda por alimentos saudaveis contribuiram para o desenvolvimento de



embalagens fabricadas com fontes naturais (NARAYAN, 2014). A fim de resolver este
problema, empresas e pesquisadores tém trabalhado em maneiras de desenvolver
novas estratégias para producdo de embalagem com materiais biodegradaveis, a

partir de polimeros naturais ou sintéticos (GONTARD et al., 2011).

Por estas diferentes razdes, alcancar as condi¢fes das substituicdes plasticas
convencionais por polimeros degradaveis, particularmente para aplicacdes de curto
prazo (embalagens), € de grande interesse para a sociedade como um todo, desde
as industrias até os consumidores. Embora os filmes biodegradaveis ndo pretendam
substituir totalmente as embalagens sintéticas tradicionais, eles tém o potencial de
reduzir seu uso, de funcionar como sistemas de liberacdo controlada de substéancias
ativas e de limitar a migracdo de umidade, aroma e lipidios entre os componentes de
alimentos (AVEROUS; POLLET, 2012; HAN, 2014b).

Existe a possibilidade da incorporacdo de alguns aditivos com propriedades
antioxidantes e/ou antimicrobianas a matriz de filmes biodegradaveis com o objetivo
de preservar e prolongar a vida util dos alimentos embalados. Os filmes podem atuar
como portadores de substancias antioxidantes para proteger contra descoloracao,
degradacdo e rancidez oxidativa (PARREIDT et al., 2018).

A adicdo de antioxidantes naturais pode alterar a estrutura da matriz polimérica
do filme. A adicéo destes compostos pode proporcionar maior barreira a luz visivel e
UV, assim como menor permeabilidade ao vapor de agua através do carater
hidrofébico do antioxidante adicionado, e maior atividade antioxidante, o que pode
propiciar uma melhor estabilidade de alimentos com alto teor de gordura (NORONHA
et al., 2014; PAGNO et al., 2016). Os agentes antimicrobianos incorporados inibem o
crescimento indesejavel de micro-organismos na superficie do alimento de forma mais
eficiente do que sua incorporacdo direta no alimento, devido a sua liberacéo
controlada da embalagem para o produto. A liberacéo controlada pode prolongar a
acao antimicrobiana ao longo do tempo de forma mais constante, necessitando assim
de doses menores de principios ativos (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2021).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos estudos para caracterizar e avaliar a
estabilidade de filmes biodegradaveis obtidos a partir de biopolimeros naturais e

incorporados de carotenoides e acidos fenolicos. Os resultados tém demonstrado que



foi possivel desenvolver filmes com atividade antioxidante e antimicrobiana que
podem ser aplicados como embalagens de alimentos (NORONHA et al., 2014; DOS
SANTOS et al.,, 2016; PAGNO et al.,, 2016; ASSIS et al., 2018; ANDRADE;
GONZALEZ- MARTINEZ; CHIRALT, 2022; ORDONEZ; ATARES; CHIRALT, 2022b).

Os filmes plasticos a base de polimeros ndo biodegradaveis sao os mais
utilizados na industria de embalagens para embalagens alimenticias e médicas
(POLYMER PROPERTIES DATABASE, 2022). Os filmes multicamadas para fins de
embalagem variam de 3 a 12 camadas. Os filmes de monocamada tém boas
propriedades mecanicas, mas fracas propriedades de barreira (oxigénio, vapor de
agua e aroma) e baixa resisténcia ao calor ou vice-versa. Esses fatores sé&o
essencialmente para aumentar a vida util dos alimentos embalados (ALIAS; WAN;
SARBON, 2022). Além disso, compostos bioativos com propriedades antimicrobianas
ou antioxidantes podem ser adicionados aos filmes multicamadas, a fim de
desenvolver uma embalagem ativa com beneficios funcionais (TAMPAU et al., 2020;
ANDRADE; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT, 2022; ORDONEZ; ATARES;
CHIRALT, 2022a). A unido entre camadas € o principal requisito para uma montagem
multicamadas bem-sucedida. O procedimento precisa alcancar a melhor aderéncia
entre monocamadas e as vezes € necessario o uso de plastificantes, emulsificantes e
outros aditivos (LA FUENTE ARIAS et al., 2021).

Neste contexto, por causa das boas propriedades na formacéo de filmes, o
alginato de sédio, PLA e PVA se apresentam como excelentes materiais para serem
usados na matriz filmogénica. O licopeno, [B-caroteno e o &cido p-cumarico
apresentam uma boa capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana com alto
potencial para serem incorporados nos filmes com o objetivo de desenvolver

embalagens com propriedades funcionais.

Este trabalho esté organizado na forma de capitulos. O Capitulo 1 apresenta
a fundamentacéo tedrica dos assuntos abordados ao longo da presente tese. No
Capitulo 2 estdo descritos os procedimentos empregados para a realizacdo do
trabalho, na forma de Materiais e Métodos. Os artigos produzidos a partir dos
resultados obtidos estdo apresentados no Capitulo 3, e o Capitulo 4 compreende
uma discusséo geral do trabalho realizado, assim como as conclusdes obtidas a partir

do mesmo.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver filmes biodegradaveis com propriedades funcionais, produzidos a
partir de alginato de sodio, PLA e PVA, usando glicerina como plastificante, e
incorporados de carotenoides e acidos fendlicos, com propriedades adequadas para
aplicagdo como embalagem de alimentos in natura suscetiveis a oxidacdo e

crescimento microbiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver filmes de alginato de sédio complexados com cloreto de
calcio e glicerina como plastificante e incorporados com licopeno e j-
caroteno, usando a técnica de casting;

e Verificar a influéncia da adicdo de diferentes concentracbes de
carotenoides nas propriedades mecanicas, Opticas, térmicas e de barreira
dos filmes;

e Verificar o potencial antioxidante dos filmes ativos atraves da avaliagéo da
estabilidade oxidativa de 6leo de girassol embalado nos filmes produzidos
sob condicdes aceleradas de armazenamento (luz e temperatura), através
da andlise da formacédo de peréxidos e dienos e trienos conjugados;

e Desenvolver filmes multicamada de PVA e PLA com glicerina como
plastificante, incorporados com &acido p-cumarico, usando a técnica de
thermoprocessing;

e Verificar a influéncia da adicdo de diferentes concentracdes de acido p-
cumarico nas propriedades mecanicas, opticas, térmicas e de barreira dos
filmes ativos multicamada;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes ativos multicamada através
da andlise da inibicdo do crescimento microbiano in vitro usando as

bactérias Escherichia coli e Listeria innocua;



CAPITULO 1: REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 FILMES BIODEGRADAVEIS

Um filme é essencialmente uma rede polimérica de interacdo extensiva de uma
estrutura de gel tridimensional. Embora o processo de formacao de filme, seja em
fundicdo Umida ou em fundi¢céo a seco, os materiais formadores de filme devem formar
uma estrutura de gel rearranjado espacialmente com todos os agentes formadores
incorporados, como biopolimeros, plastificantes, outros aditivos e solventes. Os
materiais formadores de pelicula biopoliméricos sdo geralmente gelatinizados ou
gelificados para produzir solugdes formadoras de pelicula. Para filmes obtidos a partir
de polissacarideos, varias modificacdes quimicas estdo disponiveis, entre essas, a
complexacéo (HAN, 2014b).

A embalagem desempenha um papel importante na preservacao e protecao de
todos os tipos de alimentos e de suas matérias-primas em toda a cadeia de
distribuicdo, como também pode contribuir para minimizar ou evitar a deterioracao
oxidativa e/ou microbiana durante o armazenamento (RYDZ et al., 2018). Danos
mecanicos e alteracdes por causa de fatores fisicos, quimicos e biolégicos podem ser
evitados pelo uso de embalagens, prolongando os efeitos benéficos do
processamento, com manutenc¢ao da qualidade e seguranca dos alimentos e possivel
aumento de sua vida util (MARSH; BUGUSU, 2007). O setor de embalagens para
alimentos encontra-se em constante desenvolvimento devido a ampliacdo dos
mercados internacionais, regulacbfes alimentares, avancos tecnoldgicos,
disponibilidade de matérias-primas, além das demandas dos consumidores
(SENTURK PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018).

Atualmente as embalagens plasticas produzidas a partir de polimeros oriundos
da industria petrolifera representam um fator indispensavel na vida do consumidor por
causa de sua versatilidade e capacidade de inovacdo. Além disso, apresentam boas
propriedades mecanicas, resisténcia quimica e barreira ao oxigénio. Os plasticos
podem ser formados por uma extensa gama de diferentes materiais que podem
oferecer solucdes personalizadas para inUmeros produtos, aplicacbes e setores
(KABASCI, 2014).
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Segundo dados relatados pela Associacdo de Fabricantes de Plastico
(PlasticsEurope, 2022) a producdo mundial de plasticos em 2021 foi mais de 390
milhdes de toneladas, liderada pelos continentes da Asia e a Norte América. Esta
producdo pode ser considerada preocupante, uma vez que a maior percentagem se
refere a materiais gerados a partir do petréleo. Os plasticos sdo obtidos em sua
maioria a partir de fontes fosseis, embora possam também ser obtidos a partir de

fontes bioldgicas; e em ambos casos podem ser biodegradaveis (KABASCI, 2014).

Nos ultimos anos, a maior quantidade de plastico produzido (aproximadamente
44%) é destinada ao desenvolvimento de embalagens. Polimeros ndo biodegradaveis
como o polipropileno (PP), polietileno (PE), policloreto de polivinila (PVC), poli
tereftalato de etila (PET) e poliestireno (PS) sdo os mais utilizados como material
polimérico na producao de embalagens para alimentos (in natura, doces, salgados e
lanches), materiais cotidianos como filmes de cozinha, recipientes para micro-ondas,
sacolas de supermercado e sacos de lixo, bandejas e recipientes reutilizaveis, filme
de embalagem, garrafas de bebidas, representando mais do 60% da demanda global
de pléastico na Europa (PLACKETT, 2011; PLASTICSEUROPE, 2022).

