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RESUMO

GOES, Mariana Moraes. Produgdo e caracterizagdo de filmes biodegradaveis
baseados em amido e Extratos naturais. 2023. 137. Tese de doutorado (Doutorado
em Quimica) — Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

O uso de embalagens € indispensavel em nosso cotidiano, porém o descarte desses
materiais torna-se uma preocupante fonte de poluigdo, principalmente por serem
majoritariamente provenientes de polimeros de origem fossil e ndo biodegradaveis. O
uso de polimeros biodegradaveis é uma alternativa promissora para diminuir o
impacto ambiental causado por esses materiais. Com o intuito de agregar
propriedades as embalagens biodegradaveis para atender as novas exigéncias do
mercado e aumentar a seguranga alimentar, este trabalho propde a produ¢do de um
sensor de frescor de peixe e de um fiime de amido/PBAT com propriedades
antioxidantes para a utilizacdo como embalagem ativa e inteligente. Inicialmente foram
produzidos filmes de amido, plastificantes: glicerol e isomalte, sendo este ultimo a
inovacao deste filme e antocianinas para serem usados como indicador de frescor de
peixe. O efeito dos plastificantes e da antocianina nos filmes de amido foram
estudados em relagao as propriedades fisico-quimicas, mecanicas, térmicas e cinética
de sorg¢ao de agua, verificando-se que o tipo e quantidade de plastificante altera as
propriedades do material. Os resultados de teor de bases volateis mostraram que o
filme produzido é responsivo em uma ampla faixa de pH, sendo um excelente
candidato como indicador para monitoramento do frescor do pescado. Para a
producdo das embalagens ativas antioxidante foram produzidas inicialmente
particulas de quitosana com Tripolifosfato de sédio e um novo reticulante o
Trimetafosfato de sédio, em que n&o ha resultados do seu uso na literatura e
diferentes propor¢des de quitosana:éleo essencial de orégano. As analises de
infravermelho e intumescimento comprovaram a reticulagdo da quitosana e indicaram
que o intumescimento é influenciado pelo tipo de reticulante e a maneira em que
ocorre a interagdo destas substancias com a quitosana. Analises termogravimétrica
demonstraram que as particulas com 6leo encapsulado apresentam maior
estabilidade térmica que o 6leo puro, servindo como protecao térmica a substancia
ativa. Pela técnica de espalhamento dinamico de luz verificou-se que as particulas

produzidas com Tripolifosfato de sédio apresentam menores tamanhos o que



influenciou na liberagao de 6leo essencial de orégano. Para as diferentes particulas,
a liberagao de 6leo é descrito por um mecanismo de liberagao quasi fickiano. Filmes
multicamadas em diferentes formulacbées de amido/Poli(Butileno Adipato-co-
Tereftalato) com as particulas de quitosana pura e encapsuladas com 6leo essencial
de orégano e com o dleo livre na matriz polimérica foram produzidos por extrusdo. Os
resultados demonstram que a presenca de particulas de quitosana e 6leo essencial
de orégano atuam como refor¢o ou carga nos filmes e o 6leo como plastificante,
aumentando os valores de permeabilidade ao vapor de agua, a taxa de sorgao de
agua e os valores de alongamento a ruptura e Modulo de Young comparados ao FC.
O estudo cinético de liberagao de dleo indicou uma difusdo anémala, descrevendo
uma combinacdo da difusdo e relaxagdo das cadeias, com predominancia do
processo de difusdo comprovado pelo parametro R/F<0 e modelo de Weibull. Maiores
valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante foram obtidos para as
formulacbes com particulas de quitosana encapsuladas com 6leo essencial de
orégano (F1:1-TMFS e F1:1-TPFS), comprovando o efeito protetor da substancia ativa
pela encapsulagéo, além de servirem para mascarar o odor caracteristico do 6leo nos
filmes. Os estudos realizados indicam que filmes de amido/ Poli(Butileno Adipato-co-
Tereftalato) e particulas de quitosana encapsuladas com 6leo essencial de orégano

apresentam potencial para serem utilizados em embalagens ativas.

Palavras-chave: Embalagem inteligente; antocianina; antioxidantes; embalagem
ativa; oleo essencial de orégano.



ABSTRACT

GOES, Mariana Moraes. Production and characterization of biodegradable films
based on starch and natural extracts. 2023. 137. Tese de doutorado (Doutorado em
Quimica) — Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2023.

The use of packaging is indispensable in our daily routine, but the inappropriate discard
of these materials is a consider pollution source, especially for being proceeding from
polymer of fossil origin and non-biodegradable. The utility of biodegradable polymers
to obtain packages is an alternative to reduce the environmental impact of these
materials. Tied to the new market demands, the biodegradable packaging is an option
with its active and intelligent properties. In this work were produced starch films,
plasticizers, and anthocyanin to be used as a fresh indicator of fish for intelligent
packaging. The plasticizers effect and anthocyanin in the starch films were studied
related with its physical chemical, mechanical and thermal properties and its kinetic
capacity of water sorption, checking what type and quantity of plasticizers modifies the
material properties. Furthermore, was estimated the pH influence in the color of the
film containing anthocyanin, as its indicator activity and total volatile basic nitrogen.
The results demonstrated that the film is effective over a broad pH range, being an
excellent option to indicate and monitor the fish freshness. To produce active
antioxidant packaging, chitosan particles were initially produced with sodium
trimetaphosphate and sodium tripolyphosphate crosslinkers and different proportions
of chitosan:oregano essential oil. Infrared with Fourier transform and swelling analyzes
confirmed the crosslinking of chitosan and indicated that swelling is influenced by the
type of crosslinker and the way in which these substances interact with chitosan.
Thermogravimetric analysis demonstrated that particles with encapsulated oil have
greater thermal stability than pure oil, serving as thermal protection for the active
substance. By Dynamic Light Scattering it was verified that the particles produced with
sodium tripolyphosphate have smaller sizes, which influenced the release of oregano
essential oil. For the different particles, the oil release is described by a quasi-Fickian
release mechanism. Were produced multilayer films by extrusion process in different
formulations of starch/poly(butylene adipate-co-terephthalate) with oil-free and
encapsulated chitosan particles containing oregano essential oil and non-polymeric



matrix oil. The results show that the presence of chitosan and essential oil particles act
as reinforcement or as filler at the films while the oil act as a plasticizer increasing the
amount of water vapor permeability. This fact also increases the water sorption and
the values related of elongation at break and Young’s modulus comparing to FC. The
kinetics study of the oil demonstrated an anomalous release described by a
combination of diffusion and relaxation of the chain’s prevalence the process of
diffusion (proved by R/F<0 parameters and Weibull model). In case of the formulations
containing chitosan particles and oregano essential oil (F1:1-TMFS e F1:1-TPFS) were
observed a bigger number of phenolic compounds and antioxidant activity confirming
the active substance protective effect when encapsulated in addition to has the
potential of disguise the typical essential oil odor. The studies indicate that starch
/Poly(Butylene Adipate-co-Terephthalate) films and chitosan particles encapsulated

with oregano essential oil have the potential to be used in active packaging.

Key-words: Intelligent packaging; anthocyanin; antioxidants; active packaging;
Oregano essential oil.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, 240 a 300 mil toneladas de residuos solidos urbanos séo
produzidos diariamente (ABRELPE, 2021) sendo estes, em grande parte, destinados
a aterros sanitarios ou descartados no ambiente, impulsionados pela falta de politicas
rigidas que controlem o descarte de residuos domésticos. Cerca de 18% do total de
residuos soélidos sdo materiais plasticos usados como embalagens (ABRELPE, 2021).
O descarte desses materiais causa um elevado impacto ambiental, principalmente por
serem provenientes de polimeros de origem féssil e ndo biodegradaveis.

O desenvolvimento de uma embalagem ativa e inteligente utilizando
matriz biodegradavel e substancias naturais oferece ao mercado e ao consumidor
uma embalagem que, além de exercer suas funcbes tecnoldgicas, atende as
demandas atuais de protegdo ao ambiente e seguranga ao consumidor.

O amido é um biopolimero de grande interesse industrial por ser uma
matéria-prima abundante, nado toxica, biodegradavel, de baixo custo de
comercializagao e disponivel em todo o mundo). Entretanto, o desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis ativas e inteligentes baseadas em amido utilizando
substancias naturais encontra algumas dificuldades: contornar as limitagdes do amido
devido propriedades mecénicas e hidrofilicidade inadequadas para a producao de
embalagens e redugao de odor e prevencao da degradagao das substancias naturais
durante o processo de producgao por extrusao.

Com o intuito de contornar essas limitacdes, tornando os filmes de
amido menos susceptiveis as variagbes de umidade e mecanicamente mais
resistentes, o uso de plastificantes, fibras naturais, nanoparticulas ou blendas tem sido
proposto (TEODORO et al., 2015; GOES et al., 2021).

Neste trabalho, propde-se contribuir com este tema produzindo um
indicador de frescor de peixe em embalagens inteligentes baseado em amido,
utilizando diferentes tipos e propor¢des de plastificantes e extrato da casa de uva e
um filme biodegradavel de blenda de amido e Poli(Butileno Adipato-co-Tereftalato)
(PBAT), por extrusdo, incorporado com 6leo essencial de orégano (OEO), para ser
utilizado na preparagao de embalagens ativas.

Visando reduzir o odor e preservar as substancias ativas, propomos
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o encapsulamento do OEO em particulas de quitosana para entdo serem dispersas
nas blendas produzidas por extrusdo e o estudo da liberagdo do OEO a partir das
particulas e dos filmes, avaliar as suas propriedades fisicas, quimicas e capacidade

antioxidante.

Espera-se que a combinagao do indicador de frescor com os filmes
incorporados com OEOQ resulte em uma embalagem “smart”, ou seja, uma embalagem
total que apresente os beneficios decorrentes da tecnologia ativa e inteligente,
apresentando potencial para melhorar a seguranga e qualidade dos produtos

alimenticios, além de sua conveniéncia para os consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Produzir filmes biodegradaveis ativos e inteligentes utilizando

substancias naturais.

2.2 ESPECIFICOS:

v Produzir e estudar o comportamento de filmes de amido com diferentes tipos e
proporgdes de plastificante (isomalte e glicerol) e antocianina. Estudar a influéncia dos
plastificantes e antocianina nos filmes de amido e avaliar seu uso como indicador de
pH para frescor de peixe.

» Caracterizar os filmes de amido obtidos por casting por Espectroscopia
com transformada de Fourier (FTIR), Permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), ensaio de intumescimento, solubilidade, teor de umidade, ensaio

mecanico, cinética de sor¢cado de agua e difracao de raio-X (DRX).

v" Produzir por gelificagédo idnica, particulas de quitosana com diferentes reticulantes
trimetafosfato de sédio (TMFS) e tripolifosfato de sédio (TPFS) incorporadas com
OEO em diferentes proporgcbées. Estudar a influéncia dos reticulantes nas
propriedades das particulas de quitosana pura e com 6leo, a estabilidade térmica e o
mecanismo de liberagao de dleo.

» Caracterizar as particulas de quitosana com e sem OEO por FTIR,
Analise Termogravimétrica (TGA), Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Calorimetria Diferencial
Exploratéria (DSC), Eficiéncia de Encapsulamento (EE), ensaio de

intumescimento e estudar a liberagao de OEO.

v" Produzir por extrusdo filmes de amido e PBAT sem e com particulas de quitosana

incorporadas com OEOQO e avaliar seu uso como embalagem ativa.
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» Caracterizar os filmes de amido e PBAT obtidos por extrusdo por TGA,
MEV, PVA, solubilidade, ensaio mecanico, cinética de sorcao de agua,
cinética de liberagdo do OEO em meio simulado-agua e quantificacéo de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante em meio simulado agua

e solucao alcodlica.
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3 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO DA LITERATURA

3.1 EMBALAGENS

De acordo com a Associacao Brasileira de Embalagens (ABRE, 2022)
a embalagem € um recipiente ou envoltura que armazena produtos temporariamente,
individualmente ou agrupando unidades, tendo como principal fungdo proteger e
estender o prazo de vida do seu produto, além de viabilizar a distribuicdo, a
identificacdo e o consumo do produto.

O uso de embalagens é indispensavel em nosso cotidiano, podendo
ser constituida de diversos tipos de materiais, formatos e tamanhos. Podem ser
empregadas para acondicionar produtos alimenticios, farmacéuticos, bebidas,
utilitarios domésticos, cosméticos e outros (BRAGA e SILVA, 2017).

A origem das primeiras embalagens se deu pela necessidade da
sociedade em transportar e conservar os alimentos em ocasides de escassez, assim,
houve a criagao de recipientes simples, feitos de escamas, folhas de plantas, pecas
ocas de madeira, lougas de barro e pele de animais (CASTRO e POUZADA, 2003).

Com o passar dos anos surgiram novos materiais para a fabricagao
das embalagens, tais como, vidro, papel, metais e plasticos. Consequentemente,
novos processos tecnoldgicos foram desenvolvidos com o objetivo de melhorar o
desempenho desses materiais em relagdo ao acondicionamento, prote¢cdo dos
alimentos contra agentes externos, evitando alteragcées e contaminagdes do produto
até o seu destino (LUCHESE, 2017).

Atualmente, com as novas exigéncias dos consumidores e ampla
competitividade nas vendas de produtos alimenticios, as embalagens que antes
tinham como fungéo conter e proteger o produto, passaram a adquirir novas fungoes:
comunicar (informar através de simbolos, impressdes, cor, entre outros), conveniéncia
(atender as necessidades do consumidor como, quantidade adequada, facilidade de
abertura, entre outros), manter a qualidade, o frescor, a seguranga do produto
embalado, monitorar e indicar as propriedades do alimento. Como forma de preencher

estes requisitos, novos sistemas de embalagens vém sendo desenvolvidas, as
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chamadas “embalagens ativas e as embalagens inteligentes” (YAN, HSIEH e
RICACHO, 2022).

3.1.1 Embalagens Inteligentes

As embalagens inteligentes séo sistemas de embalagens capazes de
realizar fungdes que indicam a condicido dos alimentos embalados ou do ambiente ao
redor dos alimentos. Seu objetivo € monitorar o produto e transmitir as informacodes
aos consumidores (GHAANI et al., 2016).

Em resumo, em vez de se imprimir uma data de validade em um
produto que esta sujeito as acgdes fisicas, quimicas e microbioldgicas diferentes, uma
embalagem inteligente, informara a validade real do alimento e n&do a validade
baseada em parametros numéricos e estatisticos, pois tal produto pode ter sido
exposto a diversas condi¢cdes adversas e desfavoraveis, que ndo se encontram na
data de validez usual (PASCHOA, 2016).

Em geral, existem trés tecnologias principais usadas para sistemas de
embalagens inteligentes, sendo eles: portadores de dados, sensores e indicadores
(MULLER e SCHMID, 2019).

Os portadores de dados ajudam a tornar mais eficiente o fluxo de
informacgdes na cadeia de suprimentos, com a fungdo de garantir a rastreabilidade,
automacao, protecao contra roubo ou protecao contra falsificagdo. Para garantir isso,
os portadores de dados armazenam e transmitem informacdes sobre armazenamento,
distribuicao e outros parametros. Os portadores de dados mais usados sao: etiquetas
de codigo de barras, QR-Codes e identificacao por radiofrequéncia (MULLER e
SCHMID, 2019).

Os sensores quimicos sao dispositivos capazes de fornecer
continuamente informacdo quimica ou fisica do sistema, convertendo-a em sinal
elétrico (TREVISAN e POPPI, 2006). Os sensores de gas de CO2, sdo um exemplo
dessa categoria, em sua maioria sao sensores infravermelhos nao dispersivos (NDIR),
sensores espectroscépicos que medem o conteudo de CO2z por absorgéo de gas em
um determinado comprimento de onda (PANDEY e KIM, 2007).

Outro tipo de sensores sdo os biossensores, por exemplo, biossensor
(Toxin Guard® da Toxin Alert) cujo sistema funcional é baseado em anticorpos, que
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sdo integrados em embalagens de plastico e assim o tornam possivel detectar
patdégenos como Salmonella, E. coli, Listeria e Campylobacter (BODENHAMER,
JACKOWSKI e DAVIES, 2004). Comparados aos sensores quimicos, eles tém um
receptor feito de materiais bioldgicos, como enzimas, antigenos, hormdnios ou acidos
nucléicos (MULLER e SCHMID, 2019).

Por fim, os indicadores sao substancias que indicam a presenga ou a
auséncia de algum composto ou o0 grau de reacgao entre duas ou mais substancias
através de mudangas nas caracteristicas do indicador. Existem categorias de
indicadores bem conhecidas, os indicadores de tempo-temperatura, de gas e de
frescor.

Os indicadores de tempo-temperatura sao dispositivos simples e
baratos com a finalidade de mostrar mudancas na temperatura, fornecendo
informagdes sobre a qualidade e a seguranga microbiana do produto (JHUANG et al.,
2020).