Os plasticos derivados de fontes petroquimicas, como PS, PP, PE, e PET tém
sido cada vez mais utilizados como materiais de embalagem devido a sua
disponibilidade em grandes quantidades a baixo custo e suas propriedades funcionais
favoraveis: boa resisténcia a tracdo, boa barreira ao oxigénio e possibilidade de
selagem pelo calor (MENSITIERI et al., 2011). Em contrapartida, tais polimeros
apresentam baixa taxa de transmissdo de vapor de dgua e ndo sdo totalmente
biodegradaveis, fato que pode impulsionar a poluicdo ambiental e gerar sérios
problemas ecolégicos (THARANATHAN, 2003; MENSITIERI et al., 2011).

A crescente preocupacao dos consumidores com 0s problemas ambientais
decorrentes do uso de embalagens sintéticas, bem como a demandapor alimentos de
maior qualidade contribuiram para o desenvolvimento deembalagens fabricadas a
partir de fontes biodegradaveis (PRAMEELA; MURALI MOHAN; RAMAKRISHNA,
2018; SILVA; BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2009). De acordo com forma de sintese e
fonte de obtencdo, os polimeros biodegraddveis para desenvolvimento de
embalagens ativas biodegradaveis séo classificados em trés grupos principais (Figura
1).
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Figura 1 Classificacdo de polimeros biodegradaveis de acordo com sua origem.

Polimeros Biodegradaveis

I |

Produtos da Biomassa Sintéticos _ Processos
Biotecnolégicos
Polisacarideos L
- Amido - Acido Poli latico (PLA) Polihidroxiaicancatos (PHAS)
- - Policaprolactona (PCL) - Polihidroxibutirato (PHB)
- Celulose - Poli vinil dlcool (PVA) - Poli-hidroxibutirato-co-
- Quitosana valerato (PHBV)
Proteinas
|| - Lacteas
- Soja
- Gelatina

Fonte: Adaptado de (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2021).

O primeiro grupo corresponde aos obtidos a partir da biomassa, como no caso
dos biopolimeros extraidos de recursos agroalimentares ou residuos, tais como
polissacarideos (amido, celulose, alginato ou quitosana) e proteinas (lacteos e
proteinas de soja ou gelatina). O segundo grupo corresponde aos polimeros sintéticos
obtidos a partir de monémeros de fontes renovaveis, como o acido polilatico (PLA), ou
do petrdleo: poli vinil alcool (PVA). O terceiro grupo € formadopor polimeros produzidos
por microrganismos, obtidos a partir de processos biotecnolégicos por meio da
extracao de culturas, como os PHAs (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2021).

O uso de biopolimeros provoca menos lixo e menos poluicdo, assim, 0s
polimeros biodegradaveis substituem os processos de reciclagem mais tradicionais,
enguanto no setor de embalagens alimenticias, o objetivo da aplicacao dos filmes de
biopolimeros, é preservar a qualidade dos produtos alimenticios, protegendo-os da
deterioracdao fisica, quimica e bioldgica, resultando na extensdo da vida util e melhoria
da seguranca. Eles também podem proteger os produtos alimentares da migracéo de
umidade, crescimento microbiano na superficie, alteracées quimicas induzidas pela
luz e oxidacdo de nutrientes. Além disso, funcionam como barreiras contra 6leos,
gases ou vapores e como portadores de substancias ativas, como antioxidantes,

antimicrobianos, corantes e aromatizantes (POPOVIC et al., 2018).
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O uso de filmes de biopolimeros como embalagem priméaria pode substituir
potencialmente materiais de embalagem convencionais, parcial ou totalmente, o que
pode reduzir a utilizacdo global de materiais sintéticos (ROBERTSON, 2012). Uma
vantagem adicional dos materiais de embalagem biodegradaveis é que na
biodegradacgéao ou desintegracéo e compostagem eles podem atuar como fertilizantes
e condicionadores de solo, 0 que pode proporcionar aumento na producao agricola
(THARANATAN, 2003).

Contudo, os biopolimeros tém que competir com polimeros derivados de
combustiveis foésseis (convencionais) em termos de propriedades mecanicas,
condicbes de processamento, custo, sendo por essa razado que a industria de
embalagens produzidas a partir de biopolimeros ndo podem considerar somente a
biodegradabilidade do material, mas também a sua funcionalidade (MENSITIERI et
al., 2011; POPOVIC et al., 2018).

Os materiais de embalagem precisam atender a diferentes necessidades em
termos de resisténcia a umidade, bem como as barreiras de vapor de agua e a gases,
como uma alternativa para a conservagdo ideal dos alimentos. As estruturas
multicamadas baseadas em polimeros ou substratos sdo amplamente utilizadas, pois
consistem em diferentes materiais combinadas por extrusdo ou laminacdo e que
apresentam melhores propriedades funcionais. Assim, o uso de compostos
biodegradaveis e de base biolégica nesse sistema, pode reduzir a dependéncia dos
produtos petroquimicos e a reciclagem completa da embalagem pode ser alcancada
(JOST etal., 2014).

Os polimeros biodegradaveis oferecem propriedades mecanicas competitivas e
econbmicas em comparacdo com polimeros sintéticos. Porém, para superar 0s
problemas de elongacédo e ruptura associados aos biopolimeros, plastificantes e
outros aditivos naturais sao adicionados na solucéo filmogénica (HAN, 2014a). O uso
dos aditivos biodegradaveis, com baixa toxicidade e boa compatibilidade atraiu o
mercado juntamente com a tendéncia mundial crescente de uso de biopolimeros
(CAO; YANG; FU, 2009).

Os plastificantes sdo compostos néo volateis e de baixa massa molecular, com

alto ponto de ebulicdo e misciveis com o polimero, que sdo adicionados para alterar
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as propriedades mecanicas e fisicas dos filmes, geralmente necessarios para filmes
baseados em polissacarideos ou proteinas (SENTURK PARREIDT; MULLER;
SCHMID, 2018; SKURTYS et al.,, 2010). A escolha dos plastificantes a serem
adicionados a solucéo filmogénica depende da sua compatibilidade com o polimero e
o solvente, de modo a evitar a separacédo prematura durante o processo de secagem
e alcancar uma plastificacdo efetiva (PRAMEELA; MURALI MOHAN;
RAMAKRISHNA, 2018).

O uso de um plastificante € normalmente necessario na formulacao de filmes a
partir de biopolimeros ou misturas de biopolimeros. Este é um resultado direto das
interacOes especificas nos materiais, bem como sua sensibilidade a temperaturas
relativamente altas. O plastificante tem uma clara influéncia nas propriedades
reolégicas do biopolimero e, por sua vez, na morfologia e propriedades finais das
misturas (HEERES; VAN MASTRIGT; PICCHIONI, 2013). Os plastificantes mais
eficazes geralmente tém uma estrutura molecular semelhante com o polimero no qual
serdo incorporados. No caso dos carboidratos, os plastificantes mais utilizados sao os
polidis (especialmente sorbitol ou glicerol), porque reduzem as ligacdes de hidrogénio
entre as cadeias e, assim, aumentam o volume molecular livre. Outros polidis, como
frutose, ou polietilenoglicéis (PEG), também sdo exemplos de plastificantes
(SANTANA; KIECKBUSCH, 2013). A eficacia relativa dos diferentes polidis pode ser
atribuida as suas diferentes habilidades de se associarem com a agua, ja que a agua
também funciona como um potente plastificante de carboidratos e proteinas. Uma vez
gue a permeabilidade depende da difusividade na matriz polimérica e na solubilidade
do equilibrio interfacial, plastificantes menos hidrofilicos devem ser preferidos se o
objetivo for a reducdo da permeabilidade ao vapor de &gua (SANTANA,;
KIECKBUSCH, 2013).

Os plastificantes sao adicionados aos filmes, a fim de reduzir a temperatura de
transicdo vitrea e o modulo de elasticidade, e, portanto, obter uma reducdo na
fragilidade e um aumento na flexibilidade, tenacidade, tragéo e resisténcia ao impacto.
A concentracao de plastificante usada na preparacéo do filme geralmente varia de 10
a 60 g/100 g de biopolimero, dependendo da flexibilidade desejada do filme
(GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996). Nesse contexto as propriedades

mecanicas das embalagens biodegradaveis podem ser melhoradas pela plastificacao



16

da rede polimérica (JOST et al., 2014). Como desvantagem, os plastificantes
geralmente aumentam a permeabilidade do filme ao oxigénio, umidade, aroma e
Oleos, devido a reducdo das atracbes intermoleculares ao longo das cadeias
poliméricas (TAVASSOLI- KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-
BEHABADI, 2016). A adicdo de plastificantes hidrofilicos & formulagdo geralmente
promove a permeabilidade ao vapor de agua e influencia as propriedades mecéanicas
do material do filme (SENTURK PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018).

As tecnologias para a producéo de filmes de biopolimeros sdo semelhantes as
das estruturas termoplasticas: fundi¢éo por solvente (casting) e extrusdo (SKURTYS
et al., 2010). Para materiais flmogénicos dispersos em solu¢des aquosas, a remocao
do solvente é necesséria para obter uma formacgéo sélida do filme e controlar suas

propriedades.

Uma das técnicas mais utilizadas para formar filmes é o casting, em que as
dispersdes sdo espalhadas sobre um material de base adequado e depois séo secas.
Durante a secagem da soluc¢éo, a solubilidade do polimero diminui como resultado da
evaporacdo do solvente, até que as cadeias poliméricas se alinhem para formacéo
dos filmes (NUSSINOVITCH, 2013).

A fundicdo de misturas em seco, em seguida, moldadas por compresséao, €
conhecida como thermoprocessing, uma técnica mais adaptavel especificamente para
polimeros termoplasticos. Por causa disso, esse método € considerado
ecologicamente correto, econémico e melhor para producdo em massa. O bom deste
método € que ndo requer nenhum tipo de solvente. Nos ultimos anos esta sento muito
utilizada para obter filmes multicamada incorporados com compostos bioativos (LA
FUENTE ARIAS et al., 2021).

3.2 FILMES BIODEGRADAVEIS DE ALGINATO DE SODIO

3.2.1 Alginato de sodio

O alginato de sodio € um polissacarideo natural que pode ser isolado das
paredes celulares das algas marrons da familia Phaeophyceae, principalmente,
Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum e Laminaria hyperborean, onde esta
presente como os sais de célcio, magnésio e sodio do acido alginico formando parte

da parede celular com funcgdes estruturais semelhantes a carragenina e agar
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(BIERHALZ; DA SILVA; KIECKBUSCH, 2012; LILING et al., 2016; QIN et al., 2018;
SEIXAS et al.,, 2013; SENTURK PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018). Este
hidrocoloide também pode ser sintetizado por microrganismos como Pseudomonas
aeruginosa e Azerobacter vinelandii) (BLANCO-PASCUAL; MONTERO; GOMEZ-
GUILLEN, 2014; GAO; POLLET; AVEROUS, 2017). A extracéo do alginato é realizada
através de uma série de etapas envolvendo a dissolu¢cdo do acido alginico na
biomassa de algas marinhas com uma solu¢éo alcalina, precipitacdo de alginato de
sédio com cloreto de calcio, filtracdo e subsequentes operacbes de purificacédo e
secagem (QIN et al., 2018).

A estrutura molecular do alginato estd constituida principalmente por
copolimeros lineares binarios ndo-ramificados de acido polimanurénico e acido
poligulurénico unidos por ligacdes glicosidicas (1-4) (SANTANA; KIECKBUSCH, 2013;
TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). A
fonte do alginato afeta a proporcao de residuos M e G, e provoca um impacto nas
propriedades fisicas e quimicas do polissacarideo, bem como a viscosidade da
solucéo de revestimento e a espessura do produto (SENTURK PARREIDT; MULLER;
SCHMID, 2018). Baseado na estrutura o alginato se dissolve facilmente em agua e
pode desenvolver solugdes filmogénicas homogéneas, que apds secagem formam
filmes que tém uma ampla gama de aplicacbes alimentares, entre essas como
embalagem (BLANCO-PASCUAL; MONTERO; GOMEZ-GUILLEN, 2014; RINAUDO,
2014).

Os alginatos sao preferencialmente extraidos na forma de sodio devido a sua
solubilidade em agua fria, o alginato de sédio € o sal mais comumente usado
(FERTAH et al., 2017; FUNAMI et al.,, 2009; LILING et al.,, 2016; SANTANA,
KIECKBUSCH, 2013). Uma das propriedades mais atrativas do alginato ¢ a sua
capacidade de gelificar em solu¢des aquosas na presenca de ions divalentes (sais de
célcio), sem ser necessario aplicar calor para formar gel termicamente estavel,
permitindo evitar os efeitos prejudiciais (degradacao) que o calor pode causar nos
componentes bioativos envolvidos (QIN et al.,, 2018). Essa propriedade esta
relacionada com complexagéo que acontece na cavidade proporcionada pelos blocos
G na estrutura linear (Figura 2) (TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH,;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Posteriormente, depois do processo de secagem
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da solucdo filmogénica complexada € possivel formar filmes de alginato com

diferentes propriedades fisico-quimicas (QIN et al., 2018).

Figura 2 Formacao de estrutura complexada através da interagdo de ions de calcio

com os grupos de acido carboxilico do alginato.

|

Fonte: Adaptado de (QIN et al., 2018; SENTURK PARREIDT; MULLER; SCHMID,
2018).

3.2.2 Complexacgéo

O alginato € um trocador ibnico natural, o estado carregado do alginato é
benéfico para a formacao de filmes. A adicdo de um determinado cétion divalente na
solucéo leva a formacao de gel através da troca ibnica, sendo que este polissacarideo
apresenta afinidade pelos metais alcalino-terrosos como Ca**, Sr** e Ba*™. Por sua
vez, 0s cations monovalentes e os ions Mg** ndo formam gel, embora alguns cétions,
como Pb**, Cu**, Cd**, entre outros, também possam induzir a gelificagdo, a sua
toxicidade limita sua utilizacdo (OZILGEN; BUCAK, 2018; SENTURK PARREIDT;
MULLER; SCHMID, 2018).

Cada residuo de alginato tem um grupo acido carboxilico que pode formar sal
com estes ions, uma vez que a solucéo de alginato de sodio entra em contato com
eles, forma-se uma estrutura gelificada com mudancas conformacionais no alginato,
tais como o alinhamento dos blocos G e a formagao do modelo de “caixa de ovo”
devido a ligacao de ions de célcio entre duas cadeias e a formac¢ao de pontes de sal,

gue causa o aprisionamento de uma grande quantidade de agua dentro da rede



19

polimérica (Figura 2) (BIERHALZ et al., 2014; QIN et al., 2018; SENTURK PARREIDT;
MULLER; SCHMID, 2018; TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).

A complexacédo da estrutura polimérica com célcio reduz consideravelmente a
solubilidade e a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, bem como sua
flexibilidade, além de proporcionar maior resisténcia do material (SANTANA,;
KIECKBUSCH, 2013; SEIXAS et al., 2013). A reacado do alginato com ions de célcio
€ rapida, mas a moldagem para producao do filme é dificil (TAVASSOLI-KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Por esse motivo, podem
ser usados procedimentos de 1 etapa (baixa complexacéo) ou 2 etapas (complexacéo
complementar) para preparar flmes complexados. A escolha do tipo de complexacao
também depende das propriedades fisicas desejadas no filme final, para diminuir a
solubilidade dos filmes em meio aquoso é necessario fazer a complexacao
complementar (GALUS; LENART, 2013; SANTANA; KIECKBUSCH, 2013; SEIXAS et
al., 2013; SILVA; BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2009).

3.2.3 Formacéo e propriedades de filmes de alginato de sddio

Entre os diversos materiais investigados para a producdo de filmes
biodegradaveis, o alginato representa um polissacarideo importante, por serem
polimeros naturais que apresentam caracteristicas termoestaveis e reoldgicas,
possuem baixo custo, auséncia de toxicidade, boas propriedades gelificantes,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e facil modificacdo quimica e bioquimica
(SANTANA,; KIECKBUSCH, 2013; SEIXAS et al., 2013).

O alginato de sodio forma um filme transparente e incolor apos a dissolucdo em
agua e secagem. Os filmes de alginato possuem excelente resisténcia a tracéo e
flexibilidade, além de serem resistentes ao rasgamento e impermeaveis aos 0leos.
Devido ao atual pedido de reducgéo ou substituicdo de embalagens de alimentos nao
biodegradaveis ou nao reciclaveis, a capacidade de formacéo de filme do alginato tem
um elevado potencial na indastria alimentar funcional. Os filmes de alginato s&o
seguros de usar, faceis de processar e podem propiciar excelente estabilidade do
produto embalado e estender seu prazo de validade. No entanto, a natureza porosa

dos géis de alginato os torna permeaveis ao oxigénio e a agua (QIN et al., 2018).
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Por ser um hidrocoloide o alginato € um material hidrofilico, portanto, os filmes
apresentam barreiras fracas de umidade, mas altas barreiras ao Oz e pode
proporcionar melhor estabilidade para alimentos ricos em lipideos insaturados. A
baixa barreira a umidade € causada pelo comportamento de absorcdo e
intumescimento dos alginatos, que acelera a captacdo de agua e a transmissdo ao
vapor de agua (JOST et al., 2014). Além disso, é possivel melhorar as propriedades
tecnologicas dos filmes a base de alginato através de reagBes quimicas como a
complexacédo ou tratamentos fisicos como ultrassom, calor ou radiacédo (TAVASSOLI-
KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR- BEHABADI, 2016).

Uma das técnicas mais utilizadas para formar filmes de alginato é a técnica de
“‘casting”, que consiste em espalhar as dispersdes do alginato e aditivos sobre um
material de base adequado e depois secar em estufa com circulacdo de ar
(TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).

O glicerol, o sorbitol, xilitol, manitol, etc., tém sido utilizados como plastificantes
no desenvolvimento de filmes de alginato (GALUS; LENART, 2013; JOST et al., 2014;
OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS, 2008; SANTANA; KIECKBUSCH, 2013; SEIXAS et
al., 2013; SILVA; BIERHALZ; KIECKBUSCH, 2009). Entre esses, o glicerol provou
ser 0 mais pratico e eficiente. O glicerol é abundante e de baixo custo, mas é altamente
higroscopico e infinitamente sollvel em agua (SANTANA; KIECKBUSCH, 2013). O
uso do glicerol como plastificante permite a obtencdo de filmes mais maleéveis no
sentido de que pode aumentar sua elasticidade, além de serem considerados como

barreira moderada ao vapor de agua (SEIXAS et al., 2013).
3.3 FILMES BIODEGRADAVEIS DE ACIDO POLILATICO
3.3.1 Acido Polilatico (PLA)

O acido polilatico (PLA) é um poliéster termoplastico alifatico linear, obtido a
partir de mondémeros de acido latico, uma molécula quiral, produzidos a partir da
fermentacao de fontes vegetais renovaveis e biodegradaveis, como amidos de milho
ou arroz e matérias-primas de aglicar (MULLER; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT,
2017). O mondmero do acido polilatico, existe nas formas opticamente ativas L e D e
uma mistura racémica 1:1 de acidos L- e D-lactico, ou seja, &cido DL-lactico. (SERNA
C L; RODRIGUEZ DE S A; ALBAN A F, 2011).
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A pureza Gtica, o rendimento e a forma enantiomérica dominante do 4cido latico
sao determinados pelo tipo de Lactobacillus usado e pelas condicdes de fermentacéo,
como tipo e concentracdo de nutricdo, aeracao, pH, temperatura e assim por diante.
Do ponto de vista industrial, € crucial produzir acido latico com alta pureza otica e
rendimento. A remocao de impurezas do caldo de fermentacdo da produc¢éo de acido
latico é importante para aumentar o peso molecular e a pureza otica do PLA. Essas
impurezas incluem carboidratos, acidos orgéanicos, alcoois, aminoacidos e proteinas.
O PLA é um polimero biodegradavel muito promissor, pois apresenta versatilidade,
excelente processabilidade, propriedades mecéanicas razoaveis, alta transparéncia e
custo relativamente baixo (LA FUENTE ARIAS et al., 2021).

3.3.2 Formacgéo e propriedades de filmes de PLA

Os filmes de PLA possuem propriedades mecéanicas no mesmo intervalo dos
filmes plasticos obtidos a partir dos polimeros derivados do petroleo, com excec¢ao de
um alongamento baixo. No entanto, esta propriedade pode ser finada durante a
polimerizacao (por copolimerizacdo) ou por modificacdes pos-polimerizacdo mediante
o uso de plastificantes (SERNA C L; RODRIGUEZ DE S A; ALBAN A F, 2011).
Algumas propriedades do PLA, como grau de cristalinidade, temperatura de fusédo e
transicao vitrea, podem ser ajustadas controlando a composi¢cdo de monémeros das

duas formas isoméricas 6ticas (MENSITIERI et al., 2011).