Os indicadores de gas indicam a condicdo de qualidade dos
alimentos, dependendo da atmosfera interna. A maioria deles monitora a
concentragcédo de oxigénio e o dioxido de carbono (MENG et al., 2014), mas também
vapor de agua, etanol, sulfeto de hidrogénio e outros gases sao verificados (FANG et
al., 2017).

Indicadores de frescor supervisionam a qualidade dos produtos
alimenticios durante o armazenamento e o transporte, eles indicam informacgdes sobre
crescimento microbioldgico, presenca de metabdlitos microbioldgicos ou alteracdes
quimicas dos produtos (KERRY e BUTLER, 2008; KUSWANDI et al.,, 2013),
produzindo um sinal como resposta a mudancas nas condi¢des iniciais e informando
sobre a qualidade dos produtos embalados.

Dentre os indicadores que podem ser incorporados as embalagens,
os indicadores colorimétricos podem informar sobre o frescor dos alimentos
visualmente. A deterioragdo de alimentos geralmente € acompanhada por mudanga
de pH. Um dispositivo que tem sua cor alterada em funcédo do pH do ambiente, permite
ao consumidor avaliar a qualidade do alimento no préprio local de compra,
independente do prazo de validade impresso.
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Indicadores colorimétricos podem ser produzidos com corantes
naturais, como as antocianinas, que sao nao téxicos, soluveis em agua e bastante

sensiveis a mudangas de pH.

3.1.1.1 Antocianinas

As antocianinas sao flavonoides, isso €, compostos bioativos do grupo
dos polifendis, sado encontradas largamente distribuidos na natureza e séo
responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho
que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas
(MALACRIDA e MOTA, 2005).

Todas as antocianinas sdo derivadas da estrutura basica de um cation
flavilium (Figura 1), como possuem deficiéncia em um elétron, sdo muito reativas
(GUIMARAES, ALVES e ANTONIOSE, 2012).

Figura 1. Estrutura basica de um cation flavilium

Fonte: O proprio autor.

De acordo com o tipo de substituintes R1 e Rz da estrutura basica
(Figura 1), surgem diferentes tipos de antocianinas. Atualmente se conhece cerca de
20 antocianinas, sendo seis delas as mais encontradas: pelargonidina, cianidina,

delfinidina, peonidina, petunidina e a malvidina (Figura 2).



Figura 2. Principais antocianinas conhecidas
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A antocianina proporciona resposta confiavel de cor as variagdes de

pH (ZHAG et al., 2020). Em condi¢ao acida (pH 1,0) ocorre predominio de formas

estruturais de intensa coloragédo avermelhada (cation flavilico); em pH 3-5 ha formacéao

de estruturas incolores (carbinol), em condi¢do basica (pH > 7) ocorre formacéo de

bases quinoidais de coloracdo azulada/esverdeada a amarela em meios fortemente

basicos. As mudancgas estruturais que ocorrem nas antocianinas com a variagao do
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pH, podem ser exemplificados pelo esquema das principais transformacoes ilustradas
na Figura 3 (TIMBERLAKE e BRIDLE, 1975; BROUILLARD et al., 1982; FRANCIS e
MARKAKIS, 1989).

Figura 3. Possiveis mudangas estruturais das antocianinas em meio aquoso em
funcao do pH
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Fonte: Adaptado de TERCI e ROSSI, 2002.

Dadas as caracteristicas mencionadas, além de ser um composto
natural e biodegradavel, pode ser obtido de residuos agroindustriais tais como: amora,
jabuticaba, goji berry, uva entre outros, tornando viavel o seu uso em embalagens,
agindo como indicador de frescor do produto embalado, sendo possivel fornecer ao

consumidor uma informacgao de qualidade através de mudancas de cor.
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Na literatura séo reportadas algumas pesquisas de embalagens ativas
e inteligentes com antocianina. QIN e colaboradores (2019) desenvolveram uma
embalagem utilizando a metodologia de casting para obter os filmes a base de amido
de mandioca e antocianinas extraidos de goji berry, estes filmes foram aplicados para
monitorar o frescor da carne de porco, apresentando resultados promissores.

SILVA et al., (2020) desenvolveu um biofilme ativo por casting a base
de soro de leite e extrato de casca de jabuticaba como indicador de pH para monitorar
a qualidade do queijo prato, indicando a vida util do produto. Os biofilmes nao
apresentaram resultado satisfatério para uso como embalagem primaria de queijos
prato, porém podem ser utilizados na forma de fita indicadora de mudancga de cor para

uso na avaliagcado da qualidade de queijos e/ou produtos secos.

3.1.2 Embalagens Ativas

A embalagem ativa pode ser definida como embalagens em que ela,
o0 produto e o ambiente interagem para prolongar a vida util ou aumentar as
propriedades sensoriais ou de seguranga, mantendo a qualidade do produto, através
da incorporacédo de aditivos em sua estrutura (SUPPAKUL et al., 2003).

Os componentes usados em sistemas de embalagens ativas podem
atuar absorvendo ou liberando substancias do/ou para o produto embalado ou para o
ambiente envolvido (VANDERROOST et al., 2014). Esses componentes incluem
absorvedor de oxigénio (KORDJAZI e ABDELLAH, 2021), absorvedor etileno
(GAIKWAD, SINGH e AJJl, 2019), etanol (KRUIJF et al.,, 2002) e agentes
antimicrobianos e antioxidantes (SHAEFER e CHEUNG, 2018; BRAGA e SILVA,
2017).

O controle oxidativo e do crescimento de microrganismo se faz
necessario para que os alimentos alcancem um alto nivel de qualidade, aumentando
assim a vida de prateleira do produto e a rentabilidade da industria, desta forma, as
embalagens ativas antioxidantes e/ou antimicrobianas sdo de grande relevancia
industrial e comercial (FILHO MORAES et al., 2007).

Nas embalagens antioxidantes, as substancias seréo liberadas para
proteger os alimentos da degradag&o oxidativa, inibindo as rea¢des de oxidagao ao
reagirem com radicais livres e peroxidos (VERMEIREN et al., 1999; BRODY et al.,
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2001; MIN e KROCHTA, 2007).

Por sua vez, a tecnologia de embalagens antimicrobianas baseia-se
no fato de que, na maioria dos alimentos sdlidos e semi-sélidos, o crescimento
microbiano € superficial, desta forma, o contato entre o produto embalado e o agente
antimicrobiano, tende a controlar o crescimento de microrganismos (FILHO MORAES
et al., 2007).

Uma vantagem da utilizacdo de embalagens antioxidantes e
antimicrobianas é que elas conferem a liberacdo de compostos ativos para o alimento
a taxas controladas, de modo que uma concentracédo pré-determinada do composto
ativo é mantida no alimento durante o armazenamento e distribuicdo, quando
comparada com a adigio direta dessas substancias nos alimentos, compensando a
sua continua utilizacdo durante a armazenagem (LICCIARDELLO et al., 2015).

Muitos trabalhos avaliam o uso de agentes antimicrobianos e/ou
antioxidantes, sendo esses de fontes naturais ou sintéticas, no entanto, a utilizagcao
de residuos ricos em compostos antimicrobianos e antioxidantes de origem natural,
pode representar uma maneira mais facil e barata de incorporagcao de ativos em
embalagens, além de promover uma destinagdo correta a esses residuos, tais como:
Oleos essenciais (GALINDO et al., 2019), lignina (RAI, DUTTA e MEHROTRA, 2017),
antocianinas extraidas de pequi (RIBEIRO DA CRUZ et al., 2022), carvacrol (RUA et
al., 2019), residuos de cenoura e de beterraba minimamente processadas (IAHNKE
et al., 2016), residuos de mirtilo — fibras e extrato etandlico (CRIZEL et al., 2016),

casca da uva, entre outros.
3.1.2.1 Antioxidantes e antimicrobianos

Varios compostos naturais e sintéticos tém tido seu potencial
antimicrobiano e antioxidantes analisado para o uso em embalagens ativas. O
interesse em produtos naturais como agentes conservantes tem sido impulsionado
principalmente pela grande aceitagdo dos consumidores, bem como pelos danos a
saude propiciados pelos aditivos sintéticos (ONGARATTO, VITAL e PRADO, 2022;
VITAL et al., 2021).

Os conservantes naturais antimicrobianos sao utilizados no intuito de

inibir o crescimento de bactérias que provoquem algum tipo de deterioragao
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indesejada nos alimentos (ONGARATTO, VITAL e PRADO, 2022).

Os conservantes naturais antioxidantes, prolongam a vida de
prateleira do alimento desejado, impedindo sua rancidez, degradagao e mudancga de
cor, tendo como principal atuagdo o sequestro dos radicais livres. Dentro desses
grupos ha diversos compostos utilizados como conservantes naturais para inumeros
tipos de produtos alimenticios (HASSOUN e COBAN, 2017).

Dentro do grupo dos agentes antioxidantes naturais, temos os de
origem vegetal, que sdo encontrados em especiarias, polpa citrica, casca e sementes
oleaginosas (SARY et al., 2021).

Os agentes antimicrobianos naturais, podem ser divididos de acordo
com sua fonte. Os de origem vegetal, como os 6leos essenciais, que sao sintetizados,
armazenados e liberados por algumas plantas; os de origem animal, como a quitosana
e os de origem microbiana como as bacteriocinas, estas sdo compostos proteicos
microbianos ativos, produzidos a partir de bactérias acido laticas, como o Lactobacillus
acidophilus e que podem ser utilizados contra o crescimento bacteriano indesejavel
em alimentos.

Entre os conservantes naturais, os Oleos essenciais apresentam
grande interesse comercial, por apresentarem propriedades conjuntas: antioxidantes
e antimicrobianas, € o caso do orégano, alecrim, tomilho, salvia, canela, cravo e
manjericao, que vém sendo usados em peixes e frutos do mar no intuito de preserva-

los por maior tempo possivel (JUNGES et al., 2022).
3.1.2.1.1 Oleo essencial de orégano

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos de metabolismo
secundario de plantas, normalmente produzidos por células secretoras ou grupos de
células, sdo encontrados em diversas partes do vegetal, como folhas e talos. Os éleos
essenciais sao liquidos oleosos, volateis e principalmente obtidos por um processo de
destilagao a vapor (SILVEIRA et al., 2021).

As propriedades antioxidantes desses Oleos sao principalmente
devido a sua grande quantidade de compostos fendlicos. Os compostos fendlicos tém
um ou mais grupos hidroxila, capazes de fornecer atomos de hidrogénio aos radicais

livres, inibindo as reacdes oxidativas. Além disso, a presenca de um par de elétrons
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nao compartilhados permite que eles se complexem com ions metalicos e oxigénio,
responsaveis por induzir a oxidacao lipidica (VASCONCELOS et al., 2021; GRAMZA,
et al., 2006).

Alguns dleos essenciais tem sido estudados e apresentam elevado
potencial para serem utilizados como antimicrobianos e antioxidantes, s&o eles: oleo
de alecrim (VALKOVA et al., 2022), 6leo de cravo-da-india (ANSARIAN et al., 2022) e
OEO (WU et al., 2021) entre outros.

O OEO encontra-se em evidéncia devido ao seu alto teor de
compostos fendlicos, principalmente carvacrol, timol, terpineno e p-cimeno (JUNGES
et al., 2022).

Diversos estudos relatam com sucesso a incorporagao de oleos
essenciais de orégano como antimicrobiano e antioxidante em filmes poliméricos.
ZEILD (2019) produziu filme de acido polilatico incorporados com OEO e obteve um
material com agéo antioxidante de aproximadamente 80%. A adigéo do 6leo essencial
nao afetou (p > 0,05) as propriedades de permeacao de oxigénio e agua, mecanicas
e migracao de antioxidantes do filme.

HOSSEINI et al. (2015) verificaram que filmes de gelatina e quitosana
contendo OEO apresentaram atividade antimicrobiana frente a microrganismos Gram
positivos (Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram negativos
(Salmonella Enteritidis e Escherichia Coli).

BALAN (2020), produziu filmes de farinha de trigo e PBAT com
microcapsulas de OEO por extrusao. Verificou que os filmes contendo 6leo essencial
quando aplicados na conservacao de massa para pastel sdo efetivos no controle de
bolores e leveduras durante 28 dias de armazenamento.

O OEO apresenta sabor e aroma intenso, desta forma, a adi¢ao direta
em alimentos pode afetar as propriedades sensoriais do material. Seu uso é de grande
interesse na producao de filmes biodegradaveis, e quando encapsulado, nao afeta as
propriedades sensoriais do filme e a substancia ativa fica protegida pela mudanca de

temperatura durante a obteng¢ao do filme (GALINDO et al., 2019).
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3.1.2.1.2 Encapsulagéo

A encapsulagédo consiste no envolvimento de materiais através do
revestimento por uma fina camada polimérica, originando uma particula (TODD,
1970), possibilitando o isolamento e a manutencao das substancias ativas no interior
de uma microestrutura (GIBBS et al., 1999).

O objetivo desta técnica é proteger um composto de fatores externos,
aumentando a liberagao, a estabilidade e a eficiéncia das substancias encapsuladas
(PEANPARKDEE , IWAMOTO e YAMAUCHI, 2016).

O material a ser encapsulado pode ser denominado como: nucleo,
ingrediente ativo ou fase interna. O material que forma o revestimento das particulas
€ chamado de material de parede, carreador, membrana, casca ou revestimento
(CONSTANT, 2002). As particulas podem ter diametros variando entre unidades de
micrébmetros até milimetros e podem apresentar diversas formas, dependendo dos
materiais e métodos usados para sua obtencdo (SCHROOYEN et al., 2001).

A retencéo de materiais ativos no interior das particulas € governada
por fatores tais como: sua natureza quimica, incluindo a funcionalidade quimica, a
relativa volatilidade e polaridade (SCHROOYEN et al., 2001).

Entre os varios métodos de encapsulagdes, a gelificacdo idnica é
bastante utilizado. O processo consiste em gotejar a solugdo polimérica contendo o
material do nucleo em uma solucédo ibnica, ambos em concentracdes adequadas. Este
processo resulta na formacdo de particulas que encapsulam uma substancia
especifica dentro de uma rede tridimensional (BALAN, 2020).

Nos estudos de encapsulagdo, os encapsulantes geralmente
empregados sao hidrocoldides de gomas vegetais, gelatina, amido modificado,
dextrinas, lipideos, emulsificantes, quitosana, alginato, entre outros (SHAHIDI e HAN,
1995).

Em funcdo da sua estrutura quimica, a quitosana se torna uma
excelente alternativa para ser utilizada como base na producdo de particulas,
encapsuladas, hidrogéis, embalagens e filmes biodegradaveis (RAVI-KUMAR, 2000;
YUAN, CHEN e LI, 2016).
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3.2 QUITOSANA

A quitosana (Figura 4) € um copolimero catidnico formado por
unidades de 2-desoxi-N-acetil-D-glicosamina e 2-desoxi-D-glicosamina unidos por
ligacbes  glicosidicas [B-1—4  (poli-N-acetil2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose)
(THARANATHAN e KITTUR, 2003). Obtida a partir da desacetilacdo alcalina da
quitina, principal componente da estrutura do exoesqueleto de crustaceos (CORRELO
et al., 2005).

Figura 4. Estrutura quimica da quitosana
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Fonte: O proprio autor.

A quitosana possui em sua cadeia polimérica trés grupos funcionais
reativos, o grupo amino, hidroxila primaria e hidroxila secundaria (KRAJEWSKA,
2004).

A natureza de sua configuragdo quimica e sua abundancia, nao
toxicidade, hidrofilicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade e propriedades
antibacterianas e antioxidante, torna-a de grande interesse na preparagao de filmes,
géis e esferas, para aplicagdes em diferentes areas, tais como: agricultura, tratamento
de agua, industria alimenticia e médica (HOSSEINI et al., 2013;
OLADZADABBASABADI et al., 2022).

3.3 AMIDO

Embora tenha havido um grande avancgo na industria de embalagens,
novas preocupacdes surgiram acerca deste ramo, isso porque, o uso de plasticos de
fontes ndo renovaveis e nédo biodegradaveis acarretam elevado impacto ambiental.

De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de Plastico

(ABIPLAST, 2021), foram consumidos 25,13 milhdes de toneladas de materiais
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plasticos no Brasil em 2021. Dados estatisticos importantes mostram que o plastico
representa, aproximadamente, 20% dos residuos produzidos no Brasil. Atualmente
73% das cidades brasileiras possuem algum tipo de coleta seletiva, sendo municipais
ou privadas; no entanto, ela ainda nao cobre a totalidade dos municipios e ocorre de
forma incipiente, pode-se concluir que a maior parte do residuo plastico gerado néo é
reciclado e acaba sendo descartado incorretamente, principalmente no ambiente
(ABRELPE, 2021). Para contornar esses problemas, algumas alternativas como a
substituicdo dos plasticos convencionais provenientes de fontes fésseis por polimeros
biodegradaveis de fontes renovaveis estdo sendo estudadas (FEIL, 1995).

O amido é uma matéria prima renovavel, biodegradavel, nao toxica,
cuja extragao pode ser através das raizes e dos tubérculos, como a mandioca e a
batata, bem como de cereais, trigo, milho e o arroz.