O PLA apresenta uma alta barreira & 4gua e ao COz2, além de ser imprimivel e
pode nem precisar de tratamentos corona antes da impressdo (ORDONEZ; ATARES;
CHIRALT, 2022a). Apesar dessas varias caracteristicas positivas, o PLA também
apresenta desvantagens, como baixa capacidade de selagem a quente e

propriedades relativamente baixas de barreira ao O2 (MENSITIERI et al., 2011).

Portanto, assim como com outros polimeros, a estratégia de fazer misturas para
melhorar a funcionalidade do material também tem sido amplamente estudada com
PLA. No entanto, como o PLA é hidrofobico, sua compatibilidade € afetada quando
misturado com biopolimeros hidrofilicos, como o amido (MULLER; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT, 2017). Outras limitacées do PLA, em comparagio com outras
embalagens plasticas, sdo a baixa temperatura de distor¢cdo; isso pode ser um

problema em aplicacbes onde o material de embalagem é exposto a picos de
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aquecimento durante o enchimento, transporte ou armazenamento e pode
eventualmente se deformar (SERNA C L; RODRIGUEZ DE S A; ALBAN A F, 2011).

O PLA pode ser duro como o acrilico ou macio como o polietileno, rigido como
0 poliestireno ou flexivel como um elastbmero. Também pode ser formulado para
fornecer uma variedade de resisténcias. As resinas PLA podem ser esterilizadas com
raios gama e sao estaveis quando expostas aos raios ultravioletas. Ao PLA também
sao atribuidas propriedades de interesse, como maciez, resisténcia a arranhdes e
desgaste (BONILLA et al., 2013b).

O éacido polilatico (PLA) possui boas propriedades para fins de embalagem de
alimentos e é considerado o bioplastico mais promissor, com base em sua producao
e na tendéncia crescente de utilizacdo. As propriedades benéficas do PLA incluem
boa resisténcia mecénica e capacidade de termoformagem, biocompatibilidade,
capacidade de compostagem e renovabilidade de mondémeros, mas sua fragilidade
inerente e baixa resisténcia térmica sao desvantagens que limitam seu uso em
aplicacdes de embalagens (JAMSHIDIAN et al., 2010; MULLER; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT, 2017; ORDONEZ; ATARES; CHIRALT, 2022b).

3.4 FILMES BIODEGRADAVEIS DE POLIVINIL ALCOOL
3.4.1 Polivinil alcool (PVA)

O poli vinil alcool (PVA) é um polimero hidrossolivel e biodegradavel
comercialmente pela hidrélise alcalina parcial ou completa do poli (acetato de vinila),
eliminando os grupos acetato; isso significa que tanto o peso molecular quanto o grau
de hidrdlise do PVA podem ser controlados para obter materiais com propriedades e
funcionalidades diferentes. O elevado numero de grupos hidroxila na cadeia molecular
do PVA confere-lhe uma natureza altamente hidrofilica, aumentando a
biocompatibilidade, e promove a formacéo de ligacbes de hidrogénio, afetando as
propriedades fisicas do material (ANDRADE; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT,
2020).

3.4.2 Formacéo e propriedades de filmes de PVA

O PVA é um polimero atraente que exibe muitas propriedades uteis, como
baixa toxicidade, biocompatibilidade, alta hidrofilicidade, boa estabilidade quimica e
excelentes propriedades de formacdo de filme (HAJJI et al.,, 2016). Essas
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caracteristicas tém incentivado o uso do PVA para desenvolver filmes biodegradaveis,
utilizando PVA puro ou misturado com outros biopolimeros, como amido, proteinas,
quitosana ou celulose e derivados a fim de obter materiais biodegradaveis com
propriedades adequadas para diferentes usos (ANDRADE; GONZALEZ-MARTINEZ;
CHIRALT, 2020).

A baixissima permeabilidade a gases (CO:z e O2) faz com que o PVA seja
amplamente utilizado em aplicagbes de embalagens de alimentos, pelo fato de formar
filmes solUveis em agua (ABDULLAH et al., 2017). Essa permeabilidade foi melhorada
com a absorcdo de umidade, que pode atuar como plastificante para a matriz
polimérica. No entanto, a tendéncia de absorver umidade limita seu uso em condicdes
de alta umidade. Para modificar ou melhorar suas propriedades fisicas e mecanicas,
o0 PVA pode ser misturado com outros polimeros em compdsitos multicamadas, ou a
matriz de PVA pode ser reticulada com diferentes agentes, por exemplo, aditivos
alimentares, 6leos essenciais ou outros biopolimeros (ANDRADE; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT, 2020, 2021; BIRCK et al., 2014; TAMPAU et al., 2020;
TAMPAU; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT, 2020).

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos estudos na preparacdo de misturas
com PLA. Esses materiais biodegradaveis podem ser aplicados na industria de
embalagens. O controle de caracteristicas como permeabilidade ao vapor da agua e
O2, e mecanismos de migragdo de compostos sdo fatores de interesse industrial. As
misturas PVA/PLA consistem em componentes poliméricos com hidrofobicidades e

permeabilidades essencialmente diferentes.

3.5 FILMES BIODEGRADAVEIS INCORPORADOS COM COMPOSTOS
BIOATIVOS

Além dos plastificantes, os filmes biodegradaveis para embalagem de
alimentos podem ser incorporados com compostos que possuem propriedades
funcionais (antimicrobianos e/ou antioxidantes) que melhoram seu desempenho,
estendendo a vida util do alimento embalado (ASSIS et al., 2018; BONILLA et al.,
2013a, 2013b). Por outro lado, a mistura com outros aditivos alimentares e agentes
modificadores pode estender as aplicac6es dos filmes. Isso ocorre devido as fracas

propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo e alongamento) e as fracas
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propriedades de barreira dos filmes e revestimentos biodegradaveis (TAVASSOLI-
KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). As
caracteristicas mecanicas, funcionais, organolépticas e nutricionais dos filmes
biodegradaveis podem ser modificadas com a incorporacao de varios aditivos naturais
ou quimicos (ORDONEZ; ATARES; CHIRALT, 2022b, 2022a; REQUENA; VARGAS;
CHIRALT, 2018; SENTURK PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018).

3.5.1 Incorporagéo de antioxidantes

A incorporacao de antioxidantes em filmes pode propiciar o aumento do prazo
de validade do produto, protegendo os alimentos contra rancidez oxidativa,
degradacdo e descoloragdo (TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Antioxidantes naturais e sintéticos sdao
amplamente utilizados em embalagens de alimentos (SKURTYS et al.,, 2010).
Compostos fendlicos, vitaminas E e C, Oleos essenciais, ascorbato de sodio, acido
citrico e &cido ferulico sédo os compostos antioxidantes mais comuns (BONILLA et al.,
2012; SONG et al., 2011).

Entre os compostos que possuem atividade antioxidante estdo os carotenoides
como o licopeno ou B-caroteno, presentes em varios alimentos na forma de
pigmentos. Nos sistemas alimentares, os carotenoides podem apresentar atividade
antioxidante isoladamente ou atuar em sinergia com outros compostos bioativos. Além
disso, o consumo de tais pigmentos na dieta pode atuar na reducédo do risco de varias
doencas (por exemplo, cancer ou doencas cardiovasculares) e nas transformacdes
biolégicas associadas a idade (RODRIGUEZ-AMAYA; RODRIGUEZ; AMAYA-
FARFAN, 2006).

Existem alguns estudos que avaliaram a incorporacéo de agentes antioxidantes
em filmes biodegradaveis obtidos a partir de alginato de sodio. A aplicacdo de um
filme com antioxidantes incorporados diminuiu a oxidagdo com sucesso devido as
propriedades de barreira a gases do filme de alginato e ao efeito sinérgico entre dois
fatores. Os antioxidantes fendlicos, que tém sido frequentemente incorporados, néo
atuaram como absorvedores de oxigénio, mas impediram a formacao de radicais livres
de &cidos graxos e, portanto, sua absorcao de oxigénio na auto-oxidacdo (SENTURK
PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018).
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3.5.2 Incorporagéo de antimicrobianos

A incorporacdo de agentes antimicrobianos nos filmes biodegradaveis e
revestimentos comestiveis demonstrou atuar como um fator de estresse para diminuir
0 crescimento de patdégenos e para proteger os alimentos contra a flora de
deterioracdo (SKURTYS et al., 2010). E benéfica em comparacdo a sua aplicagio
direta a produtos alimenticios, devido a oportunidade de liberar gradualmente os
agentes e manter uma concentracdo critica por um periodo prolongado
(HERNANDEZ-GARCIA et al., 2021). Os compostos antimicrobianos incluem &cidos
organicos (acido latico, acético, malico e citrico), quitosana, o sistema lactoperoxidase
e alguns metabdlitos secundarios derivados de plantas (cassia, cravo, alho, salvia,
orégano, pimentdo, tomilho, alecrim, erva cidreira), como Oleos essenciais e
fitoalexinas. Filmes e revestimentos comestiveis com propriedades antimicrobianas

podem ser nomeados como embalagens ativas (SUNG et al., 2013).

Uma grande variedade de substancias antimicrobianas ja foi incorporada em
filmes biodegradaveis de PLA e PVA formando embalagens biodegradaveis ativas
inteligentes. Os resultados mostraram que o filme consegue diminuir eficazmente a
carga microbiana dos produtos alimenticios revestidos (ANDRADE; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT, 2022; ORDONEZ; ATARES; CHIRALT, 2022a). Entre esses,
0s Oleos essenciais foram adicionados para introduzir propriedades antimicrobianas,
mas o fator limitante da sua utilizacdo é o seu sabor forte, que se origina dos
compostos fenodlicos presentes (ANDRADE; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT,
2020; SENTURK PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018; TAMPAU; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT, 2020).

Os &acidos fendlicos sdo outro grupo importante de compostos bioativos com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Estudos realizados nos ultimos anos
mostram que s&o ingredientes bastante Uteis em termos de saude humana, em que
0s cereais integrais sdo fontes primarias de acidos fendlicos hidroxicinamicos, como
0 &cido ferulico, vanilico, sinapico e p- cumarico (FARDET; ROCK; REMESY, 2008).
O &cido p-cumarico (acido 4- hidroxi-cinamico), classificado como nutracéutico e
fitoquimico, é identificado em niveis significativos em muitas frutas e vegetais, bem

como em cereais, sendo considerado um dos mais importantes acidos fendlicos pela
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sua atividade antimicrobiana, antioxidante e anticancerigena com muitas fungdes
fisiolégicas (BOZ, 2015).

3.6 APLICACAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS EM ALIMENTOS IN NATURA

Os materiais de embalagem em termos de qualidade dos alimentos e a
preservacao da seguranga s&o protagonistas no controle da transferéncia de massa
entre os alimentos, a embalagem e a atmosfera, em conjunto com os problemas
logisticos, de custo e ambientais. Além da protecdo contra agressfes leves e
mecanicas, a embalagem dos alimentos deve controlar a transferéncia dos principais
gases (oxigénio, dioxido de carbono, etileno, etc.) e vapores (umidade, compostos
aromaticos, etc.) envolvidos na degradacéo quimica, biologica, e microbiologica dos
alimentos, assim como também a migracdo de aditivos e constituintes de embalagens
potencialmente toxicos (Figura 3) (GONTARD et al., 2011).

Figura 3 Importancia do controle da transferéncia de massa e gases nas

embalagens de alimentos

Oxidagdo de compostos de Crescimento microbiano:
interesse: 0, CO; - Deteriorag3o
- Organolépticos | - Patdgenos
(compostos aromaticos, - Contaminacdo superficial
pigmentos) EMBALAGEM

- Nutricionais (vitaminas,
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- Frutos do mar
CoHi NH; C) q’ < HO

Oxidacéo Crescimento Microbiano

Respiragdo, maturacdo: ALIMENTOS Liquido (exsudado) ou
- Elr:t?}so: :1eagtitrzltjos Reacd . Absorcaoe perda de agua ?apgzg(?:(}acﬁo de textura
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l | l mecanismos de
T degradacdo (ex:
] L N ) ] microbioldgico)
Embalagem ativa: Migragdo dos Escalpamento de
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ativos - Mondmeros
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Fonte: Adaptado de (GONTARD et al., 2011)

Frutas e vegetais minimamente processados sdo submetidos a etapas de
preparacdo, que removem as barreiras naturais (cuticula, pele, casca), induz lesdes

de tecidos, danificam a integridade do fruto e causam estresse de ferimento, tornando-
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o vulneravel a contaminacao, escurecimento enzimatico, formacéo volatil indesejavel
e alteracdes na textura. Os efeitos de deterioracdo, bem como o crescimento de
bactérias deteriorantes e patogénicas, podem ser evitados aumentando as barreiras
naturais ou substituindo-as por barreiras artificiais que circundam o produto, como um
filme ou revestimento comestivel (OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS, 2005).

O atraso da respiracao e processos fisioldgicos sao requisitos para a extensao
da vida de prateleira de frutas e vegetais. Desta forma, revestimentos e filmes com a
capacidade de modificar o transporte de gas tém o potencial para aplicacdes na
embalagem de produtos frescos (NCAMA et al., 2018). Em particular, os
revestimentos baseados em polissacarideos tém sido usados para reduzir a
respiracao de frutas e vegetais devido a suas permeabilidades seletivas aos gases O
e CO2 (GONTARD et al., 2011).

H& varios desafios associados a carnes, aves e frutos do mar ao longo de sua
vida util. Eles podem ser definidos como perda de umidade e seus efeitos na textura,
cor e sabor; oxidacao lipidica e descoloracdo marrom; estrago microbiano; perda de
sabor volatil e/ou coleta de odor estranho. O uso de revestimentos e filmes
biodegradaveis funcionais como embalagens poderia ser uma alternativa para
preservar esses alimentos (QIN et al., 2018; SENTURK PARREIDT; MULLER;
SCHMID, 2018; TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-
BEHABADI, 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos e analises do presente estudo foram desenvolvidos no
Laboratoério de Compostos Bioativos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Instituto
Universitario de Engenharia de Alimentos para o Desenvolvimento (IIAD) da

Universidade Politécnica de Valéncia (UPV) — Espanha.
4.1 MATERIAL

Para desenvolver os filmes por casting, o alginato de sédio (P.A), com pureza
de 90 % (g/g) foi fornecido pela Dinamica® da Quimica Contemporanea Ltda (S&o
Paulo, Brasil). O cloreto de calcio (P.A) dihidratado (CaCl2.2H20), com 99% (g/g) de
pureza, e a glicerina (GLY) (P.A) foram comprados na Exodo Cientifica (Sdo Paulo,
Brasil). Os tomates, cenouras e 6leo de girassol (sem adicdo de antioxidantes) foi

comprado em mercado de Porto Alegre, Brasil.

O polivinil &lcool (PVA) (Mw 13,000-23,000; 87-89% hidrolisado) da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha) e o &cido polildtico amorfo 4060D (PLA) da Nature-
works (U.S.A) foram usados para obter os filmes multicamada por thermoprocessing.
A glicerina da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) foi usada como plastificante. O
acido p-cumarico (P-CA) foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O nitrato
de magnésio e o pentéxido de fésforo foram fornecidos pela Panreac Quimica S.A.
(Barcelona, Espanha). O caldo de soja triptona, agar triptona soja e agua peptonada
para o teste microbiano foram adquiridos da Scharlab (Barcelona, Espanha). As cepas
de Listeria innocua (CECT 910) e Escherichia coli (CECT 101) foram obtidas da
Colecao de Tipos Espanhola (CECT, Universidade de Valéncia, Espanha). O agar vil
vermelho violeta, palcam agar base e o suplemento seletivo de palcam para L. innocua
foram comprados na Scharlab (Barcelona, Espanha). Todos os reagentes usados

foram de grau analitico.
4.2 EXTRACAO DO LICOPENO E B-CAROTENO

O licopeno e o B-caroteno foram extraidos seguindo o procedimento de Nunes
e Mercadante (2004) e Assis et al. (2018), respectivamente. Os tomates ou cenouras
foram cortados (600 g) e as sementes do tomate foram descartadas. Os antioxidantes

naturais foram extraidos com acetato de etila (1000 mL) em duas etapas sob agitacao
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mecéanica usando o agitador Fisatom SP 713D (S&o Paulo, Brasil) durante 120 min a
temperatura ambiente. Cada extrato obtido foi filtrado e finalmente concentrado
usando um rotaevaporador Fisatom model 801/802 (Sao Paulo, Brasil) e armazenado

no freezer (-18 °C).
4.3 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES DE ALGINATO DE SODIO

Primeiramente foi obtida a solucdo dihidratada de cloreto de calcio
(CaCl2:2H:0) para a complexacédo dos filmes, através da solubilizacdo de cloreto de
célcio em agua destilada (1% p/v) a 25 °C, sob agitacdo magnética. Apos preparada,
a solucédo foi mantida sob refrigeragcéo (4 °C) durante 1 h. Para a preparacdo das
solucdes filmogénicas foi usado o processo de dois estagios seguindo o procedimento
reportado por Santana e Kieckbusch (2013) e Seixas et al. (2013) com modificagdes.
No primeiro estagio foi formado um pré-filme com baixa complexacgdo. O alginato de
sédio (1% p/v) foi solubilizado em agua destilada, e com adicdo de glicerina como
plastificante (60% p/p biopolimero), em temperatura de 25 °C, sob agitacdo mecanica
de 1000 rpm durante 1 h para garantir a homogeneidade. Apds a completa
solubilizagéo a temperatura foi incrementada para 70 °C e foi adicionada a solugéo
CaClz2-:2H20 lentamente devido a intensa reacdo com os ions Ca?* até conseguir
transferir 0,04 g CaCl2-2H20/g biopolimero usando uma bomba peristéltica com um
fluxo maximo de 1 mL/min para evitar a gelificacdo local. A solucdo filmogénica foi
colocada em banho de gelo até diminuir a temperatura para 25 °C. Baseado em testes
prévios, os extratos de licopeno e B-caroteno foram adicionados nas concentracées
de 0,1%, 0,3% e 0,5% (p/p biopolimero) na solucéo filmogénica e as dispersdes foram
identificadas como L 0.1, L 0.3, e L 0.5, e B 0.1, B 0.3, e B 0.5, respectivamente.
Também foram obtidos filmes sem adi¢céo de carotenoides como controle.

Apés completa dissolucdo a solucédo filmogénica foi mantida sob agitacéo
mecanica a temperatura ambiente, durante 1 h para eliminar a presencga de bolhas. A
solucdo filmogénica parcialmente complexada foi despejada (0,48 g/cm?) em placas
de Petri de poliestireno (& = 15 cm). As placas foram submetidas ao processo de
secagem numa estufa com circulacéo forcada de ar DeLeo B5AFD (Sé&o Paulo, Brasil)
a 40 °C durante 16 h. Os filmes apds secos, foram submetidos ao processo de
complexacéo, para isso foi colocado 40 mL de uma solucdo aquosa de cloreto de

célcio (5% p/v) contendo glicerina (10% p/v) em cada placa durante 3 min. Depois a
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solucao foi descartada e as placas foram colocadas novamente na estufa a 40 °C
durante 2 h. Finalmente os filmes secos foram condicionados a temperatura ambiente

em dessecador com 52% UR durante 72 h antes das analises de caraterizacao.
4.4 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES DE PVA

Os filmes foram obtidos de acordo com o procedimento descrito por Andrade
(2022) com pequenas modificacdes. Os pellets de cada formulacéo foram obtidos por
fusdo dos componentes (PVA:GLY:P-CA) em diferentes propor¢des: 91:9:0 (PVA),
88:9:3 (PVA3) e 86:9:5 (PVA5) usando um misturador interno HAAKE PolyLab QC,
Thermo Fisher Scientific (Alemanha) a 160 °C e 50 rpm, por 10 min e a posterior
trituracdo usando um termomixer VORWERK modelo TM6-1 (Wuppertal, Alemanha)
usando nitrogénio liquido. Em seguida, os pellets foram condicionados a 25 °C e 53%
UR por 7 dias. Para obter os filmes foi realizada uma moldagem por compressao
usando uma prensa de placa quente Labtech Engineering modelo LP20 (Tailandia).
Os pellets condicionados (3 g) foram colocados em folhas de Teflon, pré-aquecidos
por 3 min a 160 °C, posteriormente comprimidos a 100 bar e 160 °C por 3 min. Em
seguida, um ciclo de resfriamento de 3 min foi aplicado até que a temperatura atingisse
aproximadamente 70 °C. Filmes isentos de &acido p-cumarico também foram
realizados e usados como controle. Os filmes de PVA foram condicionados a 53% UR

até serem utilizados para caracterizacao e analise antimicrobiana.
4.5 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES DE PLA