Este polimero semicristalino de elevada massa molar € formado por
moléculas de glicose unidas entre si por ligacdes glicosidicas a(1,4) que lhe fornecem
uma conformacgao linear, a amilose (Figura 5a) e polimero ramificado com ligagcdes
a(1,4) e a(1,6) com maior peso molar, a amilopectina (Figura 5b).

A amilose e amilopectina sao os principais compostos, com as fragdes
de massa constituindo 98 a 99%, em base seca. Os componentes quimicos restantes

sao lipidios, minerais e fosforo.
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Figura 5. Estrutura quimica da (a) amilose e (b) amilopectina
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Fonte: O proprio autor.

A estrutura tridimensional que corresponde as regides de dupla
hélices da amilopectina sao responsaveis pelo carater parcialmente cristalino do
amido. A amilose, embora linear, ndo € responsavel pela cristalinidade do amido,
provavelmente devido ao fato de se conformar na forma de hélice, o que dificulta sua
associagao regular com outras cadeias (BLANSHARD, 1987).

A razao entre a amilose e a amilopectina pode variar de acordo com
a fonte botanica do amido, afetando suas propriedades fisico-quimicas. Nesta
pesquisa trataremos especificamente do amido de mandioca, que apresenta um teor
de 16 a 20% de amilose.

Grande parte do amido produzido no mundo € proveniente da
mandioca, ficando atras apenas do amido de milho. A mandioca é uma cultura muito
importante do sistema agricola tropical, sendo uma das principais fontes de energia
alimentar, possui em média de 25 a 35% de amido e apresenta facilidade de
adaptacao a diversas condig¢des climaticas (CAMARGO et al., 1988).

Os granulos de amido sao insoluveis em agua fria, devido as ligacdes

de hidrogénio formadas entre suas cadeias, mas com aquecimento e excesso de
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agua, ocorre o processo de gelatinizagéo, responsavel pela perda da cristalinidade e
da ordem molecular do granulo por meio ao rompimento das ligagbes de hidrogénio
que, inicialmente, mantinham a integridade deste. As moléculas de agua formam
ligacbes de hidrogénio com a amilose e amilopectina, expondo seus grupos hidroxil,
0 que causa um aumento no inchamento e na solubilidade do granulo. Esse poder de
inchamento e solubilidade varia de acordo com a fonte do amido, fornecendo
evidéncias da interagao entre as cadeias de amido dentro dos dominios amorfos e
cristalinos (SINGH et al., 2003).

ApoOs a gelatinizagédo, as moléculas de amido podem comecar a se
reassociar por ligagées de hidrogénio, favorecendo a formagao de uma estrutura mais
ordenada, que pode levar a uma estrutura novamente cristalina, a este processo da-
se 0 nome de retrogradagao ou recristalizagao.

O amido pode ser empregado para diversas finalidades, tanto na
industria alimenticias quanto no setor industrial. No setor alimenticio, o amido é
utilizado para alterar ou controlar caracteristicas como textura, aparéncia, umidade e
consisténcia, podendo ser usado como agente gelificante, espessante, entre outros.
O amido também ¢é utilizado nas industrias de papel e papelao, industrias téxteis,
plasticos, adesivos e cosméticos. Nos setores farmacéuticos e biomédicos o amido é
amplamente utilizado como excipiente para a manipulagdo de capsulas e
comprimidos. Além disso, o amido tem sido estudado como matéria prima para o
transporte de farmacos para liberagdo controlada (FARRAG et al., 2018; MEDINA-
JARAMILLO et al., 2017).

Pelo seu carater biodegradavel os filmes de amido tem sido
investigado como embalagem para alimentos em substituicdo aos plasticos
convencionais, seu uso com antimicrobiano estd ganhando popularidade no mercado,
pois protegem os produtos alimenticios da contaminagdo microbiana, atuando como
barreira para gases e compostos volateis, mantém a qualidade dos produtos
alimenticios para comercializacdo e possuem, diversas vantagens, como o baixo
custo, abundéncia desta matéria prima e biodegradacéo (ALl et al., 2019).

No entanto, os filmes de embalagem de amido nado tém sido
amplamente utilizados na industria de embalagens, principalmente por exibir

propriedades mecanicas e de barreira inadequadas e sofrer degradagéao térmica
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durante o processamento por extrusdo. Para contornar este problema os filmes a base
de amido sao frequentemente preparados misturando-se com outros polimeros,

plastificantes, particulas ou cargas (HU et al., 2019).
3.4 PLASTIFICANTES

Os plastificantes geralmente sdo moléculas pequenas e pouco
volateis, que sao adicionados aos polimeros com o objetivo primario de aumentar sua
flexibilidade e melhorar as condigoes de processamento ou abaixar seu ponto de
fusdo durante o processamento (MATHEW e DUFRESNE, 2002).

Quando um plastificante é adicionado ao polimero, as moléculas do
plastificante penetram na matriz polimérica, modificando seu arranjo. Se o plastificante
for compativel com a matriz, ele se difunde entre a macromolécula do polimero e,
como consequéncia, aumenta a mobilidade entre as cadeias. Além disso, o
plastificante altera a propriedade mecanica de um polimero, assim como as
temperaturas de transicao vitrea (Tg) e de fusdo (Tm), pois reduz as forgas de
interacao intermolecular (RABELLO, 2000).

Dependendo da concentragdo em que sdo empregados, 0s
plastificantes podem causar um efeito chamado antiplastificante, isto é, ao invés de
aumentar a flexibilidade e hidrofilicidade, podem causar um efeito contrario (GAUDIN
et al., 2000). Geralmente, isto ocorre quando sao empregadas em pequenas
concentragdes (abaixo 20g /100 amido), entdo o plastificante interage com a matriz
polimérica, mas ndo em quantidade suficiente para aumentar a mobilidade molecular,
apenas aumenta o grau de interagdes e a rigidez da matriz (MALI et al., 2005;
SHIMAZU, MALI e GROSSMANN, 2007; CHANG, KARIM e SEOW, 2006).

Para os filmes a base de amido, os plastificantes mais empregados
sdo os polidis: glicerol e sorbitol, e seus efeitos estdo bem descritos na literatura
(MALI, GROSSMANN e YAMASHITA, 2010; MALI et al., 2005; GOES et al., 2021).
Diante disso, neste trabalho, sera estudado o uso de outro poliol, o isomalte, como

plastificante em filmes de amido.



38

3.4.1 Isomalte

O principal derivado da isomaltulose é o isomalte (Figura 6), uma
mistura equimolar de dois dissacarideos hidrogenados, o a-D-glicopiranosil-1,6-D-
sorbitol (GPS; isomaltitol) e o a-D-glicopiranosil-1,1- D-manitol (GPM), como pode ser

verificado na Figura 6.

Figura 6. Estrutura quimica do a-D-glicopiranosil-1,6-D-sorbitol (GPS; isomaltitol), a-
D-glicopiranosil-1,1- D-manitol (GPM) e isomalte
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Fonte: O proprio autor.

O processo de producdo do isomalte consiste essencialmente de
duas etapas. A primeira envolve um rearranjo da ligagao glicosidica 1,2 da sacarose
para ligagéo 1,6, por bactérias ou enzimas imobilizadas (Protaminobacter rubrum),
obtendo-se a isomaltulose (a-D-glicopiranosil1,6-D-sorbitol). Faz-se a purificagdo do
produto por cristalizagao e, na segunda etapa, através de hidrogenagao catalitica da
frutose da isomaltulose em manitol e sorbitol, obtém-se a mistura conhecida como
isomalte. Essa substancia tem atraido a atengdao de pesquisadores devido a sua
aplicagdo industrial como substituto da sacarose em processamento de alimentos,
como adogante dietético, ndo cariogénico e em formulagbes farmacéuticas
(KAWAGUTI e SATO, 2008).
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As propriedades fisicas e quimicas do isomalte sdo semelhantes as
da sacarose e, em alguns aspectos, no que se refere ao menor valor caldrico (2 kcal/g)
e estabilidade, superiores as do agucar. Apresenta alta estabilidade quimica, térmica,
enzimatica e microbioldgica. E de 10 a 15 vezes mais resistente a hidrolise acida e
enzimatica do que a sacarose. A estabilidade microbioldgica é resultante da ligagao
1,6, a qual é resistente as enzimas do trato digestivo e a maioria dos microrganismos
deteriorantes. O seu ponto de fusdo é entre 145°C a 150°C. E pouco soltvel em agua
(25 g/100 g H20 a 20°C) (STRATER, 1985).

Em comparacdo com os polidis monossacaridicos, o isomalte
apresenta menor higroscopicidade o que o torna promissor como plastificante em

filmes de amido.
3.5 EXTRUSAO TERMOPLASTICA E COEXTRUSAO MULTICAMADAS

A extrusao termoplastica € um processo continuo e térmico, que por
uma combinacgao de temperatura e cisalhamento, modifica as matérias-primas, dando-
Ihes novas formas, estruturas e caracteristicas funcionais. Neste processo o material
€ introduzido em um cilindro aquecido, e o material amolecido é forcado por um
parafuso rotativo a entrar através de uma abertura em uma matriz, para a obtencéao
de formas continuas (PAULI et al., 2011).

Filmes poliméricos obtidos por extrusao estdo bem difundidos na
literatura (BALAN et al., 2020; ALBERTI et al., 2015; DE MEDEIROS et al., 2019), mas
pouco se tem sobre os filmes multicamadas obtidos em coextrusoras de trés camadas
(Figura 7), sendo o diferencial deste trabalho. A vantagem desse equipamento é a
possibilidade de utilizacdo de diferentes camadas em um mesmo filme.
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Figura 7. (a) Imagem e (b) ilustragdo esquematica da coextrusora piloto de trés
camadas e do (c) filme

(b)

(c)

Fonte: O proprio autor.

A partir deste esquema (Figura 7), observa-se a disposi¢gdo das
camadas do filme multicamada durante o processamento, sendo as camadas externas
representadas por A e C e a camada interna B.

O processo de extrusao por sopro pode ser usado para produzir filmes
de amido. Durante a extrusdo ha o rompimento dos granulos de amido, destruindo a
sua estrutura organizada e cristalina. Quando o amido € expandido por baldo, forma
filmes rigidos, sendo necessaria a adicao de plastificantes em sua composicao, com
objetivo de aumentar a flexibilidade dos filmes, no entanto, ainda resultando em filmes
frageis (BRANDELERO et al., 2011).

Neste sentido, muitos trabalhos tém estudado a produgéo de filmes
biodegradaveis por extrusdo a partir de blendas de amidos com diferentes polimeros,
como PBAT (GAO et al., 2022; BALAN et al., 2020), PLA (ALBERTI et al., 2015;
SHIRAI et al., 2013), polietileno (BONA, 2007), entre outros.

3.5.1 PBAT

O PBAT é um copoliéster alifatico aromatico, obtido pela combinacao
de 1,4 butanodiol, acido adipico e acido tereftélico (BASF, 2023). Sua estrutura esta
apresentada na Figura 8.
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Figura 8. Estrutura quimica do PBAT
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Fonte: O proprio autor.

O PBAT ¢é um polimero sintético e biodegradavel comercializado pela
BASF, comercialmente conhecido como Ecoflex®. Tem despertado grande interesse
como um potencial substituto do polietileno de alta densidade, especialmente para
materiais de embalagem, como sacos de lixo, recipientes para alimentos ou filme
wraps, entre outros (VROMAN e TIGHZERT, 2009).

Além de sua biodegradabilidade, o PBAT oferece propriedades fisicas
atraentes, entre elas alta flexibilidade, boa resisténcia ao rasgo, e aprovado para
aplicagdes de contato com alimentos (FEREIRA et al., 2019; MOUSTAFA et al., 2019;
DE SOUZA et al., 2022). Porém, seu uso ainda é limitado devido seu alto custo em
comparagao com os plasticos convencionais. No entanto, por ser compativel com
varios polimeros renovaveis, pode ser utilizado na forma de blendas com biopolimeros
de baixo custo, como o amido, que apresenta filmes com propriedades inadequadas
para ser utilizados sozinho em embalagens, desta forma o uso de blendas de amido
e PBAT tornam-se viavel economicamente e comercialmente (IVANIC et al., 2019).

Na literatura diversos trabalhos foram produzidos com filmes a base
de blendas de PBAT e biopolimeros por extrusdo (BALAN et al., 2020; MEDEIROS et
al., 2019; MUCKE et al., 2021; PAULO et al., 2022). Os resultados obtidos viabilizam
a aplicagao do PBAT e amido na producédo de embalagens ativas com a incorporagao
de compostos bioativos com fungdes antioxidantes e antimicrobianas (CAMPOS et al.,
2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyethylene
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019310714#bib0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669019310714#bib0010
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4. ARTIGO 1

Efeito de plastificantes em filme indicador de pH a base de amido e extrato de
casca de uva vermelha para monitoramento do frescor de peixes
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O objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar um indicador de pH a base de
amido, extrato de casca de uva (GSE), isomalte e glicerol como plastificantes para ser
utilizado como indicador de frescor de pescado. Os plastificantes foram utilizados em
uma concentracao de 33% (relagdo a massa de amido) em cinco proporgoes: 100/0,
70/30, 60/40, 50/50 e 0/100 (Y%om/m isomalte/glicerol). As analises de cor, FTIR, DRX
e RGB mostraram distribuicdo homogénea de GSE na matriz de amido. A presenca
de GSE reduz a estabilidade térmica, valor de ki, solubilidade, valores de
intumescimento e alongamento a ruptura e aumenta a resisténcia a tracao, revelando
seu potencial de agao plastificante na presenca de isomalte. A influéncia do pH nas
cores do filme contendo GSE e sua atividade indicadora foram avaliadas. Os
resultados mostraram que o filme produzido opera em uma ampla faixa de pH (1-14),
sendo um excelente candidato como indicador para monitoramento do frescor do
pescado.

Palavras-chave: Isomalte; glicerol; antocianinas; degradacgéao térmica.
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4.1 INTRODUGAO

A embalagem desempenha um papel essencial para manter a
qualidade, seguranga e prolongar a vida util dos alimentos, sendo também
responsavel por possibilitar a distribui¢cao, identificagdo e consumo do produto.

Com as novas demandas dos consumidores, ampla competitividade
nas vendas de produtos alimenticios e desenvolvimento tecnoldgico, as embalagens
inteligentes ganharam espag¢o no mercado. A embalagem inteligente tem a fungéo de
conter, proteger, comunicar e proporcionar comodidade durante as etapas de
armazenamento e distribuicdo, monitorarando e indicando a condigdo do alimento
(IOAN et al., 2020).

A embalagem inteligente baseada em indicadores de pH tem
chamado a atengao do setor produtivo e de pesquisadores para o monitoramento das
condicbes de armazenamento dos alimentos embalados, avaliando com precisao a
qualidade dos produtos em tempo real. Esses sistemas podem fornecer informacgdes
imediatas sobre os alimentos por meio de alteragdes visuais (cor ou intensidade de
cor), permitindo que o consumidor decida sobre a qualidade do alimento (SIDDIQUI
et al., 2022).

Muitos dos indicadores baseados em pH s&o produzidos a partir de
corantes sintéticos e polimeros a base de petroleo (PACQUIT et al., 2007; CROWLEY
et al.,, 2005; WEIGL e WOLFBEIS, 1995). Tendo em vista as expectativas dos
consumidores quanto a seguranga alimentar, alimentos mais saudaveis e cuidado
com o meio ambiente, 0 uso de corantes naturais e biopolimeros tem se destacado
(ONGARATTO, VITAL e PRADO, 2022).

O desenvolvimento de indicadores para embalagens inteligentes
utilizando amido e pigmentos naturais, como antocianinas, tem potencial para
substituir petroquimicos e corantes sintéticos (HOFFMANN et al., 2022; SILVA et al.,
2020; VEDOVE, MANIGLIA e TADINI, 2021; CHEN et al, 2020). No entanto, o uso de
filmes de amido com antocianina para produgao de indicadores de pH apresenta
restricdes devido as suas propriedades mecanicas, obtencao de filmes quebradigos e
natureza hidrofilica. Para superar essa limitagao, varias estratégias, como: associagao

com uma substancia hidrofébica e resistente a umidade de fontes renovaveis,
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modificagdo por reticulagdo ou reforco com cargas e combinagdo de diferentes
plastificantes, tém sido estudadas (JIMENEZ et al., 2012).

Neste estudo, foi produzido um novo filme biodegradavel com extratos
de uva, como fonte indicadora de pH (antocianina), incorporados a uma matriz de
amido de mandioca e plastificantes. Foi avaliado o efeito de dois plastificantes —
isomalte (IM) e glicerol (Gly) — em diferentes proporgcdes, nas propriedades
mecanicas, barreira ao vapor d’agua e microestrutura dos filmes, bem como a
mudanca de cor em diferentes pH's e a aplicabilidade dos filmes para detectar o
frescor do pescado. Além disso, a interacéo de plastificantes e amido na presenca de
GSE foi investigada e hipotetizamos que GSE interfere na capacidade plastificante

tanto do Gly quanto do IM.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 MATERIAIS

Na obtencao dos filmes foi utilizado amido de mandioca comercial
(Yoki, Brasil), isomalte comercial (GranChef, Brasil) e glicerol (PA - Cinética, Brasil)
como plastificantes dos filmes. A antocianina utilizada foi obtida por extragao da casca

de uva doado pela Cooperativa Agroindustrial dos Viticultores Caviti (Marialva, Brasil).

4.2.2 METODOS

4.2.2.1 Extragdo da antocianina

As cascas de uvas inicialmente foram separadas manualmente das
sementes. Em seguida adicionou-se 50 g de casca de uva ao solvente extrator
composto de 250 mL de solug¢do hidroetandica 50 % (v/v) acidificada com HCI 0,1%
(v/v) até o pH igual a 4. Essa mistura foi mantida em agitacdo a 200 RPM por 1h em
temperatura ambiente e em seguida o extrato foi filtrado. Posteriormente, o extrato foi
mantido por 24 h em estufa a 50 °C e concentrados até metade do seu volume (SILVA,
2020) para obtengdo do GSE - Extrato da casca da uva. O conteudo total de
antocianinas foi determinado pelo método diferencial de pH para determinar
antocianinas monoméricas (LEE, DURST e WROLSTAD, 2005).

4.2.2.2 Produgéo dos filmes de amido

Os filmes foram preparados pela técnica de casting (MALI,
GROSSMANN e YAMASHITA, 2010) utilizando solugao filmogénica contendo 3%
(m/V) de fécula de mandioca comercial (Yoki, Brasil). Plastificantes (IM, Gly e mistura
de 70/30, 60/40 e 50/50% m/m de IM/Gly) foram adicionados ao nivel de 33 g/g de
amido (base seca). Esta mistura foi mantida sob agitagdo mecanica a temperatura de
70°C por 15 minutos. Apds esse periodo, as misturas foram vertidas em placas de
acrilico e colocadas em estufa a temperatura de 40 °C por 24 horas. Os filmes secos
foram retirados das placas e condicionados por 48 h a uma umidade relativa de 58%
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e temperatura de 25 °C. Esses filmes foram denominados SIGX/Y, sendo X e Y a
proporgcao de IM e Gly, respectivamente. Os filmes contendo GSE foram preparados
adicionando 10 mL de GSE a mistura amido/plastificante antes do aquecimento.

Esses filmes foram nomeados SIGX/Y-GSE.

4.2.2.3 Espectro de infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos usando pastilhas de KBr
de transmitancia em equipamento Shimadzu modelo IR Prestige-21 realizando 100
varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™, resolugdo de 4,0 cm™'. A analise foi realizada

no laboratoério de espectroscopia (ESPEC) da Universidade Estadual de Londrina.

4.2.2.4 Analise termogravimétrica

A TGA foi realizada em aparelho Shimadzu TGA 50 sob fluxo de
nitrogénio de 20 cm3 min~'. A massa de cada amostra foi de aproximadamente 15 mg.
As medig¢des foram realizadas aquecendo a amostra de 30 a 800 °C a uma taxa de
20 °C min™'. A analise foi realizada no laboratério de espectroscopia (ESPEC) da

Universidade Estadual de Londrina.

4.2.2.5 Difragdo de Raios X

As medidas de DRX foram realizadas em difratdmetro (PANalytical-
X'Pert PRO MPD) com detector de pixels e radiagdo CuKa, na técnica conhecida como
0-20, geometria de Bragg-Brentano. A tensdo e a corrente utilizadas foram,
respectivamente, 40 KV e 30 mA. O intervalo de varredura 20 utilizado variou de 5 a
40° com passo angular de 0,05°. O tempo de contagem por ponto foi de 2 s. A analise
foi realizada no laboratério de analise por Raio X (LARX) da Universidade Estadual de
Londrina.

O indice de cristalinidade (IC) das amostras foi calculado como a razéao
entre a area cristalina e a area total do padrao DRX de acordo com RULAND (1961).

O pacote de software Origin 2018 (Origin Lab Corporation, MA, EUA) foi usado para
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calcular as areas.
4.2.2.6 Propriedades Fisico-Quimicas

(a) Intumescimento: As amostras dos filmes (20 mm x 20 mm) foram mantidas por 7
dias em dessecador contendo solucido saturada de brometo de sédio com umidade
relativa de 58% e 20°C. Apds esse periodo, a massa inicial foi determinada (mo) e a
amostra foi imersa em agua destilada (ASTM, 1996). Apos 24 h a amostra foi retirada
da agua, seca superficialmente e novamente pesada (mt). O grau de intumescimento

foi calculado usando a Eq. (1):

Intumescimento (%) = %x 100 (1)
0

(b) Teor de umidade: As amostras dos filmes (20 mm x 20 mm) foram acondicionadas
por 7 dias em dessecador contendo solugdo saturada de brometo de sddio com
umidade relativa de 58% e 20°C. Apds este periodo foi determinada a massa inicial
(mo). Em seguida, as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24 h e sua massa

foi novamente determinada (ms) (AOAC, 1990). O teor de agua foi obtido pela Eq. (2):

Teor de umidade (%) = %

S

x 100 (2)

(c) Solubilidade em agua: As amostras (20 mm x 20 mm) foram secas por 24 h em
estufa a 105 °C e sua massa determinada (massa total de solidos). Posteriormente as
amostras foram imersas em 50,0 mL de agua destilada por 24 h. Apos esse tempo,
as amostras foram removidas e secas a 105 °C por 24 h, e a massa da amostra foi
determinada (massa final de sélidos). A solubilidade em agua foi determinada a partir
da massa de solidos soluveis (massa de solidos totais — massa de solidos final) em

relacdo a massa de sdlidos totais conforme mostrado na Eq. (3).

Solubilidade (%) _ (massa total de s6lidos - massa final de sélidos) x 100 (3)

massa de sélidos totais
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(d) Permeabilidade ao Vapor de agua: A PVA foi determinada segundo o método
oficial ASTM - E96-95. Para essa analise foram cortadas amostras circulares com 7,0
cm de didmetro, essas foram presas em celas metalicas contendo CaClz anidro em
quantidades suficientes para cobrir toda a cela metalica. As celas contendo amostras
foram colocadas no dessecador previamente saturado com NaCl (Umidade relativa =
75%). As massas foram determinadas em intervalos de 2 horas durante 8 h e a cada
24 h até completar 144 h. A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada de acordo

com a Equagéo (4).

G.e
t.A.AP

PVA(gm™1s tpPa1) = (4)

Em que G/t representa o coeficiente angular da reta obtida por regresséo linear do
grafico de ganho de massa (g) versus tempo de acondicionamento (s), A € area de
permeacao de cada corpo-de-prova, e € a espessura de cada corpo-de-prova e AP é
a diferenga de pressado entre o ambiente contendo cloreto de calcio e o ambiente

saturado com NaCl, um valor de 2375,4 Pa.

(e) Cinética de sorgdo de umidade: Amostras de filmes (20 mm x 20 mm) foram pré-
secas por 7 dias em um dessecador com silica e, em seguida, foram colocadas a 25
°C em solugdes salinas saturadas em dessecadores separados com umidade relativa
desejada (7, 33, 43, 58, 75 e 86% UR) (ROCKLAND, 1960). Os pesos das amostras
de filmes foram medidos em fung¢ao do tempo. O teor de umidade das amostras foi
determinado gravimetricamente. O teor de umidade em base seca foi usado nos
calculos e os dados foram ajustados de acordo com um modelo matematico sugerido
por Peleg (Eq. 5) (PELEG, 1988).

t
ki+ kot

My = My + (5)

Onde M) é a umidade apd6s o tempo de teste, Mo € o teor de umidade inicial, t é o
tempo medido em h, k1 é a constante de velocidade de Peleg (h/(g agua/g solidos) e

k2 é a constante de capacidade de Peleg (g de sdélidos/g de agua) Os parametros do
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modelo de Peleg foram determinados por regresséo néo linear. Todos os testes foram

realizados em triplicata.
4.2.2.7 Teste mecanico

As propriedades de tragao foram determinadas usando um analisador
de textura TA.TX2i Stable Micro Systems (Surrey) de acordo com ASTM D-882-91
(ASTM, 1996). Dez amostras de 10,0 cm x 1,0 cm de cada formulagdo foram
condicionadas em umidade relativa de 58% e temperatura de 20°C por 7 dias. As
amostras foram fixadas entre garras pneumaticas de um texturbmetro e a forga (N) e
a deformagao (mm) foram registradas durante a extensdo a uma taxade 2 mms™' e
com uma distancia inicial entre as garras de 80,0 mm. Os parametros determinados
foram resisténcia a tragdo, TS (MPa) e alongamento a ruptura, E (%). A analise foi
realizada no laboratério do Programa de Pés-graduagcéo em Ciéncia de alimentos da

Universidade Estadual de Londrina.
4.2.2.8 Cinética de decomposicao

Para determinar a cinética de decomposi¢cdo dos filmes, foram
utilizados os dados TG/DTG. Para uma reagao no estado sélido, o grau de conversao
(a) pode ser obtido a partir de um experimento nédo isotérmico e expresso pela Eq. 6
(HATAKEYAMA e QUINN, 1999):

o = (mj—my) 6)

(mj—mg)
Onde mt é a massa em cada instante a uma temperatura T (Kelvin), mi € a massa

inicial e mré a massa final do experimento. A taxa de conversao pode ser representada
pela seguinte Eq. 7 (ATANASSOV et al., 2010):

ot — Aexp_sa 7
— =K f(a) = Aexp—f(a) ™)
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Onde Kk(T) é a taxa constante de reacéo, f(a) € a fungao diferencial que descreve o
modelo de reagéo, Ea é a energia de ativagdo aparente; A o fator pré-exponencial; R
€ a constante do gas e T € a temperatura absoluta. Integrando a Eq. 7 sob condi¢cbes
nao isotérmicas, obtemos a Eq. 8 (HATAKEYAMA e QUINN, 1999):

o1« [ (20) - (8) o ()

Onde a taxa de aquecimento B = dT/dt do experimento
termogravimétrico é constante. As formas integrais de g(alfa) para as reacgdes de
estado sélido sao fornecidas na Tabela 1. Para analise nao isotérmica, varios métodos
analiticos foram propostos e empregados para estimar os parametros cinéticos
(HOUSE, 2017). O método de Coats-Redfern (COATS e REDFERN, 1964) é um

método integral, que usa uma aproximacgao assintotica para a resolugao da Eq. (8):

=i -2 ©)

Para avaliar o mecanismo de reacdo de degradacido nao isotérmica
de amidos, as equacdes propostas na Tabela 1 foram testadas e o modelo que
forneceu o melhor ajuste (R>—1) do modelo de Coats-Redfern (In (g(alfa )/T2) versus
1/T) foi selecionado como o mecanismo de degradacéo (COATS e REDFERN, 1964).
Assim, conhecendo a fungéo g(a), podemos determinar o mecanismo do processo de
degradacao, o valor de A e Ea, determinando o tripleto cinético do processo de
degradacgao térmica. Neste trabalho foram avaliados os mecanismos apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Expressdes algébricas de g(a) para os modelos cinéticos utilizados

Mecanismo g(a)
A, Nucleacso aleatdria, Avrami Erofeev Equacéo [-In (1 - a)]"2
As, Nucleacdo aleatéria, Avrami Erofeev Equacéo [-In (1 - a)]'"?
A, Nucleagao aleatéria, Avrami Erofeev Equacgéo [-In (1 - a)]"™
R, Contracdo unidimensional a
R, Limite de fase cilindrica [1-(1-a)"?
R, Limite de fase esférica [1-(1-a)'
D., Difusdo unidimensional a?
D., Difusdo bidimensional (Valensi Equagao) (1-a)in(1-a)+a
D., Difus&o tridimensional (Jander Equagao) [1-(1-a)"2
D., Difusdo tridimensional (Ginstling-Brounshtein [1-(2/3)a] - (1 -
Equacao) a)??
F., Primeira ordem —In (1-a)
F., Segunda ordem 1/(1 —a)
F., Terceira ordem 1/(1 — a)?

Fonte: Adaptado de HOUSE, 2017

4.2.2.9 Influéncia do pH na cor dos filmes com GSE

Amostras de filmes de 20 mm x 20 mm com espessura menor que
1,00 mm com GSE foram imersas em solucdes de pH de 1 a 14 por 30 minutos. A

escala de cores Pantone®foi utilizada para classificar as cores dos filmes.

4.2.2.10 Reversibilidade e sensibilidade de cor dos filmes

Amostras de filmes de 10 mm x 40 mm foram inicialmente expostas a
atmosfera gasosa gerada por 20 mL de solugbes de hidréxido de aménio (NH4OH) em
diferentes concentragdes (20-100% v/v). Apés a mudanga de cor, os filmes foram
expostos a atmosfera gasosa gerada por 20 mL de solug¢des de acido cloridrico (HCI)
em concentragdes (20-100% v/v). O tempo necessario para a mudanga de cor apos a
exposicao a cada atmosfera foi anotado. Este processo foi repetido até que o filme

nao apresentasse mais alteragao de cor.
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4.2.2.11 Avaliagao da atividade indicadora de pH de filmes GSE

Porgdes de tilapia fresca e crua (10 g) foram colocadas em recipientes
de vidro apds aproximadamente 2h do abate e mantidas refrigeradas até o momento
da analise. Os filmes foram colocados a 7 cm da amostra e os frascos foram fechados
com tampa com furo no centro. Os recipientes foram acondicionados a temperatura
ambiente (25 °C) e sob refrigeragdo (5 °C). Para comparacgéao, recipientes vazios
cobertos com o filme foram usados como controle.

A determinacdo de Base Volatil Total (BVT-N) foi obtida de acordo
com a norma 95/149/CE. A amostra de 10 g de peixe que estava no frasco foi triturada
e misturada com 90,0 mL de solugao de acido perclérico (6% m/v), homogeneizada
por 2 minutos e filtrada. Em um dispositivo de destilacdo por arrastamento de vapor,
foi adicionado 50,0 mL do filtrado, 6,5 mL de solu¢do de hidréxido de sédio (20% m/V),
a alcalinizagcao do extrato foi verificada mediante a adicdo solugcédo de fenolftaleina,
procedida de algumas gotas de agente antiespuma a base de silicone, e iniciou-se a
destilagdo. O tubo de saida foi imerso em recipiente com 100 mL de solu¢ao de acido
bdrico (3% m/v), a qual foram adicionados trés a cinco gotas de solugéo indicadora
mista de Tashiro. A destilacdo foi concluida apés 10 minutos. O teor de BVT-N
contidas na solucao receptora foi determinado por titulagdo com solugao padrao de
acido cloridrico (0,05 mol/L). O pH no ponto final foi de 5,0. Foi efetuado ensaio em
branco, utilizando 50 mL de solugéo de acido perclérico (6% m/v). O valor de BVT-N

foi calculado pela Equagao 10:

Vi— Vo) x 0,14 x 2 x 100
M

BVT — N (mg/100 g) = * (10)

Em que V1 é o volume de acido cloridrico utilizado na titulagdo da amostra (mL), Vo é
0 volume de &cido cloridrico utilizado no ensaio em branco (mL). M é a massa de

amostra (g).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 CARACTERIZACAO DE GSE E RESPOSTAS DE COR DE FILMES DE AMIDO CONTENDO GSE
A MUDANCAS DE PH

As respostas de cor dos filmes de amido/IM/GLY/GSE em diferentes
solugdes tampao de pH 1 a 14 estdo mostradas na Figura. 1. A classificagdo das cores
que os filmes apresentaram foi feita usando a escala de cores Pantone®, tornando
possivel identificar as cores dos filmes via cddigo. A Figura 1 ilustra os resultados para
o filme com composig¢ao SIG70/30 - GSE e para as demais composicoes estudadas

(resultados ndo apresentados), foi observado comportamento semelhante.

Figura 1. Imagem digital do filme SIG70/30 — GSE em diferentes pH (superior) e

escala de cores Pantone® (inferior)
PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE
7636 U 2041 U 2475C 2476 C 4037U 4087 U 4972C

PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE
5615U 343U 4181U P 153-12U P12-6U P3-8U 111C€

Fonte: O préprio autor.

A antocianina pertence a um grupo de polifendis que tem a
propriedade de um indicador acido-base. A mudanca de cor do GSE em diferentes

solugdes tampao foi atribuida a mudangas estruturais do pigmento antocianina e
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dependem diretamente do numero de grupos hidroxila presentes na molécula (Figura
2) (TERCI e ROSSI, 2002). O conteudo total de antocianinas (TAC) determinado no
extrato GSE foi de 82mg/L.

Figura 2. Transformagdes estruturais de antocianinas em meio aquoso acido para
alcalino

pH 6,5-8 — anidrobase pH 9-12 — anidrobase

oNe)
HO O N
= R

pH 13-14 — pseudobase chalcona

3

Fonte: Adaptado de TERCI e ROSSI, 2002.