Filmes de PLA foram obtidos por moldagem por compressao de pellets de PLA,
2 g foram colocados em folhas de Teflon e pré-aquecidos a 160 °C por 3 min em uma
prensa de placa quente. Os filmes foram obtidos por moldagem por compresséo a 160

°C e 150 bar por 3 min, com um ciclo final de resfriamento de 3 min.
4.6 DESENVOLVIMENTO DOS FILMES MULTICAMADA

A montagem do filme multicamada PLA-PVA-PLA (ML) foi realizada por
moldagem por compressao em prensa de placa quente, pré-aquecida a 110 °C por 3
min e, posteriormente, prensada a 110 °C e 20 bar por 3 min, seguida de um ciclo de
resfriamento de 3 min até 70 °C. O mesmo processo foi seguido para os filmes
multicamada PLA-PVA3-PLA (ML3) e PLA-PVA5-PLA (ML5). Todos os filmes
multicamada foram armazenados a 25 °C e 53% UR.
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4.7 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

A quantificacdo de carotenoides dos extratos foi realizada Vvia
espectrofotometria, previamente a sua incorporacdo as solucdes filmogénicas de
alginato de sodio. Os extratos foram suspendidos em etanol e analisados em
espectrofotdbmetro UV-Vis IL-592 Spectrale (Tokyo, Japéo). Em cubetas de vidro de 1
cm de caminho optico, o extrato de cenoura foi avaliado a A = 465nm (A1% = 2592), e
o extrato de tomate a A = 466nm (A1% = 3450). Os resultados foram expressos em [3-
caroteno equivalente e licopeno equivalente, para extrato de cenoura e tomate,

respectivamente.
4.8 CARATERIZACAO DOS FILMES
4.8.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada através de um micrometro digital de
alta precisao (0,001 mm) Digimess modelo IP40 (S&o Paulo, Brasil), onde o resultado
foi expresso através da média da leitura de cinco pontos aleatérios de cada amostra.

Cada formulacao foi mensurada 10 vezes para melhor representacédo populacional.

4.8.2 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes biodegradaveis foi determinada de acordo
com o método descrito por Gontard (1992), com algumas modificacdes. As amostras
foram cortadas em discos (& = 2 cm), pesadas e colocadas em capsulas metalicas
para ser submetidas a secagem em estufa com circulacéo e renovacéo de ar (105 °C
— 24 h). Apés o processo de secagem e pesagem, foram adicionados nas amostras
30 mL de agua destilada nas cdpsulas e submetidas a agitagdo usando um agitador
Nova técnica modelo NT145 com banho térmico (Sao Paulo, Brasil) durante 24 h a 25
°C. ApOs essa etapa, a agua de cada capsula foi retirada e as amostras foram filtradas.
As amostras nao solubilizadas foram submetidas a secagem a 105 °C durante 24 h.
A quantidade de matéria ndo solubilizada foi expressa em porcentagem de massa

solubilizada em relacdo a massa inicial:

S(%) = (W) x 100 (1)
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Onde Wi € o peso seco inicial da amostra (g) e Ws é o peso seco final da amostra
(g) apos ter permanecido 24 h sob agitacdo nas capsulas com 30 mL de agua

destilada.
4.8.3 Permeabilidade a vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi avaliada de acordo com
método padrdo da American Society for Testing and Materials (ASTM 96-05) (ASTM,
2000) e como descrito por Pagno et al. (2015). Para os filmes de alginato de sddio,
amostras circulares foram fixadas em células de permeacdo de aluminio contendo
CaClz anidro granular e o conjunto foi armazenado em uma cuba de vidro com
umidade relativa de 75% e a 25 °C, com gradiente de umidade relativa de 0/75%
através de uma solucdo saturada de NaCl. O ganho de peso do conjunto de
permeacao foi avaliado apés 24 h, onde cada conjunto foi pesado em balanca analitica

Shimadzu modelo AY (Tokyo, Japao). A PVA foi obtida através do seguinte calculo:

pvA = -2 (2)

AXtXAp

Onde w é a massa (g) de 4gua permeada através do filme ap6s 24 h, L é a
espessura do filme (mm), A é a area de permeacao, t € o tempo de permeacao (h) e

Ap € a diferencga de pressao de vapor entre os dois lados do filme (Pa).

Para os filmes de PVA, PLA e multicamada a espessura de amostras de filmes
circulares foi medida em seis pontos aleatorios. Os copos de permeabilidade Payne
foram preenchidos com 5 mL de agua destilada e selados com as amostras de filmes
circulares (& = 3,5 cm). Os copos foram colocados em dessecadores contendo
solucdo supersaturada de MgNOs e mantidos a 25 °C e pesados periodicamente a
cada 1,5 h durante 25 h usando uma balanca analitica Fisher Scientific ME36S -
Sartorius (Hampton, NH, EUA). A taxa de transmissao de vapor de agua (WVTR) foi
usada para calcular o WVP considerando a taxa de perda de peso ao longo do tempo.

As medicdes foram realizadas em triplicado para cada formulacéo.
4.8.4 Permeabilidade ao oxigénio (OP)

A permeabilidade ao oxigénio (OP) foi determinada utilizando um equipamento
Mocon Ox-Tran modelo 1/50 (Minneapolis, EUA) de acordo com o método ASTM
D3985-95 (ASTM, 2010) a 25 °C e 53% UR. A area de teste do filme foi de 50 cm? e



34

a taxa de transmissao de oxigénio (OTR) foi usada para calcular o OP dividindo a OTR
pelo gradiente de pressdo parcial de oxigénio em ambos os lados do filme e
multiplicando pela espessura média do filme, que tinha sido previamente medida em

seis posicoes aleatérias na amostra. As medidas foram realizadas em duplicata.
485 Cor

A coloracdo dos filmes foi avaliada usando um colorimetro Konica Minolta
modelo CR-400 (Tokyo, Japao) de acordo com sistema CIELab. Um prato branco de
ceramica foi usado para calibrar o equipamento antes de realizar cada avaliacdo. A
analise foi conduzida em triplicata. O parametro chroma, hue e a variacéo total da cor,

representada através de AE, foram calculados a partir das formulas a seguir:

Chroma = (a*)?> + (b*)? (3)
hap = tan™ (%) (@)
AE = \[(L* = Lp)? + (@ = ap)? + (b* — by)? 5)

Para os filmes de PVA, PLA e multicamada os paradmetros CIELab foram
determinados a partir dos espectros de reflectancia das amostras (400-700 nm)
usando um espectrocolorimetro Konica Minolta CM-5 (Tokyo, Japédo). Trés medicdes
foram feitas a partir de trés réplicas de filme em trés pontos aleatérios por réplica, com
fundo branco e preto. As coordenadas de cor L*, a* e b* foram obtidas a partir da
refletancia de um material de camada infinitamente espessa de acordo com Sapper et
al. (2018). Os valores de luminosidade (L*), chroma (Cav*) € hue (hav*) também foram

calculados.
4.8.6 Transparéncia

A transmissédo de luz através dos filmes de alginato de sodio foi avaliada em
triplicata e medida mediante o uso de um espectrofotometro Shimadzu modelo UV-
1800 (Tokyo, Japao), na faixa de comprimento de onda de 200 nm a 800 nm com o
uso de uma cubeta de quartzo vazia como referéncia. Para tanto, os filmes foram
cortados em retangulos e aderidos a parede interna da cubeta de quartzo do aparelho
para leitura. Para os flimes de PVA, PLA e multicamada a transparéncia foi avaliada

através da transmitancia interna (Ti) utilizando a teoria de Kubelka-Munk.
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4.8.7 Resistencia atracao e alongamento

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas quanto a sua
resisténcia a tracdo e porcentagem de elongacgdo, conforme a metodologia ASTM
D882 - 12 (ASTM, 2012). Previamente, 10 tiras de cada formulacdo foram cortadas
em forma retangular (10 mm x 100 mm) e acondicionados a 58% UR e 25 °C, durante
48 h. A espessura foi determinada mediante o uso de um micrémetro digital Mitutoyo
MDC-25 (Tokyo, Japao), precisao de 0,001 mm, resolu¢do/0 mm ~ 25 mm, em cinco
pontos aleatorios de cada amostra. Posteriormente, a menor espessura foi utilizada
no software do aparelho. As analises foram realizadas em texturémetro Stable Micro
Systems TA-XT2i (Surrey, Reino Unido), a 25 °C, com separacao inicial das garras de
50 mm e velocidade de 0,8 mm/s. Os parametros foram determinados a partir das
curvas de estresse-deformacéao obtidas, e calculadas de acordo com a ASTM D882.
O mébdulo elastico (EM), a resisténcia a tracao (TS) e o alongamento no ponto de
ruptura (E) foram determinados a partir das curvas de tenséo de tragao (o) versus

deformacgao de Hencky (eH).
4.8.8 Termogravimetria (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) serve para a avaliacdo da estabilidade
térmica de um polimero e assim determinar as faixas de temperatura de inicio e fim
dos processos degradativos da cadeia polimérica. A andlise dos filmes de alginato de
sodio foi realizada através de um analisador termogravimétrico Shimadzu modelo TGA
Q50 (Tokyo, Japao), com taxa de aquecimento de 10 °C/min, de 30 °C até 800 °C
(LOPEZ et al., 2015). Pequenas quantidades de amostras (4-5 mg) foram submetidas
a diferentes taxas de aquecimento, em que a perda de massa (%) foi avaliada em
funcdo da temperatura. As andlises foram realizadas em triplicata. Para as analises
térmicas dos filmes multicamada, as monocamadas foram separadas manualmente
das multicamadas previamente acondicionadas a 53% UR. A analise TGA foi
realizada usando um analisador termogravimétrico Mettler Toledo TGA/SDTA 851e