4.3.2 PROPRIEDADES MECANICAS

O efeito do tipo de plastificante e a presenca de GSE na TS e E séo
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mostrados na Figura 3.

Figura. 3. Propriedades mecanicas dos filmes de amido/IM/Gly e amido/IM/Gly/ GSE
14 a X —I— X
7 + 150 -] = _IC_ d —I—

100 +

50

Resisténcia maxima a tragao (Mpa)
Deformagao na ruptura (%)

o
SIG0/100 } a
SIG50/50 % o
SIG60/40 } )

SIG70/30
SI1G100/0
SIG60/40
SIG100/0

SI1G0/100 - GSE j o
o
SIG70/30 % -
o
SIG70/30 - GSE Hﬂo

SIG0/100
SIG50/50

SIG50/50 - GSE
SIG60/40 - GSE
SIG70/30 - GSE
SIG100/0 - GSE
SIG0/100 - GSE
SIG50/50 - GSE
SIG60/40 - GSE
SIG100/0 -GSE | =

Fonte: O proprio autor.

Filmes contendo apenas IM como plastificante apresentam alto valor
de TS e menores valores de E. Esse comportamento se deve ao efeito antiplastificante
do IM, que faz com que as interagdes intermoleculares amido-amido predominem
sobre as interagcbes amido-plastificante, resultando em filmes mais resistentes a
ruptura do que os filmes plastificados com Gly e com a mistura Gly/IM.

O efeito antiplastificante do IM se deve a sua alta massa molar e ao
maior numero de hidroxilas presentes em sua molécula, em relagcédo ao Gly.

A adigéo de GSE a filmes contendo apenas IM reduz o valor de TS e
o E permanece baixo. Os compostos polifendlicos presentes no GSE interagem com
o amido, atuando como plastificante e reduzindo as interagcées entre as moléculas do
amido. Neste caso os filmes sdo menos resistentes a ruptura do que os filmes sem a
presenca do GSE.

Para as amostras contendo a mistura plastificante, o valor de TS
aumenta e o valor de E diminui com o aumento da quantidade de IM, indicando que o
efeito antiplastificante do IM predomina sobre o efeito plastificante do Gly.

Quando Gly e IM estéo presentes, o valor de TS dos filmes aumenta
com a adicdo de GSE. Pode-se supor que os compostos polifendlicos do GSE
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competem com o Gly pelas interagbes com o amido, reduzindo seu efeito plastificante.
Como a eficiéncia do Gly na plastificagdo do amido € maior que a do GSE, os filmes
apresentam uma TS um pouco maior € um E menor.

Quando apenas Gly esta presente como plastificante, os filmes de
amido apresentam valores de TS menores e valores de E ligeiramente maiores,
indicando que Gly é um plastificante mais eficiente que IM. A adicdo de GSE nestes
filmes nao altera o valor de TS e aumenta ligeiramente o valor de E, indicando que
devido a sua menor massa molar e sua maior hidrofilicidade (SHIMAZU, MALI e
GROSSMANN, 2007), Gly é mais eficiente em diminuir a forte atragéo intramolecular
entre as cadeias de amido e promovendo a formacao de ligagcées de hidrogénio com

as moléculas de amido.

4.3.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE FILMES

As analises de FTIR e DRX foram realizada para entender melhor os
efeitos de IM, Gly e GSE na estrutura dos filmes de amido. A Figura 4 mostra os
resultados FTIR e DRX para filmes de amido/IM/Gly e amido/IM/Gly/GSE.
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Figura 4. (a) Espectro infravermelho para filmes com e sem GSE, (b) Difratograma de
Raios X para amido de mandioca, (c) Difratograma de Raios X para filmes sem GSE
(d) Difratograma de Raios X para filmes com GSE

(a)
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Fonte: O proprio autor.

Os espectros de FTIR de filmes a base de amido (Figura 4(a)),
independente da proporgao do plastificante e da presenca de GSE, apresentaram as
bandas caracteristicas de amido em aproximadamente 3400 cm™' (estiramento O-H),
2930 cm™ (estiramento C-H dos grupos alquil), 1380 cm™' (estiramento C-OH), 1100-
1150 cm™' (estiramento C-O, C-C e C-O-H) e 1100-900 cm™' (estiramento C-O-H). A
absorg&o em torno de 1640 cm-! é uma banda tipica que corresponde ao amido e seus
derivados, relacionados a agua fortemente ligada (SELIGRA et al., 2016; YU, CHANG
e MA, 2010; ZHANG, WANG et al., 2012). Considerando os espectros de filmes sem
GSE em comparagao com os espectros de flmes com GSE (Figura 4(a)), alteragdes

estiveram presentes na regido entre 854 cm™' a 1062 cm™' com deslocamento,
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indicando a presenca de aneéis aromaticos substituidos (MACIEL, YOSHIDA e
FRANCO, 2015) e um alargamento e deslocamento para menores numeros de onda
da banda em 1634 cm', o que indica mudanga dos anéis aromaticos das substancias
presentes no GSE, indicando interacdes entre essas substancias e o amido. Esses
resultados mostraram que os GSE estao incorporados aos filmes.

O amido, dependendo de sua fonte, pode apresentar diferentes
cristalinidades e estruturas cristalinas (HULLEMAN et al., 1999). O amido utilizado
neste trabalho & proveniente do amido de mandioca (Figura 4 (b)), apresenta
cristalinidade tipo A (VAN SOEST e VIEGENTHART, 1997). As amostras da Figura 4
(c) e (d) apresentaram uma estrutura semicristalina com predominancia da regiao
amorfa e menor IC (IC de 1,97 a 16,42%) que o0 amido de mandioca nativo (IC = 31%)
(MERCI et al., 2022). A presenga de um padrao difuso e amplo nos difratogramas
deve-se ao processo de gelatinizagdo do amido, caracteristico de materiais
processados a temperaturas inferiores a 180 °C e com teores de umidade superiores
a 10% (DE OLIVEIRA FARIA, VERCELHEZE e MALLI, 2012). Nao foram observados
picos nitidos de difracdo correspondentes aos pigmentos de antocianina e
plastificantes (IM e Gly).

Quando GSE foi adicionado na presencga IM, a estrutura amorfa do
filme de amido permaneceu quase inalterada, indicando que o GSE estava bem
disperso na matriz do filme. A estrutura amorfa do amido favorece a dispersao do
GSE, gerando filmes mais homogéneos. Novos picos cristalinos podem ser
observados em torno 6 = 17,3° 26 = 19,8 ° e 22,1° quando GSE foi incorporado ao
filme de amido contendo apenas Gly (SIG0/100 — GSE) (ZULLO e IANNACE, 2009).
Esses resultados sugerem que a cristalinidade dos filmes a base de GSE-amido foi
afetada pelo tipo de plastificante utilizado e pode ser explicado pelo efeito plastificante
adicional do GSE devido a ligacdo de hidrogénio formada entre os compostos
polifendlicos e a matriz do filme, aumentando a mobilidade das cadeias de amido e

favorecendo o processo de recristalizagdo (YUN et al., 2019).

4.3.4 PROPRIEDADES Fisico-QUIiMICAS

A Tabela 2 mostra os resultados de solubilidade, teor de umidade,

PVA e intumescimento dos filmes de amido com e sem GSE.
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Tabela 2. Solubilidade, teor de umidade, PVA e intumescimento obtidos para filmes
com diferentes razdes IM/Gly com e sem GSE

Solubilidade Teor de PVA10-1° Intumescimento
Amostras
(%) umidade (%) (g m's" Pa") (%) 24h
SIG100/0 48,62 2+ 0,82 14,70°% + 0,52 0,652 + 0,09 644,082+ 0,10
SIG70/30 47,142+ 0,11 13,459 + 0,06 0,452+ 0,01 570,62 2+ 0,11
S1G60/40 46,54 2¢+ 0,73 13,819 +0,34 0,452+ 0,01 607,78 2> + 0,09
SIG50/50 28,2879+ 0,99 21,752 +0,17 0,44 2° + 0,01 561,30+ 0,14
SI1G0/100 17,919+ 0,47 23,092 +1,25 0,42 2°+ 0,01 433,89 °+ 0,06
SIG100/0 - GSE 34,25 °%¢+ 0,48 13,139+ 0,16 1,422+ 0,66 422,12 ° + 0,11
SIG70/30 - GSE 34,16 “¢+ 0,61 16,67 ¢+ 0,37 0,512°+ 0,01 304,96 ¢+ 0,11
SIG60/40 - GSE 31,60 *'+ 0,63 17,26 ¢ + 0,06 0,612+ 0,01 276,08 %+ 0,20
SIG50/50 - GSE 28,32 "9+ 0,35 18,563° + 0,42 0,67° +0,03 268,44 ¢ + 0,04
SIG0/100 -GSE 21,30 "9+ 0,44 21,442 +1,50 1,262 £0,01 163,65 ¢ £ 0,20

Os resultados sédo apresentados como média + desvio padrdo. Cada resultado é uma média de trés experimentos.
Médias com letras diferentes séo estatisticamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A presenca e a quantidade de IM contribuem para o aumento da
solubilidade e intumescimento dos filmes e nao afetam a PVA, independente da
presenca de GSE.

Apesar da maior hidrofilicidade do glicerol, o maior numero de
hidroxilas presentes na molécula IM (dissacarideo formado por duas moléculas de
glicose), favorece a interacdo com a agua, aumentando a solubilidade. Este fato,
somado ao tamanho da molécula do IM, favorece sua agao antiplastificante, pois a
absorcgao de agua pelo IM a tornaria indisponivel para se ligar com a matriz polimérica,
que interage mais fortemente, aumentando o intumescimento dos filmes.

Na presencga de GSE, a solubilidade e o intumescimento de todos os
filmes apresentam valores mais baixos e PVA permanece inalterado. Nestas amostras
as interagdes covalentes e de hidrogénio entre o amido e os compostos polifendlicos
GSE reduzem a disponibilidade dos grupos hidrofilicos criando uma rede mais densa
e compacta e, posteriormente, levam a uma diminuigcao da afinidade do filme de amido
com as moléculas de agua. Resultados semelhantes foram observados por ZHONG
e LI, 2014.
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4.3.5 CINETICA DE SORCAO DE UMIDADE

As curvas de cinética de sorcdo de umidade dos filmes de amido em
diferentes valores de umidade relativa (43, 58 e 86%) sao mostradas na Figura 5. Os
dados experimentais foram ajustados ao modelo de Peleg (R> 0,970) e os parametros
ki e k2 obtidos sdo mostrado na Tabela 3. A constante ki1 esta relacionada a
transferéncia de massa, quanto menor k1, maior a taxa inicial de sor¢ao de agua; kz é
uma constante relacionada a capacidade maxima de sorgdo de agua e quanto menor
o k2, maior a capacidade de sorgcéo. Para todos os filmes, em todos as UR analisadas,
0 maior ganho de massa (Figura 5) foi observado nas primeiras 24 h de teste e apés

24 h de analise, uma tendéncia ao equilibrio foi observada (MALI et al., 2005).

Figura 5. Curvas cinéticas de sorgéo para filmes com diferentes razées IM/Gly com e
sem GSE
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Fonte: O proprio autor.

O Gly teve um efeito positivo importante no teor de agua de equilibrio
a medida que sua concentragdo aumentou, na faixa de concentragao investigada (0-
33%). Além disso, Gly diminuiu o valor de k1 e kz, indicando maior taxa de sorcao de
umidade inicial e maior capacidade de sor¢do (GALDEANO et al., 2014). Essa maior
taxa de sorgdo de agua nesses filmes pode ser atribuida a capacidade do Gly de
plastificar a matriz polimérica em relagdo ao IM, aumentando a mobilidade das
cadeias, devido a sua menor massa molar (LOURDIN et al.,1997), o que corrobora os
valores de solubilidade e intumescimento encontrados para esses filmes, atribuidos a
acao antiplastificante do IM.

O efeito plastificante adicional do GSE diminui o valor de k1 nos filmes
que apresentam mistura de plastificantes, em comparagao aos filmes sem GSE, de
acordo com os dados de DRX e propriedades mecanicas, onde foi verificado que o
GSE possui efeito plastificante adicional. Para filmes plastificados apenas com IM, os
valores de k1 e k2 sdo maiores do que para filmes que contém mistura de plastificantes,
indicando que a quantidade de agua disponivel para sorgao afeta a taxa de
transferéncia de massa e a capacidade maxima de sor¢do de agua dos filmes,

corroborando a efeito antiplastificante do IM.
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Tabela 3. Parédmetros cinéticos obtidos pelo modelo de Peleg para filmes com
diferentes razbées IM/Gly com e sem GSE em diferentes UR

UR = 43% UR = 58% UR = 86%
Amostra i k2 R Ki k2 R i k2 R
S1G100/0 78288 10,312 0987 44,345 7,884 0993 54,919 4,600 0,99
SIG70/30 97,087 9706 0970 83495 7,372 0986 55389 3,027 0,988
SIG60/40 70016 9,993 0990 97,109 5975 0,992 54,891 2,785 0,991
SIG50/50 56,201 9,397 0983 80285 678 0,994 40217 2585 0,994
S1G0/100 16,555 9,245 0,973 29,840 5481 0,990 34,263 2289 0,988
SIG100/0 -GSE 59,945 11,336 0,971 68,178 8,346 0,974 61,553 2905 0,991
SIG70/30-GSE 36,374 8,886 0,987 31204 7,160 0969 24,355 2472 0,981
SIG60/40 -GSE 37,082 7,264 0,992 30390 6,832 0981 22,147 2,152 0,982
SIG50/50 -GSE 37,380 6,889 0,992 27,495 6,511 0,978 20,966 2,075 0,977
SIG0/100 - GSE 9,951 6471 0977 9660 5539 0972 19,034 1,791 0,988

Resultados semelhantes a estes foram relatados com diferentes
plastificantes (MALI

et al,

2005) em que filmes plastificados com glicerol

apresentaram maior velocidade e capacidade de sor¢do de agua do que filmes

plastificados com sorbitol e sacarose.

4.3.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA E CINETICA DA DECOMPOSICAO TERMICA DE FILMES

A Tabela 4 mostra os parametros de Tmax (temperatura maxima de

degradagao), Tonset (Temperatura de inicio de degradagao) e Rm 800 (massa residual

a 800 °C) obtidos a partir da analise termogravimétrica dos filmes.
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Tabela 4. Dados de Tmax, Tonset, RM800 e Ea para filmes de amido com e sem GSE
em diferentes proporc¢des de IM/Gly

Filme Tmax (°C)  Tonset(°C) Rm 800 (%)  Ea(kJ - mol ™)
SIG100/0 347 323 7,38 323,50
SIG70/30 347 320 8,09 285,29
SIG60/40 347 314 7,50 308,16
SIG50/50 347 306 7,58 298,67
SIG0/100 347 300 5,33 195,84

SIG100/0 - GSE 345 300 10,31 253,19
SIG70/30 - GSE 345 301 10,39 206,79
SIG60/40 - GSE 341 302 9,48 197,39
SIG50/50 - GSE 337 304 9,01 211,84
SIG0/100 - GSE 339 297 8,66 214,53

Todos os filmes apresentaram perda de massa na faixa de
temperatura de 30°C a 118°C, correspondendo a liberacdo de substancias volateis
(adgua, glicerol) presentes nas amostras. A perda de massa entre 260 °C e 377 °C
(80%) corresponde a decomposig¢ao térmica do amido e IM (Tmax 340°C). O fato de os
filmes de amido/IM/Gly nao apresentarem deslocamento Tmax sugere a auséncia de
qualquer interacdo entre amido e IM, o que evidencia o efeito antiplastificante do IM.
O aumento da estabilidade térmica dos filmes (Tonset) cOm 0 aumento da quantidade
de IM e a reducao da estabilidade apds a adigdo de GSE podem estar relacionados
ao efeito antiplastificante do IM e ao efeito plastificante do GSE (FINI, CAVALLARI e
OSPITALLI, 2009).

A adicdo de GSE reduz a temperatura maxima de degradagéao dos
filmes, de 347 para 339 °C, este resultado pode estar relacionado com a menor Eados
filmes, indicando que a presenca de GSE torna essas ligacbes mais fracas, além
disso, essa reducdo no valor de Tmax pode ser atribuida a ligagao de hidrogénio
formada entre os compostos polifendlicos presentes no GSE com o amido,
contribuindo para a plastificagao da matriz polimérica.

A Rm 800 °C é de aproximadamente 8% para filmes sem GSE e 10%
para flmes com GSE (Tabela 3), valores que concordam com os obtidos para filmes
de amido de diferentes plantas (SUEIRO et al., 2016).
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O estudo da cinética de degradacao térmica dos filmes a partir dos
dados de TGA foi realizado aplicando-se a equagao proposta por Coats-Redfern,
Equacéao (9), para determinagdo do mecanismo de reagao (Tabela 1). Aplicou-se o
método de ajuste do modelo e o R? e RMSE foram determinados (HOUSE, 2007).
Avaliando os modelos de ajuste utilizados, os mecanismos que apresentaram os
melhores R? e RMSE foram A2, A3 e F1.

Considerando que a degradagao do amido ocorre em um estagio, o
mecanismo de primeira ordem (F1) foi escolhido para calcular a Ea e o fator pré-
exponencial (A). Neste mecanismo considera-se que a nucleacao instanténea e o
crescimento unidimensional controlam o processo de degradagdao (MERCI et al.,
2019). Resultados semelhantes foram encontrados por PIGWOSKA (2020) e MERCI
e colaboradores (2019) no estudo da estabilidade térmica do amido. Todas as
composigdes apresentaram valores de Ea superiores a 60 kJ mol™, indicando que a
taxa de decomposicao depende fortemente da temperatura (ATKINS e JONES, 2012).

A Tabela 3 mostra que Ea aumenta com a proporg¢éao de IM, sugerindo
uma interagdo amido-amido mais forte em comparagdo com a interacédo amido-Gly.
Na presenca de GSE os filmes apresentam menores valores de Ea, indicando que o
processo de degradacdo € facilitado, confirmando que os compostos polifendlicos
presentes no GSE possuem efeito plastificante. Esses resultados corroboram o que
foi observado em analises anteriores, sugerindo uma interagdo mais forte entre amido-
amido na presenca de IM em comparag¢ao com a interacdo amido-amido na presenca
de Gly, que apresentou menores valores de Ea.

Todas as analises apresentadas indicam que, além de sua fungao
primordial de servir como indicador de frescor do pescado através da mudancga de cor
em fung¢ado do pH, o GSE tem efeito plastificante. A proporg¢do de IM e Gly afeta as
caracteristicas fisicas e estruturais de filmes com e sem adi¢gao de GSE.

Neste trabalho foram produzidos cinco filmes com diferentes
propor¢cdes de IM e Gly, com e sem GSE. Entre as amostras contendo a mistura de
Gly e IM como plastificante, todas apresentaram propriedades adequadas para uso
como indicador. Para selecionar uma amostra para teste como indicador de pH, foi
realizada uma comparacao de cores das imagens digitais (Figura 6) de cada amostra.

A cor de cada amostra foi analisada em padrées RGB com o auxilio do software
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ImagedJ. A Figura 6 mostra os graficos RGB de cada amostra. A imagem da amostra
SIG70/30 - GSE possui maiores valores do parametro R e maior a diferenga dos
parametros G e B, indicando que a cor vermelha é mais homogénea e mais intensa

nesta amostra.

Figura 6. Imagens e graficos RGB para os filmes SIG50/50-GSE, SIG60/40-GSE e
SIG70/30-GSE
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Fonte: O préprio autor.

4.3.7 RESPOSTA DE COR DE FILMES INDICADORES DE PH

A reversibilidade e a sensibilidade da mudancga de cor em funcéo do
pH e do tempo foram avaliadas expondo os filmes a atmosferas de hidroxido de
amodnio e acido cloridrico em diferentes concentragdes (20-100%) (Figura 7).

Inicialmente os filmes possuem cor lilas (Pantone® 2475C). Quando
exposto a condi¢des basicas, ocorre a mudanga de cor para verde (Pantone® P153-
12U) em 15 minutos para todas as concentragées de NH4OH. Quando exposto a
atmosfera acida a cor muda para rosa (Pantone® 7636U) ap6s 60 minutos, para todos
os filmes. Verificou-se que a mudanga de cor é reversivel e tem uma reversibilidade
maxima de 5 ciclos em atmosfera acida ou basica a 20%. A medida que o nimero de

ciclos aumenta, a cor do filme perde intensidade, mas ainda é possivel ver a mudanga
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de cor.

Figura 7. Estudo da reversibilidade e sensibilidade da mudanga de cor de filmes de
amido com GSE (SIG70/30-GSE) em condigdes acidas (HCI) e basicas (NH4OH)

20% 40% 60% 80% 100%

Legenda: Os filmes foram expostos a diferentes concentragbes de atmosferas acidas e basicas, as
concentragdes correspondentes a cada amostra estéo indicadas na parte superior da imagem. No lado
esquerdo da imagem estdo indicados os tempos e reagentes utilizados para alterar a cor dos filmes.

Fonte: O préprio autor.

4.3.8 APLICACAO DE FILMES INDICADORES DE PH COMO O FRESCOR DO PEIXE

Para avaliar o potencial do filme SIG70/30-GSE como indicador de
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mudanga de pH, amostras de peixes foram armazenadas em frascos de vidro cobertos
com o filme em temperatura ambiente (25 °C) e refrigerados (5 °C). Na Figura 8, séao

exibidas as imagens dos filmes capturadas a cada 24 h de analise.

Figura 8. Imagem digital do SIG70/30 GSE (a) anexado a embalagens de pescado
(b) controle

Tempo
Temperatura Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
- 090000 00 00 00 90
(a) (b) | (@ (b) | (a) (b) (a) (b) | (a (b) (a) (b) (a) (b)
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053+015 | 096014 | 642%+044 | 742%068 | 10,59%0,12| 14,21 £0,17 | 35,28 £ 0,97
(mg/100 g)

- 00000000
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0,53%0,15 | 3,88%0,08 | 21,77 £ 0,48 | 69,22 1,72

BVT-N
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Fonte: O proprio autor.

Depois de passar por sua fase inicial de frescor, o peixe deteriorado
libera uma variedade de aminas volateis basicas, como trimetilamina, aménia e
dimetilamina. Essas substancias sao detectadas pelas antocianinas contidas no GSE
e, em resposta, ocorre a mudancga de cor do filme. Essa mudanca de cor pode ser
vista na Figura 8. Para amostras armazenadas em temperatura ambiente, os filmes
mudaram de rosa (Pantone® 7636U) para verde (Pantone® P 153-12U) apds 72 h (3
dias). Para os filmes armazenados sob refrigeracdo, a mudanga de cor ocorreu apds
144 h (6 dias), indicando que em baixas temperaturas o frescor do pescado € mantido
por mais tempo. Em ambas as condigdes os filmes permaneceram intactos durante a
analise.

A legislacao brasileira considera que peixes improprios para consumo
apresentam BVT-N superiores a 30 mg/100 g de amostra (BRASIL, 1997), desta
forma, considerou-se que BVT-N entre 0-10 mg/ 100 g de amostra representa peixes
frescos de 10 a 30 mg/ 100 g de amostra tem-se peixes meio fresco e acima de 30
mg/ 100 g de amostra peixes impréprios para o consumo (CHEN et al., 2020).

Para as amostras analisadas sob refrigeragao verificou-se que até 96

h os filmes ainda estao frescos, em 120 h o filme apresenta-se meio fresco e em 144h
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o filme torna-se improprio para consumo, em que se observou uma mudang¢a mais
acentuada na coloracio do indicador.

Para as amostras em temperatura ambiente verifica-se que em até 24
h os peixes estao frescos, em 48 h temos um peixe meio fresco e em 72h o peixe esta

improprio para consumo (BRASIL, 1997).
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4.4 CONCLUSAO

Filmes de amido foram produzidos com diferentes proporcdes de
isomalte e glicerol. O estudo demonstrou que o tipo e a propor¢do de mistura de
plastificantes altera as propriedades fisico-quimicas, térmicas e mecanicas dos filmes
de amido, de forma diferente na presenca e auséncia de GSE.

Os resultados indicaram que o GSE pode atuar como plastificante,
reduzindo o efeito antiplastificante do isomalte ou competindo com o glicerol pelas
interacbes com o amido. Desta forma, a quantidade de plastificantes pode ser
modulada para obter propriedades adequadas para diferentes aplicagoes.

O filme SGI70/30 - GSE apresentou sensibilidade em diferentes
condigbes de pH, com cores visualmente distinguiveis na escala de cores Pantone®.
A avaliagao da atividade indicadora de pH dos filmes com GSE para determinar o
frescor do pescado mostrou que os filmes permanecem intactos mesmo com a alta
umidade do refrigerador e eficientes na mudanca de cor.

Os filmes produzidos mostraram-se excelentes candidatos a serem

utilizados como indicadores para monitoramento do frescor do pescado.
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5 ARTIGO 2

Producdo e caracterizagdo de particulas de quitosana incorporadas com Oleo
Essencial de Orégano para serem usadas em embalagens ativas

Resumo

Oleos essenciais sdo substancias que podem ser usadas em sistemas de embalagem
ativas com grande aceitacdo dos consumidores. Entretanto, para a sua utilizagdo em
processos industriais de produgao de embalagens € necessario prever a protegao dos
compostos volateis contra a evaporacao, oxidagao, degradacao térmica e a reducao
do odor. Neste trabalho foram produzidas e caracterizadas particulas de quitosana por
gelificacao ibnica, utilizando os reticulantes trimetafosfato de sédio e tripolifosfato de
sédio, com diferentes proporgcbes de Oleo essencial de orégano (OEO)
(quitosana:OEO 1:1, 1:0,5 e 1:0,25) com o objetivo de avaliar o seu potencial para uso
em embalagens ativas. As analises de FTIR e intumescimento comprovaram a
reticulagcado da quitosana e indicaram que o intumescimento € influenciado pelo tipo de
reticulante. Analises de TGA demonstraram que as particulas com OEO encapsulado
apresentam maior estabilidade térmica que o OEO puro. Por DLS verificou-se que as
particulas produzidas com TPFS apresentam menores tamanhos o que influenciou na
liberacdo de OEO. A liberagao do OEO é descrita por um mecanismo de liberacéo
quasi fickiano para as diferentes particulas. Os resultados mostraram que as
particulas produzidas apresentam estabilidade térmica suficiente para serem
utilizadas no processo de extrusdao até a temperatura de 120 °C protegendo a
substancia ativa, além de mascararem o forte odor do OEO, tornando-as adequadas
para serem utilizadas em embalagens ativas.

Palavras-chave: Antioxidante; degradagao térmica; quitosana; reticulantes.
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5.1 INTRODUCAO

A embalagem ativa tem ganhado visibilidade por sua interagéo
quimica e biolégica com o conteudo embalado, sua capacidade de aumentar a vida
util dos produtos alimenticios, atrelada ao uso de agente antioxidantes nao
convencionais (KAMKAR, et al., 2021).

As propriedades antioxidantes e antimicrobianas de varios Oleos
essenciais tém sido de grande interesse devido ao seu potencial como aditivos
naturais para a prevengao de oxidacao e controle de microrganismos e boa aceitagao
dos consumidores, uma vez que estes procuram cada vez mais consumir produtos
saudaveis e naturais (YOUSELFI et al, 2022; BAGHERI, ARIAIl e
MOTAMEDZADEGAN, 2021; PAVLATKOVA et al., 2022). Neste sentido, a utilizagéo
de ¢6leo essencial de orégano (OEO), se torna viavel como substituinte para
conservantes e antioxidantes sintéticos amplamente utilizados na industria de
embalagens de alimentos e que podem ser danosos & saude (PAVLATKOVA et al.,
2022).

O uso de ¢6leos essenciais como aditivos para embalagens ativas
apresentam desvantagens como a volatilidade dos compostos presentes nessas
substancias responsavel pelo odor e possivel oxidagdo e degradacgéao térmica durante
o processamento ou armazenamento (KAMKAR et al., 2021). Uma alterativa eficaz
para proteger os compostos volateis contra a evaporagao, oxidagao, e degradacao
térmica durante processamento e armazenamento € a encapsulagao

A tecnologia de encapsulamento consiste em aprisionar substancias
especificas dentro de uma matriz polimérica. O material polimérico atua como uma
protecao, isolando o nucleo e fornecendo protegdo sobre exposi¢ao (BAGHERI,
ARIAIl e MOTAMEDZADEGAN, 2021; KWON, CHANG e HAN, 2017).

O uso da quitosana é incentivado no encapsulamento de substancias,
por se tratar de um polimero natural, biocompativel, biodegradavel e nao téxico
(PAVLATKOVA et al., 2022). Na literatura, a quitosana mostrou sua capacidade de
encapsulamento e entrega de Oleos essenciais (KAMKAR et al.,, 2021); genes
(ABDELHAMID et al., 2020); p-caroteno (FANG, et al., 2019); geraniol (OLIVEIRA et
al., 2018); farmacos (TRAPANI et al., 2011), entre outros.
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O preparo de particulas de quitosana encapsuladas com oleo pode
ser realizado por diferentes metodologias, sendo o processo de gelificagao ibnica
atrativo por ser uma técnica que nao utiliza solvente organico e nao toxico
(JOGHATAEI et al., 2019).

Neste trabalho teve-se como objetivo produzir particulas de quitosana
pela técnica de gelificagao idnica utilizando diferentes reticulantes de baixa toxicidade
e sem efeitos adversos aos seres humanos (GUI-JEI et al., 2006; FANG et al., 2008):
trimetafosfato de sédio e tripolifosfato de soédio. Essas particulas foram incorporadas
com OEO em trés proporgdes quitosana/odleo e foram realizados estudos como o tipo
de reticulante interfere nas propriedades das particulas, estabilidade térmica e
liberagdo do OEOQ, e quanto a capacidade de serem usadas em embalagens ativas, a

fim de proteger a substancia ativa no processo de extruséo.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 MATERIAIS:

Para a producéao das particulas foi utilizado quitosana comercial pura
(Catarinense- Brasil), trimetafosfato de sodio (PA - Aldich-China), tripolifosfato de

sédio (PA - Dinamica- Brasil) e 6leo essencial de orégano puro (Quinari-Brasil).

5.2.2 METODOS:

5.2.2.1 Producgao das particulas

O encapsulamento do OEO em particulas de quitosana foi feito em
um processo de duas etapas: emulsificagao 6leo-em-agua e, em seguida, método de
gelificacdo idnica descrito por KEAWCHAOON e YOKSAN (2011) com algumas
modificagdes. Inicialmente foi preparada 50 mL de solugdo de quitosana em acido
acético 1% (v/v) e adicionado 80 mg de tween 80, esta mistura foi mantida em agitagcéo
a 50 °C durante 90 min para obter uma solu¢gdo homogénea.

Diferentes quantidades de OEO foram adicionadas a esta mistura
para obter varias propor¢des de quitosana:OEO (1:0,25, 1:0,5 e 1:1). O OEO foi
adicionado constantemente em 50 mL de solugdo aquosa de quitosana com tween
sob agitacao por 10 min em banho de gelo com o objetivo de alcangar uma emulsao
de 6leo em agua.

Por fim, 50 mL de TMFS 1,0% (m/v) ou TPFS 1,0% (m/v) foi
adicionado na propor¢cao 1:1 de quitosana a temperatura ambiente para induzir
gelificacado ibnica da quitosana. A agitacao foi feita continuamente por 40 min. As
particulas formadas foram recolhidas por centrifugacédo e subsequentemente lavadas
varias vezes com agua destilada, o sobrenadante foi armazenado para analises
posteriores. As suspensodes foram secas por liofilizagao por 120 h.

As particulas de quitosana pura, foram produzidas como descrito
anteriormente sem a etapa de adi¢gao do OEO.

As particulas obtidas foram denominadas como Q-TMFS (quitosana
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produzida com Trimetafosfato de sodio), Q-TPFS (Quitosana produzida com
Tripolifosfato de sdédio), 1:1 TMFS, 1:0,5 TMFS e 1:0,25 TMFS (particulas de
quitosana incorporadas com OEO em Trimetafosfato de sédio), 1:1 TPFS, 1:0,5 TPFS
e 1:0,25 TPFS (particulas de quitosana incorporadas com OEO em tripolifosfato de

s6dio).

5.2.2.2 Caracterizacoes

A morfologia das particulas foi avaliada no microscépio eletrénico de
varredura (Philips FEI modelo Quanta 200). Cada amostra foi coberta por uma fina
camada de ouro. A tensdo de aceleracao utilizada foi de 15,0 KV. A analise foi
realizada no laboratério de microscopia Eletrénica e Microanalise (LMEM) da
Universidade Estadual de Londrina. A distribuicdo dos diametros das nanoparticulas
foi obtida através da técnica de DLS utilizando um equipamento Microtrac MRB
Nanotrac Wave. A formulacdo das particulas de quitosana com e sem OEO foram
diluidas em agua destilada em uma proporgao de 1:100 (m/v). A analise foi realizada
no laboratério da P6s Graduagao em Quimica da Universidade Estadual de Londrina.
Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando pastilhas de KBr no modo transmitancia
no equipamento Shimadzu modelo IR Prestige-21 realizando 100 varreduras na faixa
de 4000 a 400 cm. As analises de TGA foram realizadas na Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (Campus Medianeira) usando um aparelho Perkin
Elmer TGA 4000 sob um fluxo de nitrogénio de 20 cm?® min-!, com aquecimento desde
a temperatura ambiente até 800°C a uma taxa de 20°C min-'. As andlises de DSC
foram realizadas em equipamento Shimadzu DSC-60 sob atmosfera de nitrogénio
com vazao de 50 mL/min. A massa de cada amostra foi de aproximadamente 2 mg e
as leituras foram feitas na faixa de temperatura de 25 a 400 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min. As analises de FTIR e DSC foram realizadas no laboratério

de espectroscopia (ESPEC) da Universidade Estadual de Londrina.