(Schwarzenbach, Suica) de acordo com Tampau (2020).
4.8.9 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) permite avaliar a

guantidade de calor liberado ou absorvido por uma amostra quando esta passa por
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eventos térmicos como a Temperatura de Transicdo Vitrea (Tg), Temperatura de
Fusdo (Tf), e Temperatura de Cristalizacdo (Tc), as quais representam
transformacdes fisicas, quimicas ou fisico-quimicas ocorridas na amostra quando esta
€ submetida a um programa de temperatura. Para esta analise, uma quantidade
determinada de amostra foi aquecida de 30 °C até 300 °C, com taxa de aquecimento
de 10 °C/min (PEREIRA et al., 2011). Para analise DSC dos filmes PVA, PLA e
multicamada, cada amostra (8-9 mg) foi colocada em cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados e analisada usando um calorimetro de varredura diferencial
Mettler Toledo DSC 1 stare System (Schwarzenbach, Sui¢ca) usando o perfil de

varredura de temperatura para folhas de PVA e PLA descrito por Andrade (2021).
4.8.10 Propriedades microestruturais (SEM e FESEM)

A microestrutura dos filmes de alginato de sodio incorporados com 0,3% de
licopeno ou B-caroteno foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (SEM)
usando um microscopio de varredura convencional de filamento de tungsténio (Carl
Zeiss EVO MA10, Cambridge, UK). As amostras multicamadas foram previamente
criofraturadas por imersdo em nitrogénio liquido. Em seguida, foram revestidos por
pulverizacdo catddica de platina para observar a sec¢do transversal usando um
microscopio eletronico de varredura de emissdo de campo (FESEM) ZEISS modelo

ULTRA 55 (Alemanha), em uma tensdo de aceleragao de 2 kV.
4.8.11 Capacidade antioxidante dos carotenoides e filmes em 6leo de girassol

A capacidade antioxidante dos carotenoides e dos filmes de alginato de sodio
foi medida através de sua capacidade em retardar as reac6es de oxidacao do dleo de
girassol. Tendo em vista a influéncia da luz, do calor, do contato com oxigénio e da
forma de incorporagéo de antioxidantes na estabilidade oxidativa de dleos. A andlise
foi realizada mediante o armazenamento de 6leo de girassol em saché de filme de
alginato de sddio com carotenoides, sob condi¢des controladas de luz (4000-5000
lux) e calor (30 °C) com umidade relativa de 65% (VARGAS et al., 2017). Para avaliar
a estabilidade oxidativa, 10 mL de 6leo de girassol foram armazenados em sachés
retangulares (10 cm x 5 cm). Os sachés foram produzidos através da selagem térmica
dos filmes mediante o uso de solucdo de gelatina (24,4%) de acordo com o

procedimento descrito por Wang et al. (2015). Durante o armazenamento em



37

diferentes tempos uma amostra foi retirada e foi analisado o indice de perdxidos e
guantificacéo de dienos e trienos conjugados (AOAC, 2016). Como controle, o 6leo foi
armazenado em sachés plasticos de polietileno de baixa densidade, garrafas plasticas

PET e em placas Petri (sem embalagem). As analises foram realizadas em triplicata.

4.8.12 Atividade antimicrobiana dos filmes de PVA, PLA e multicamada

A avaliacao antimicrobiana foi realizada seguindo o procedimento descrito por
Requena (2019) e Tampau (2018) utilizando TSA como meio de cultura. Previamente,
amostras circulares dos filmes (& = 55 mm) foram esterilizadas usando luz ultravioleta
em uma cabine de fluxo laminar Telstar Bio Il advance (Spain). 10 mL de TSA foram
vertidos em placas de Petri (J = 55 mm) e inoculados com 100 pyL de suspenséao
bacteriana de E. coli ou L. innocua (107 e 108 UFC/mL, respectivamente). Em seqguida,
0 meio de cultura inoculado foi coberto com as amostras de filme e o meio de cultura
inoculado ndo coberto foi usado como controle. Cada formulacao de filme e controle
foram testados em duplicata. As placas de Petri foram seladas e incubadas a 10 °C
durante 6 dias. Apés a incubacédo, cada amostra foi colocada em sacos estéreis com
agua peptonada e homogeneizada por 3 min usando um misturador de pa IUL
Instruments Masticator (Barcelona, Espanha). Diluicdes seriadas foram realizadas e
vertidas em placas de Petri, finalmente cobertas com meios seletivos: agar violeta red
vile (VRBA) para E. coli e palcam agar base (PAB) enriquecido com suplemento
seletivo palcam para L. innocua. Apos 48 h de incubacgéo a 37 °C, as coldnias (UFC/g)
foram contadas. As contagens microbianas foram realizadas em duplicado para cada

amostra.
4.8.13 Andlise dos resultados

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
submetidos a analise estatistica utilizando ANOVA e teste de comparacdo de médias
de Tukey ao nivel de 5% de significancia, através do programa SPSS 18.0 (Nova
lorque, USA).
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7 DISCUSSAO GERAL

Cada vez mais existe um aumento do interesse dos consumidores para diminuir
0 uso de embalagens sintéticas, portanto as industrias de alimentos tentam substituir
0 uso de embalagens feitas com materiais derivados do petr6leo em alimentos
processados. Os biopolimeros tém sido utilizados como materiais para desenvolver
filmes biodegradaveis, porém néo € possivel atingir propriedades mecanicas, fisicas
e de barreira similares as propriedades das embalagens tradicionais. Além disso, 0s
biopolimeros tém um custo mais elevado e € necessario o uso de plastificantes e
outros aditivos, o que tém limitado seu uso na industria. Por outro lado, os
carotenoides e 4&cidos fendlicos tém sido utilizados como antioxidantes e
antimicrobianos naturais em diferentes tipos de embalagens, porém séo susceptiveis
a degradacdo por exposicdo a fatores ambientais como luz, oxigénio e alta
temperatura, e isso limita as suas aplicacdes. A incorporagao de compostos bioativos
em filmes biodegradaveis permite a obtencdo de embalagens ativas biodegradaveis.
As propriedades funcionais dessas embalagens oferecem uma alternativa para seu
uso em lugar de embalagens tradicionais. Os filmes teriam propriedades mecanicas,
fisicas e de barreira inferiores, mas ajudariam a estender a vida util dos produtos
embalados substituindo o uso de aditivos sintéticos. Com base nisso, o objetivo do
trabalho foi desenvolver filmes ativos & base de biopolimeros e incorporados de
compostos bioativos e avaliar sua interagdo com a matriz polimérica através da
determinacado das propriedades fisico quimicas, mecanicas, térmicas, estruturais e de

barreira.

A parte experimental foi dividida em duas partes. A primeira foi realizada no
Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul em Porto Alegre, Brasil. Foram desenvolvidos filmes de alginato de
sédio usando a técnica de casting. A partir de testes preliminares foram avaliadas as
adicdes das concentracdes de 0,1%, 0,3% e 0,5% (em relacdo ao peso do polimero)
de licopeno ou B-caroteno como antioxidantes naturais. A segunda parte foi realizada
no Instituto de Investigacion de Alimentos para el Desarrollo (IIAD) da Universidade
Politécnica de Valéncia (UPV) em Valéncia, Espanha. Foram desenvolvidos filmes
multicamada de acido polilatico (PLA) e polivinil alcool (PVA) usando a técnica de
thermoprocessing com a adi¢cao das concentracdes de 0%, 0,3% e 0,5% de acido p-
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cumarico como antimicrobiano. A partir dos resultados obtidos foram desenvolvidos

dois artigos cientificos:

= Biodegradable sodium alginate films incorporated with lycopene and (-
carotene for food packaging purposes.

= PLA-PVA active laminates with p-coumaric acid for food packaging purposes.

Em cada etapa do trabalho foi atingido um objetivo especifico que permitiu
estabelecer parametros para as seguintes avaliacdes e possiveis aplicacdes do
produto obtido.

Na primeira etapa, o licopeno e o B-caroteno foram extraidos de tomate e
cenoura, respetivamente, até conseguir extratos com 95% de pureza. Apés, foram
realizados testes prévios para escolher as concentracées dos carotenoides que iam
ser incorporadas nos filmes. Com base no levantamento bibliografico, foram
realizados testes para estabelecer o processo para obtencaode filmes de alginato de

sédio complexados com cloreto de calcio e incorporados de carotenoides.

Os resultados do estudo indicaram que foi possivel obter filmes biodegradaveis
de alginato de sédio incorporados de carotenoides usando a técnica de casting. Os
filmes obtidos mostraram propriedades mecéanicas, fisicas e de barreira inferiores em
comparacao com embalagens tradicionais derivadas do petroleo. Os filmes com 0,3%
de licopeno ou B-caroteno apresentaram propriedades mecanicas moderadas, com
menor resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura do que os filmes de controle. Da
mesma forma, mostraram uma maior intensidade de cor e baixa transmisséo de luz
UV/Vis. A obtencdo de filmes biodegradaveis com barreira a luz pode ser uma
alternativa para manutencao da qualidade e estabilidade de produtos susceptiveis a

fotodegradacédo, como por exemplo alimentos com alto teor de lipideos.

Outro parametro importante a ser avaliado em embalagens para alimentos € a
permeabilidade ao vapor de agua, visto que alimentos que apresentam baixa atividade
de agua ou umidade precisam ser armazenados em materiais que proporcionem sua
manutencdo ou estabilidade. No desenvolvimento de filmes podem ser utilizados
compostos para modificar a permeabilidade, como por exemplo, compostos
hidrofébicos que diminuam a interacdo com as moléculas de agua e consequente

permeacéo atravées dos filmes. A incorporacéo de carotenoides promoveu reducao (p
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< 0,05) na permeabilidade ao vapor de agua, principalmente pela adicdo de 0,5%. Os
filmes com 0,3% de licopeno ou B-caroteno ndo apresentaram diferencas significativas
(p > 0,05) em relacao aos filmes controle. Assim, eles foram utilizados para analise de
microestrutura por microscopia eletrénica de varredura e avaliacdo da capacidade

antioxidante.

Para avaliar a capacidade antioxidante foi investigada a estabilidade oxidativa
de dleo de girassol armazenado em sachés feitos a partir dos filmes biodegradaveis
de alginato de sodio incorporados de carotenoides sob condicBes aceleradas de
armazenamento, jA que as reac¢les de degradacdo sdo influenciadas por varios

fatores como calor, iluminacao e presenca de oxigénio.