5.2.2.3 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento do 6leo essencial foi analisada por
espectroscopia UV-Vis. Uma curva analitica foi previamente desenvolvida com
diferentes concentragdes do OEO em solucdo alcodlica. Para o calculo da eficiéncia
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de encapsulamento, as nanoparticulas foram separadas por centrifugagcao (1000
RPM) por 10 min e o sobrenadante foi retirado e usado para determinar a quantidade

de dleo essencial livre. A EE foi calculada usando a equagao 1.

_ [OEOinicia ]_[OEO ivre]
EE (%) = [OE(;inicial] l (1)

5.2.2.4 Intumescimento

A porcentagem de intumescimento volumétrica, ‘Q’, foi determinada a
partir dos volumes das particulas no estado inicial (Vo) e apos atingirem o estado de
equilibrio intumescido Vs (24 horas), utilizando a equacéo 2 (RICHBOURG et al.,
2021).

Q%)= (2)

Vs
Vo

5.2.2.5 Liberacédo de OEO

Estudos de liberagao de 6leo essencial in vitro foram realizados de
acordo com HOSSEINI et al., (2013) utilizando-se 20 mg de particulas em 5 mL de
solugdo salina de tampéao fosfato a 60% (pH 7,4) + etanol a 40% a temperatura
ambiente. Aliquotas de 2 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo (0 a
24 h) e a concentracado do OEO nesta aliquota foi medida por absorbancia usando um
espectrofotdmetro UV-Vis no comprimento de onda de 273 nm (Shimadzu, modelo
UV-2600). A quantidade de OEOQ liberada foi determinada através da curva analitica.
Os experimentos foram realizados em triplicata.

A partir dos dados de liberagao obtidos, foi realizada a analise dos
mecanismos envolvidos no processo de liberagao, utilizando os modelos Cinéticos de

Ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho foram produzidas particulas de quitosana com TMFS
e TPFS com trés proporgdes de quitosana:6leo para cada reticulante (1:1, 1:0,5 e

1:0,25). A porcentagem de EE foi determinada e esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulamento de 6leo nas particulas de quitosana

1:1 1:0,5 1:0,25 1:1 1:0,5 1:0,25
TMFS TMFS TMFS TPFS TPFS TPFS

EE (%) 69,0°t0,6 64,0°°+0,6 61,0t0,7 66,0°£0,5 63,02+0,6 58,0°t 0,5

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Cada resultado € uma média de trés
experimentos. Médias com letras diferentes s&o estatisticamente diferentes entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05)

A EE do OEOQ variou de 58 a 69%. Na literatura esses valores variam
de 5 a 47% (KEAWCHAOON e YOKSAN, 2011; HOSSEINI et al., 2013;
HERNANDEZ-NAVA et al., 2020), essa diferenca pode estar atrelada a natureza e a
concentragéo do 6leo utilizado, assim como, a técnica utilizada para a encapsulagéao.

A EE apresentou um aumento conforme o maior teor inicial de 6leo,
o0 mesmo comportamento foi observado por KEAWCHAOON e YOKSAN (2011), isso
pode ser explicado porqué até a proporgéo 1-1 ndo houve saturagdo da carga de OEO
nas particulas de quitosana.

Nas imagens de MEV (Figura 1) das particulas de quitosana
produzidas pode ser observado que todas as amostras se apresentam aglomeradas.
As particulas produzidas com TMFS apresentam aglomerados mais compactos do

que as particulas produzidas com TPFS.


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15440478.2020.1774463
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15440478.2020.1774463
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15440478.2020.1774463
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Figura 1. Imagens de MEV com aumento de 15000x para as particulas de quitosana

Fonte: O préprio autor.
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Pela analise das curvas de DLS (Figura 2) observa-se que as
particulas produzidas com TMFS apresentam distribuicdo de tamanhos bimodal, mais
estreita e maior tamanho médio de particulas comparadas as particulas produzidas
com TPFS.

As particulas produzidas com TPFS exibem distribuicdo de tamanho
mais dispersa e larga, apresentando curvas bimodal ou trimodal e menores tamanhos
médios de particula. Observa-se que a amostra 1:0,5 TPFS apresenta particulas de

tamanho maior, mas em menor quantidade.

Figura 2. Distribuicdo e tamanho médio das particulas por DLS
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Fonte: O proprio autor.

O tamanho de particula € um parametro importante porque tem uma
relevancia direta para a estabilidade da formulagdo. Particulas menores tendem a se
agregar em maior extensdo em comparagao com particulas maiores. A determinagcao
do tamanho de particula por DLS possui vantagens como rapidez na realizagao das
medidas, no entanto, como se baseia ha medida do didametro hidrodinamico, a camada
de hidratacdo e efeito de intumescimento podem alterar a determinacéo do tamanho
real das particulas, sendo na maioria das vezes os resultados obtidos por DLS
superiores aos encontrados por MEV ou TEM (MAGENHEIM e BENITA, 1991).

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados de porcentagem de
intumescimento (Q) das particulas.
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Tabela 2. Valores de %Q (porcentagem de Intumescimento) das particulas de
quitosana produzidas com TMFS e TPFS

Q (%)
Particulas reticuladas com TMFS
Q- TMFS 1:1 TMFS 1:0,5 TMFS 1:0,25 TMFS
160,0°+ 0,9 120,09+ 2,7 120,09+ 2,0 120,09+ 1,3
Particulas reticuladas com TPFS
Q- TPFS 1:1 TPFS 1:0,5 TPFS 1:0,25 TPFS
180,02+ 0,9 140,0°+ 1,3 140,0°+ 3,3 140,0¢+ 2,2

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo. Cada resultado é uma média de
trés experimentos. Médias com letras diferentes sao estatisticamente diferentes entre si pelo
teste de Tukey (p <0,05)

Este resultado indica que embora ndo tenham sido observadas
diferengas macroscopicas nas particulas com diferentes reticulantes, pode-se
comprovar que a reticulagao da quitosana foi efetiva para os diferentes reticulantes.

O maior valor de % Q observado para as particulas reticuladas com
TPFS pode estar relacionado com a maneira em que ocorre a interagao da quitosana
com o reticulante.

Quando a particula é produzida com TMFS a interagdo ocorre pela
hidroxila da quitosana com os grupamentos fosfatos do reticulante, estabelecendo
ligacbes cruzadas (Figura 3a) e na producao das particulas com TPFS (Figura 3b)
ocorre interagao eletrostatica entre o grupo amina primario carregado positivamente
da quitosana e os grupos de anions carregados negativamente do TPFS, resultando

em mais hidroxilas livres para interagir com a agua.
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Figura 3. Esquema da interacdo entre a quitosana e os reticulantes, (a) quitosana
com TMFS, (b) quitosana com TPFS
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A Figura 4(a) mostra os espectros de FTIR da quitosana pura,

Fonte: O préprio autor.

particulas de quitosana produzidas com TMFS e TPFS. Observa-se picos
caracteristicos da quitosana em 3472 cm™' (estiramento de OH e NH2), 2920 cm™*
(estiramento assimétrico C-H), 1636 cm™ (estiramento amida |, C-O), 1088 cm™
(estiramento C-O-C) e 608 cm™ (alongamento do anel piranosideo vibragéo)
(HOSSEINI et al., 2013).

Para as particulas de quitosana com TMFS novos picos apareceram
em 1268 cm™' (alongamento C-O-C) e 777 cm™' relacionados a estiramento de P=0 e
P—O-P, confirmando assim a reticulagdo bem-sucedida entre a quitosana e TMFS.

Para as particulas produzidas com TPFS a banda em 1537 cm-
(dobramento de amida, N-H) implica na formagdo do complexo via interagao

eletrostatica entre grupos NHs* de quitosana e grupos fosfato do TPFS (YOKSAN et
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al., 2010; JINGOU et al., 2011).

Na Figura 4(b) estdo apresentados os espectros de OEO puro e das
particulas de quitosana incorporadas com OEO. Observa-se os picos caracteristicos
do OEO em 2964 cm™ (estiramento C-H), 1583 cm™ (dobramento N-H), 1458
(dobramento CH2), 1254 cm' (alongamento C-O-C), 1111 cm™' (alongamento C-O-C)
e 942 cm™' (C-H flexao). Todos os picos caracteristicos acima aparecem nos espectros
de particulas de quitosana carregadas com OEO.

No espectro das particulas de quitosana com OEO produzidas com
TMFS e puras foi possivel observar o aparecimento de bandas em 988 e 764 cm™' de
estiramento P-O, comprovando a reticulagéo da quitosana.

Para as particulas produzidas com TPFS observa-se o surgimento de
uma banda em 1244 cm™ que corresponde ao alongamento das vibragbes anti-
simétricas das pontes POz grupos de ions de fosfato ligados, confirmando que os
grupos amino foram envolvidos em ligacado cruzada com fosfato (GIERSZEWSKA e
OSTROWSKA-CZUBENKO, 2016).

Figura 4. Espectro de infravermelho (a) quitosana pura e particulas de quitosana
produzidas com TMFS e TPFS (b) OEO puro e incorporado em diferentes proporgdes
em particulas de quitosana produzidas com TMFS e TPFS
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Fonte: O proprio autor.

Os perfis de cinética de liberagao de OEO das particulas de quitosana
com diferentes concentragcdes de oOleo foram investigados e os resultados estdo

mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Cinética da liberagcdo de OEO (a) TMFS e (b) TPFS
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Fonte: O proprio autor.

A liberagcao de 6leo de nanoparticulas e microparticulas pode ocorrer
por varios mecanismos, incluindo erosdo superficial, desintegracdo, difusdo e
dessorcdo (HARIHARAN et al., 2006). O perfil de liberacéo in vitro de OEO de
particulas de quitosana pode ser descrito como um processo de duas etapas, sendo
uma etapa de liberagéo inicial mais rapida, denominada efeito de explosao, seguida
por uma segunda etapa onde ocorre uma liberagdo mais lenta subsequente.

A liberagao inicial pode ser atribuida as moléculas de OEO sorvidas
na superficie das particulas e ao 6leo aprisionado proximo a superficie. Na Figura 5
verifica-se que o efeito de explosao ocorreu dentro de 60 minutos para as particulas
com TPFS e TMFS, e as particulas obtidas com TPFS apresentam maior efeito de
explosao. Este efeito pode ser atribuido ao tamanho das particulas. Particulas de
quitosana com menor tamanho apresentam maior relagao superficie-volume, portanto,
podem resultar em liberacdo rapida de OEO adsorvido na superficie, corroborando
com os valores de tamanho de particula observados por DLS, em que particulas de
TPFS apresentaram menores valores de diametro.

Na segunda fase, observa-se que a taxa de liberagao foi relativamente
lenta para as particulas com TPFS (mais lenta que na primeira fase e mais rapida
comparada com a TMFS, que atingiu um patamar) e para as particulas obtidas com

TMFS, pode-se dizer que a liberacdo de OEO atingiu um patamar nesta fase. Estes
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comportamentos podem ser devido a difusdo do OEO disperso na matriz polimérica
como o mecanismo dominante. Este estagio tem uma taxa mais lenta e, portanto,
resulta em quase nenhuma liberagao adicional de OEO neste estagio.

Para estudar o mecanismo de liberacdo das particulas, os dados
experimentais foram ajustados a modelos cinéticos e os parametros obtidos desses
ajustes estao apresentados na Tabela 3.

Os dados experimentais de liberagdo de OEO foram melhores
ajustados a equagéo de Korsmeyer-Peppas, com maiores valores de coeficiente de
determinagdo (R?) em relagdo aos outros modelos cinéticos. Consequentemente, a
analise de Korsmeyer-Peppas e Peppas e Sahlin foram conduzidas para confirmar
que os mecanismos de difusdo e relaxagao das cadeias estdo envolvidos na liberagao
do OEO da matriz polimérica, calculando os valores do expoente de liberagdo do OEO
(n).

O valor de (n) é utilizado para indicar os comportamentos Fickianos e
nao Fickianos (an6malos). Para particulas esféricas, n < 0,43 indica uma difusao
quasi Fickiana (transporte caso 1) indicando que o tempo de relaxagao relativo do
polimero € menor que o tempo de difusdo caracteristico do transporte de agua que é
controlado pelo gradiente de concentragdo. Para n= 0,85 descreve um transporte
caso Il indicando o mecanismo de liberagdo controlado por relaxagcdo das cadeias
poliméricas. Valores intermediarios de n, 0,43 < n < 0,85, indicam uma liberagado nao
Fickiana, descrevendo uma combinacdo de mecanismos de liberacdo do OEO por
difusdo e relaxacao das cadeias (RITGER e PEPPAS, 1987).

Tabela 3. Parametros obtidos a partir do ajuste dos dados experimentais nos modelos
cinéticos

TMFS TPFS
Modelo 1:1 1:0,5 1:0,25 1:1 1:0,5 1:0,25
R 0,974 0,974 0,963 0,043 0,063 0,761

Ordem 0 Ko 5,10.10 0,002 0,002 0,003 0,002 7,877.104
b 0,897 0,819 0,354 0,729 0,771 0,888
Primeira R 0,978 0,952 0,094 0,992 0,042 0,978
Ordem k 0,003 0,004 0,006 0,003 0,005 0,005
Korsmeyer R 0,096 0,988 0,990 0,086 0,094 0,990
Poppas k 0,880 0,797 0,353 0,650 0,652 0,879
n 0,011 0,025 0,034 0,072 0,080 0,011
Pseaphﬁi"‘ns *RIF 0,447 1,549 1,222 -0,140 -0,304 0,214
Segunda R 0,902 0,538 0,886 0,706 0,669 0,975
ordem k 9216104  -0,003 -0,047 -6,749.104  -0,001 -0,001

*(R/F) = (ka/ky) x t™
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A partir dos resultados mostrados na Tabela 3, os valores de (n)
apresentam-se abaixo de 0,43 para todas as particulas, indicando um comportamento
de difusdo quasi Fickiano em que a liberagdo ocorre por um quase equilibrio do
fendmeno de difusdo Fickiana, controlado por difusdo, isto também pode ser
comprovado pelo parametro R/F <0 obtido pelo modelo de Peppas Sahlin. De acordo
com o valor obtido para R/F pode-se predizer a predominancia dos mecanismos de
difusdo Fickiana e relaxacdo das cadeias poliméricas. Quando R/F <0 a difuséo
Fickiana prevalece, caso contrario R/F>0, relaxacao das cadeias prevalece (BAGGI e
KILARU, 2016).

A partir dos resultados anteriores (EE e DLS) escolheu-se as
particulas na propor¢ao 1:1 (Quitosana:OEO) para dar continuidade no estudo de
estabilidade térmica, dado sua maior EE e menores tamanhos médios de particulas
com distribuicdo de tamanho menos dispersa.

A TGA é uma técnica util para investigar a estabilidade térmica de
uma amostra. A temperatura maxima de decomposicao (Tmax) € a temperatura maxima
correspondente a perda de massa, obtido a partir do grafico de DTG.

O OEO apresentou um evento de perda de massaem 150 °C (Figura
6). As particulas de quitosana exibiram perda de massa em trés etapas, abaixo de 100
°C, em aproximadamente 230 °C para a particula reticulada com TMFS e 248 °C para
a particula reticulada com TPFS, e por fim em aproximadamente 320 °C. Essas perdas
de massa podem ser atribuidas a evaporacdo da umidade, a decomposicdo da
quitosana livre e a decomposicao da quitosana reticulada com TMFS e TPFS,
respectivamente (Figura 6b) (HOSSEINI et al., 2013).

As particulas 1-1 TMFS apresentam eventos de perda de massa em
120 °C, 243 °C e 320 °C e as particulas 1:1 TPFS em 140 °C, 248 °C e 320°C, estas
temperaturas de degradagdo podem ser atribuidas a decomposicdo de OEO
adsorvido na superficie da particula, a decomposicao da quitosana e decomposicao
da quitosana reticulada com OEO encapsulado, respectivamente. Este resultado
sugere a obtencao de particulas de quitosana encapsuladas com OEO (HOSSEINI et
al., 2013; PELISSARI et al., 2009; KEAWCHAOON e YOKSAN, 2011).

Na Figura 6(a) verifica-se os valores de T (Temperatura em que as

amostras mantém 90% da massa inicial) para o OEO puro e para as particulas de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713001707#bib0110
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quitosana puras em diferentes reticulantes e encapsuladas com OEQO. Os valores
obtidos demonstram que a encapsulagdo do OEO em particulas de quitosana

aumenta sua estabilidade térmica, auxiliando na protegao da substancia ativa.