No terceiro dia de armazenamento, o 6leo embalado em sachés de filmes
controle (alginato de s6dio sem carotenoides), polietileno de baixa densidade (PEBD),
garrafa PET e placa petri (livre sem embalagem) apresentou indice de peroxidos
superior ao limite maximo estabelecido pelo Codex Alimentarius (1999) para 6leo
vegetal (10 mEg/kg), enquanto o menor aumento no indice de peroxidos foi observado
para amostras de 6leo embaladas em filmes com p-caroteno ou licopeno. Os filmes
incorporados de carotenoides retardaram a oxidacao lipidica do 6leo de girassol
durante o periodo de armazenamento, apresentando excelente efeito antioxidante em
relacao as embalagens usadas como controle. Os filmes incorporados com p-caroteno
apresentaram um periodo de indu¢cdo menor do que os filmes com licopeno. No caso
do B-caroteno, até o dia 10 de armazenamento, o valor de indice de peroxidos foi
menor (9,19 £ 1,58 mEqg/kg) do que o limite, enquanto para o licopeno o limite n&o foi
ultrapassado até o dia 7 (8,85 = 0,81mEqg/kg).

A estabilidade oxidativa dos filmes pode estar relacionada a menor transmissao
de luz UV (210 nm) e visivel (500 nm), onde os filmes incorporados com 0,3 % de
carotenoides apresentaram menor transmissao quando comparados ao filme controle.
Além disso, pode estar associada a capacidade antioxidante dos carotenoides
possibilitada por sua estrutura composta por muitas ligagées duplas conjugadas. A
microscopia eletrénica de varredura dos filmes mostrou uma superficie homogénea,
mas os filmes com licopeno ou B-caroteno mostraram uma estrutura mais compacta

do que o filme controle.
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Os resultados sugerem que os filmes de alginato de sodio incorporados com
maiores concentracbes de carotenoides poderiam manter o efeito antioxidante
durante um longo periodo de armazenamento. Portanto, foi demonstrado que a
incorporacao de carotenoides nos filmes de alginato de s6dioé uma alternativa com alto
potencial para desenvolver embalagens ativas que possam ser aplicadas em

embalagem de alimentos.

Na segunda etapa, com base no levantamento bibliografico, foram escolhidas
as concentragcdes do acido p-cumarico que iam ser incorporadas em filmes de PVA.
Foram realizados testes prévios para estabelecer as condi¢des do processo para

obtencao de filmes multicamada de PVA e PLA e incorporados de acido p-cumarico.

Os resultados do estudo indicaram que foi possivel obter filmes ativos
multicamada biodegradaveis de PVA — PLA incorporados de acido p-cumarico usando
a técnica de thermoprocessing (mistura por fusdo e moldagem por compressao).
Foram desenvolvidos filmes de trés camadas compostos por uma folha interna de
PVA e duas camadas externas de PLA com boa adesaointercamada. Os filmes
multicamadas mostraram valores das propriedadesmecéanicas que ficaram proximos
aos valores do filme de PLA, ou seja, tornaram-se mais rigidos, mais resistentes a
ruptura e menos extensiveis que os filmes dePVA. No entanto, a incorporacao do acido
p-cumarico ndo afetou ocomportamento mecéanico. As propriedades de barreira das
multicamadas forammelhoradas em comparacado com as monocamadas, combinando
camadashidrofobicas (PLA) e hidrofilicas (PVA), que fornecem permeabilidades ao
vaporde agua e ao oxigénio, respectivamente. A incorporacdo do 4cido p-cumarico
nao afetou o OP, mas promoveu reducdo no WVP, principalmente com a adi¢cdode 5
% (p < 0,05). O objetivo principal de uma embalagem multicamada é conseguir
melhorar as propriedades de barreira combinando as carateristicas positivas que séo
especificas de cada material. Embora o &cido p-cumarico nadotenha promovido
variacbes notaveis na transicao vitrea do PLA e do PVA, a estabilidade térmica do
PVA foi melhorada.

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes foi realizado um teste in vitro
com a inoculagdo de uma bactéria gram positiva (Listeria innocua) e uma gram
negativa (Escherichia coli), em que o meio de cultura foi despejado em placas de Petri

e inoculado com a suspenséao bacteriana. Em seguida, o meio de cultura inoculado foi
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coberto com as amostras de filme multicamada com diferentes concentragcbes de

acido p-cumarico e o meio de cultura inoculado ndo coberto foi usado como controle.

A guantidade de &cido p-cumarico incorporada nos filmes multicamadas foi
suficiente para atingir um efeito inibitério contra ambas as bactérias. Isso indica que o
acido p-cumarico foi liberado da matriz do filme multicamada, embora a natureza
hidrofébica do PLA limite a liberacdo completa de &acidos fendlicos. Como era
esperado, o efeito antibacteriano do acido p-cumarico foi maior contra E. coli do que
contra L. innocua. No entanto, a inibicdo do crescimento microbiano do filme com
concentracédo 0,3% e 0,5% de &cido p- cumarico em relacdo aos filmes controle foi
inferior a 2 log UFC, o que permitiria considera-lo um material antibacteriano eficaz. A
maior reducéo de log UFC foi alcangada pela concentracdo 0,5% contra ambas as
bactérias testadas, 1,53 e 1,05 para E. coli e L. innocua, respectivamente. Portanto, a
eficacia da atividadeantibacteriana dos filmes depende da concentracdo de &cido p-
cumarico. Os filmes multicamadas apresentaram notavel atividade antimicrobiana nos
ensaiosin vitro, ou seja, 0 acido p-cumarico teve uma boa libera¢do no meio de cultura

e uma inibicéo efetiva do crescimento microbiano.

Portanto, as adequadas propriedades mecanicas e funcionais dos laminados
ativos de PLA/PVA desenvolvidos neste estudo, os tornam um potencial material para
aplicacbes em embalagens de alimentos, principalmente no que diz respeito a

gualidade nutricional e conservacao.

Foi demonstrado que é possivel desenvolver filmes biodegradaveis que podem
ter propriedades antioxidantes e/ou antimicrobianas mediante a adi¢gdo de compostos
bioativos. Diferentes técnicas podem ser utilizadas, no entanto é necessario usar
processos que sejam mais préximos aos desenvolvidos na industria de embalagens
como foi o caso dos filmes produzidos por thermoprocessing. Os resultados
mostraram que os filmes obtidos apresentam propriedades mecéanicas e de barreira
muito diferentes das embalagens tradicionais, conhecidas pela boa resisténcia,
elongacao, maleabilidade, baixa permeabilidade e solubilidade. No entanto, as
embalagens biodegradaveis tém muitas aplicagcdes que ndo requerem propriedades
mecéanicas semelhantes ao plastico. Também existe a possibilidade de misturar

biopolimeros com polimeros derivados do petrdleo para desenvolver embalagens que
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sejam parcialmente biodegradaveis, aproveitando a vantagem de ser ativas por causa

das propriedades funcionais dos compostos incorporados.

8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que o alginato de sodio, o
acido polilatico e o polivinil alcool podem ser biopolimeros utilizados para o
desenvolvimento de filmes monocamada e multicamada usando diferentes técnicas
como o casting e thermoprocessing. Foi verificado que que a adi¢&do de licopeno, -
caroteno ou acido p-cumarico contribui para a obtencdo de embalagens com atividade
antioxidante e/ou antimicrobiana. A incorporacdo destes compostos bioativos
demonstrou ser uma boa opc¢ao para aplicagdo como antioxidantes ou antimicrobianos
naturais em filmes, com a modificacdo das propriedades mecanicas e de barreira.
Com destaque para a melhora da permeabilidade ao vapor de agua e oxigénio dos
filmes multicamada com adicdo de acido p-cumarico. A determinacdo da interacdo
entre a matriz polimérica e 0os compostos bioativos sdo fatores importantes para o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis ativas, assim como avaliar a
estabilidade oxidativa, atividade antimicrobiana dos compostos adicionados e a
manutencao das propriedades funcionais dos filmes. Esses resultados servem para
poder prever e planejar uma futura aplicacdo e determinar as condi¢cdes Otimas para
seu uso como embalagem. A capacidade antioxidante, liberagcdo dos antioxidantes e
a barreira a fotodegradacéo foram comprovadas através da avaliacao da estabilidade
do dOleo de girassol. No caso dos filmes multicamada o teste antimicrobiano in vitro
permitiu comprovar a atividade antimicrobiana e a liberacdo do acido p-cumarico com
uma efetiva inibicdo de crescimento microbiano, respetivamente. A avaliagdo dessas
propriedades funcionais demonstrou a potencial aplicacdo dos filmes como
embalagem para alimentos susceptiveis as reac¢des de oxidacgéo lipidica e degradacao
induzidas pela exposicao a luz, assim como a deterioracdo e contaminacao causada
pelo crescimento microbiano. Isto pode proporcionar maior estabilidade e aumentar a
vida util de alimentos durante o armazenamento. Assim, este estudo validou o
potencial uso de biopolimeros e compostos bioativos para auxiliar no desenvolvimento
e uso de novas técnicas para melhorar a producdo e futuras aplicacdes de

embalagens ativas biodegradaveis como embalagem primaria de alimentos.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste estudo contribuiram para melhor compreenséo do
uso do alginato de sddio, acido polilatico e polivinil alcool como biopolimeros para
obtencédo de filmes, paralela a adicdo de antioxidantes e antimicrobianos naturais e
avaliacdo da sua interacdo e estabilidade junto a matriz polimérica. Durante o
desenvolvimento foi possivel observar novas possibilidades quanto ao seu uso,
técnicas para obtencdo dos filmes e avaliacdo de outras propriedades destas
embalagens. Assim, como perspectivas futuras para dar continuidade, complementar

e aprofundar este trabalho, pode-se sugerir:

e Estudo da adicao de plastificantes, emulsificantes e outros aditivos naturais
para melhorar as propriedades mecanicas.

e Estudo da liberacdo dos compostos bioativos em liquidos simulantes.

e Estudo das interacbes intermoleculares entre a matriz polimérica e o0s
compostos bioativos através de diferentes técnicas de caracterizagdo, como
por exemplo a analise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR).

e Aplicacéo dos filmes como embalagem para diferentes matrizes alimenticias e
seu efeito na vida util destes alimentos.

e Investigacao da biodesintegracao e biodegradacao dos filmes em solo.

e Estudar a migracdo dos antioxidantes para o alimento durante a aplicacao
como embalagem.

e Estudar a inibicdo de crescimento microbiano no alimento (in vivo) durante a

aplicacdo como embalagem.
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