Figura 6. (a) TG e (b) DTG do OEO puro, particulas de quitosana e particulas de
quitosana incorporadas com OEO
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Temperatura (°C)

A técnica de DSC pode ser empregada para confirmar a encapsulagao
de um composto ativo e indicar as interacbes que ocorreram entre diferentes
compostos, pelo deslocamento ou modificacbes em picos de fusédo, cristalizacdo ou
outras transicdes térmicas. Nas analises realizadas, ndo foram encontradas
transicbes térmicas que pudessem confirmar as possiveis interagcdes entre a
quitosana e OEO, observou-se somente picos de degradacao e de liberagdo de
substancias volateis (Figura 7).
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Figura 7. DSC das amostras de quitosana produzidas em diferentes reticulantes com
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As curvas de DSC de todas as particulas apresentaram dois eventos
(Figura 7). Um pico endotérmico em aproximadamente 100 °C, relacionado a
evaporagao de substancias volateis, como agua ligada a grupos hidroxila da

quitosana, um pico exotérmico (T= 301°C) atribuido a decomposicdo estrutural
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normalmente relacionada a degradacdo das unidades de glucosaminas na estrutura
da quitosana (MARTINS et al., 2016). Para as particulas produzidas com TMFS e
TPFS, verifica-se que este pico exotérmico cai para temperaturas mais baixas entre
244 a 252 °C. A mudanca deste evento para temperaturas mais baixas indica a
reducdo da estabilidade estrutural promovida pela producdo das particulas. No
entanto, ndo se verifica alteragdo na posicdo desse pico para as particulas de
quitosanas incorporadas com OEOQ, indicando que n&o houve perda de estabilidade
quando compara as particulas produzidas sem OEO.

Verifica-se em aproximadamente 350 °C um pico para as amostras
1:1 TMFS e 1:1 TPFS relacionado com a degradagao da quitosana reticulada e o dleo
incorporado a particula, esses picos foram visualizados na mesma faixa de

temperatura na Figura 6, DTG.
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5.4CONCLUSAO

Foi possivel produzir por gelificagdo ibnica, particulas de quitosana
com diferentes reticulantes, TMFS e TPFS. As particulas produzidas com TPFS
apresentaram maiores valores de EE e intumescimento, menores tamanhos e maior
dispersao de tamanho em uma mesma amostra do que as particulas produzidas com
TMFS. Desta forma, verificou-se que os diferentes reticulantes conferem propriedades
diferentes as particulas dadas a maneira em que ocorre a interagao destes com a
quitosana.

O OEO é liberado por um mecanismo de difusdo quasi fickiano,
indicando que o processo de difusdo predomina sobre o processo de relaxagcédo das
cadeias como comprovado pelo parametro R/F.

As particulas incorporadas com OEO apresentaram maior
estabilidade térmica em comparag¢ao ao OEO puro, podendo serem processadas por
extrusao sem perda ou degradacao do OEO até temperatura de 120 °C .

As propriedades conferidas a essas particulas as tornam promissoras
para serem utilizadas em embalagens ativas, agindo como protegdo a substancia

ativa, além de, mascarar o odor do OEO.
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6 ARTIGO 3

Efeito da incorporagao de particulas de quitosana e 6leo essencial de orégano
em filmes de AMIDO/PBAT

Resumo

Embalagens biodegradaveis ativas/antioxidantes tem despertado grande interesse
industrial, pois apresentam maior preservagcao do ambiente e do alimento, uma vez
que, a oxidagdo é uma das principais reagcbes de degradagdo que ocorre nos
alimentos, limitando a sua conservacio. Neste trabalho foram produzidos por extrusao
filmes multicamadas de amido/PBAT com adi¢cao de particulas de quitosana obtidas
com diferentes reticulantes, trimetafosfato de sédio e tripolifosfato de sédio puras e
incorporadas com 6leo essencial de orégano (OEQ). O efeito das particulas e do OEO
nas propriedades mecanicas, fisico-quimicas, térmica em filmes de amido/PBAT foi
avaliado, além de quantificar compostos fendlicos totais e a agcado antioxidante dos
filmes a fim de avaliar seu potencial para uso como embalagens biodegradaveis
ativas. Pelo ensaio sensorial verificou-se que a prote¢ao da substancia ativa utilizando
particulas de quitosana foi eficiente para mascarar o odor do OEO. Obteve-se filmes
de superficie lisa e homogénea em todas as formulagdes estudadas. As imagens de
MEV revelaram a imiscibilidade da blenda amido/PBAT. As analises de solubilidade,
intumescimento, sor¢gdo de agua, TGA e ensaio mecanico demonstraram que a
presenca das particulas e do OEO afetam essas propriedades do filme, em que as
particulas podem estar agindo como reforco ou carga nos filmes e o OEO como
plastificante. As analises de DRX indicaram que a presenca de particulas de quitosana
nao afetam a cristalinidade dos filmes, no entanto, demonstraram que a presenga do
OEO livre na matriz do filme aumenta ligeiramente o indice de cristalinidade (IC) este
resultado pode estar relacionado com a capacidade do OEO agir como plastificantes
em filmes de amido/PBAT. A liberagdo do OEO é descrita por um mecanismo de
liberacdo anémala com predominancia do processo de difusdo, comprovado pelo
parametro R/F<0 (Peppas-Sahlin) e B (Modelo de Weibull) para as diferentes
formulacdes. Pela quantificacdo dos compostos fendlicos e atividade antioxidante
verificou-se maiores valores para as formulagbes com particulas de quitosana
encapsuladas com OEO, comprovando o efeito protetor da encapsulagao. Os estudos
realizados indicam que filmes de amido/PBAT e particulas de quitosana encapsuladas
com OEO apresentam potencial para serem utilizados em embalagens ativas.

Palavras-chave: Antioxidante; 6leos essenciais; compostos fendlicos; quitosana.
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6.1INTRODUGAO

Atualmente ha uma necessidade crescente de substituir os plasticos
derivados de petrdleo, dada a preocupagao ambiental, principalmente por ndo serem
renovaveis, apresentarem taxas de emissbes de carbono significativa e baixa
biodegradabilidade (SOUZA et al., 2021).

O amido é um dos biopolimeros naturais mais abundantes, de baixo
custo e facil manuseio. Sua utilizagdo € uma alternativa promissora na area de
embalagens de alimentos, permitindo a redugéo de residuos plasticos.

Os filmes de amido misturados a outros polimeros como PBAT,
possuem boas propriedades mecanicas e térmicas, biodegradabilidade e
renovabilidade (ZHOU et al., 2019). Além disso, a incorporacao de aditivos a esses
filmes como agentes antioxidantes, € potencialmente interessante (BALDWIN et al.,
1996), tornando a embalagem ativa.

A adicao direta de agentes antioxidantes aos alimentos podem levar
a problemas de seguranca alimentar e um declinio na qualidade comestivel, podendo
também reagir com os componentes dos alimentos, tornando-se inativados durante o
armazenamento a longo prazo (KATEKHONG et al.,, 2022; MARVDASHTI,
YAVARMANESH e KOOCHEKI, 2019). Incorporar essas substancias ativas em
embalagem é uma boa maneira de superar esses problemas (GAO et al., 2022).

A biodegradabilidade e o aumento da seguranca alimentar séo os
principais beneficios das embalagens biodegradaveis ativas, pois contribuem para
uma maior preservagao do alimento e do meio ambiente.

Dentre os diversos tipos de embalagens ativas, as que exercem efeito
antioxidante estdo entre as mais importantes para a industria alimenticia, uma vez que
a oxidagao é uma das principais reagbes de degradacao que ocorre nos alimentos,
limitando a sua conservagao (FUKUMOTO e MAZZA, 2000; LOULI, RAGOUSSIS e
MAGOULAS, 2004).

As substancias naturais, tais quais, 6leos essenciais, sdo promissoras
para serem usadas em embalagens ativas, entre elas o 6leo essencial de orégano,
composto de carvacrol, timol, p-cimeno e, c-terpineno, sendo os dois primeiros

responsaveis pela agao antioxidante, no entanto seu uso na preservacao de alimentos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214289422001971#bib15
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permanece limitado devido ao seu aroma intenso, degradacdo térmica no
processamento e possiveis alteragbes nas propriedades sensoriais dos alimentos
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).

O uso de particulas de quitosana para proteger a substancia ativa é
de grande interesse, limitando sua volatilizagao, controlando a liberagdo do composto,
mascarando o forte odor e reduzindo assim o impacto negativo dessas substancias.

O objetivo deste trabalho foi produzir e estudar o efeito da adigéo de
particulas de quitosana incorporadas com antioxidante — éleo essencial de orégano
em filmes de amido/PBAT na estrutura, comportamento mecanico, térmico,
permeabilidade ao vapor de agua, cristalinidade e propriedades fisico-
quimicas. Somado a isso, as propriedades antioxidantes e compostos fendlicos dos

filmes foram quantificados para viabilizar seu uso como embalagem ativa.
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6.2MATERIAIS E METODOS

6.2.1 MATERIAIS

Para a preparagao dos filmes foi utilizado poli(adipato co-tereftalato
de butileno) (PBAT) de nome comercial Ecoflex® (Basf, Brasil), fécula de mandioca

comercial (Yoki, Brasil) e glicerol (Dinamica, Brasil).

6.2.2 METODOS

6.2.2.1 Producéao dos filmes de amido/PBAT

Os materiais de cada formulacdo (Tabela 1) foram misturados
manualmente com proporgdo fixa de PBAT/amido/Gly (50, 35 e 15%
respectivamente), utilizando como compatibilizante acido citrico. As misturas foram
processadas inicialmente em uma extrusora piloto monorosca (BGM EL-25, Brasil),
composta de rosca de 25 mm de didmetro (D), comprimento de parafuso (L) de 750
mm (L/D = 30) para produgédo dos perfis cilindricos. A mistura foi alimentada a
extrusora acoplada a uma matriz de seis orificios de 2 mm, o perfil de temperatura foi
definido em 115/120/120/90 °C com velocidade de parafuso de 40 RPM.

Em seguida, os perfis cilindricos foram peletizados e em seguida
extrusados em uma coextrusora piloto de trés camadas (AX-116L/D26, Ax plasticos,
Brasil) para produzir filmes de trés camadas por sopro em baldo. Este modelo de
extrusora é composto por trés extrusoras, cada uma delas possui um parafuso com
16 mm de didmetro, comprimento do parafuso de 416 mm (razdo L/D= 26) e
velocidade dos parafusos de 60 RPM. O perfil de temperatura usado foi
90/110/110/120 °C para as trés extrusoras. Os filmes obtidos em multicamadas
apresentam diferentes composi¢coes da camada interna, estdo esquematizados na

Figura 1.
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Tabela 1. Composicdo em massa (g) dos filmes produzidos em diferentes camadas

X 1:1 1:1 | OEO
FORMULAGCAO | PBAT | AMIDO | Gly | Q-TMFS | Q-TPFS T™FS | TPFS | Livre
FC 50,00 | 35,00 | 15,00 - - - - -
FQ-TMFS 50,00 | 35,00 | 15,00 1,00 - - - -
FQ-TPFS 50,00 | 35,00 | 15,00 - 1,00 - - -
FOEO 50,00 | 35,00 | 15,00 - - - - 0,60
F1:1-TMFS 50,00 | 35,00 | 15,00 - - 1,00 - -
F1:1-TPFS 50,00 | 35,00 | 15,00 - - - 1,00 -
Figura 1. Imagem esquematica dos filmes produzidos
1 4  AMIDO/PBAT AMIDO/PBAT
E— AMIDO/PBAT AMIDO/PBAT/OEQ
—» AMIDO/PBAT AMIDO/PBAT
FC FOEO

AMIDO/PBAT

= » AMIDO/PBAT/Q-TPFS

FQ-TPFS

AMIDO/PBAT/Q-TMFS
AMIDO/PBAT

AMIDO/PBAT AMIDO/PBAT

AMIDO/PBAT/1:1 TMFS AMIDO/PBAT/1:1 TPFS

AMIDO/PBAT AMIDO/PBAT

F1:1-TMFS F1:1-TPFS

Fonte: O préprio autor.

6.2.2.2 Caracterizagdes

A morfologia dos filmes foi avaliada no microscépio eletrénico de
varredura (Philips FEI modelo Quanta 200). Cada amostra foi coberta por uma fina
camada de ouro. A tensdo de aceleracao utilizada foi de 15,0 Kv. A analise foi realizada
no laboratoério de microscopia Eletrénica e Microanalise (LMEM) da Universidade Estadual
de Londrina. As analises de TGA foram realizadas na Universidade Tecnolégica Federal
do Parana (Campus Medianeira) usando um aparelho Perkin Elmer TGA 4000 sob um
fluxo de nitrogénio de 20 cm? min-', com aquecimento desde a temperatura ambiente

até 800°C a uma taxa de 20°C min'. As medidas de DRX foram realizadas no
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laboratorio de Analises por Raio X (LARX) da Universidade Estadual de Londrina em
difratdmetro (PANalytical-X'Pert PRO MPD) com detector de pixels e radiacdo CuKa,
na técnica conhecida como 8-268, geometria de Bragg-Brentano. A tensao e a corrente
utilizadas foram, respectivamente, 40 Kv e 30 mA. O intervalo de varredura 26 utilizado
variou de 5 a 40° com passo angular de 0,05°. O tempo de contagem por ponto foi de
2s.

6.2.2.3 Propriedades Fisico-Quimicas

(a) Solubilidade em agua: As amostras (20 mm x 20 mm) foram secas por 24 h em
estufa a 105 °C e sua massa determinada (massa total de sélidos). Posteriormente as
amostras foram imersas em 50,0 mL de agua destilada por 24 h. Apds esse tempo,
as amostras foram removidas e secas a 105 °C por 24 h, e a massa da amostra foi
determinada (massa final de sdlidos). A solubilidade em agua foi determinada a partir
da massa de solidos soluveis (massa de solidos totais — massa de solidos final) em

relacdo a massa de sdlidos totais conforme mostrado na Eq. (1).

Solubilidade (%) _ (massa total de s6lidos - massa final de sélidos) x 100 (1 )

massa de sélidos totais

(b) Permeabilidade ao Vapor de agua: A PVA foi determinada segundo o método
oficial ASTM - E96-95. Para essa analise foram cortadas amostras circulares com 7,0
cm de diametro, essas foram presas em celas metalicas contendo CaClz anidro em
quantidades suficientes para cobrir toda a cela metalica. As celas contendo amostras
foram colocadas no dessecador previamente saturado com NaCl (Umidade relativa,
UR = 75%). As massas foram determinadas em intervalos de 2 horas durante 8 h e a
cada 24 h até completar 144 h. A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada de

acordo com a Equacéo (2).

PVA (gm~ts™! Pa™) = == (2)

Em que G/t representa o coeficiente angular da reta obtida por
regressao linear do grafico de ganho de massa (g) versus tempo de acondicionamento

(s), A é area de permeacao de cada corpo-de-prova, € é a espessura de cada corpo-
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de-prova (m?) e AP é a diferenga de pressdo entre o ambiente contendo cloreto de

calcio e o ambiente saturado com NaCl, um valor de 2375,4 Pa.

(c) Cinética de sor¢ao de umidade: Amostras de filmes (20 mm x 20 mm) foram pré-
secas por 7 dias em um dessecador com silica e, em seguida, foram colocadas a 25
°C em solugdes salinas saturadas em dessecadores separados com UR desejada (7,
33, 43, 58, 75 e 83% UR) (ROCKLAND, 1960). As massas das amostras de filmes
foram medidos em fungao do tempo. O teor de umidade das amostras foi determinado
gravimetricamente. O teor de umidade em base seca foi usado nos calculos e os
dados foram ajustados de acordo com um modelo matematico sugerido por Peleg (Eq.
3) (PELEG, 1988).

t
k14 kat

My = My + (3)

Onde My € a umidade ap6s o tempo de teste, Mo é o teor de umidade
inicial, t € o tempo medido em h, k1 € a constante de velocidade de Peleg (h/(g agua/g
sélidos) e k2 é a constante de capacidade de Peleg (g de solidos/g de agua) Os
parametros do modelo de Peleg foram determinados por regressao nao linear. Todos

os testes foram realizados em triplicata.

6.2.2.4 Teste mecanico

As propriedades de tragdo foram determinadas usando um analisador
de textura TA.TX2i Stable Micro Systems (Surrey) de acordo com ASTM D-882-91
(ASTM, 1996). Dez amostras de 5,0 cm x 2,0 cm de cada formulagdo foram
condicionadas em umidade relativa de 58% e temperatura de 20°C por 7 dias. As
amostras foram fixadas entre garras pneumaticas de um texturbmetro e a forgca (N) e
a deformagao (mm) foram registradas durante a extensdo a uma taxade 2 mm s e
com uma distancia inicial entre as garras de 80,0 mm. Os parametros determinados
foram TS (MPa), E (%) e Mddulo de Young (MY). A analise foi realizada no laboratério
do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia de alimentos da Universidade Estadual

de Londrina.
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6.2.2.5 Quantificagdo dos compostos fendlicos e antioxidantes

A quantificacdo dos compostos fendlicos e antioxidantes foram
realizados a partir do meio simulado para alimentos aquosos nao acidos com pH > 4,5
(dgua), de acordo com a Resolugdo do Conselho Colegiado (RDC) n® 105/1999
(ANVISA, 1999) e meio simulado alcodlico para alimentos aquosos gordurosos pH >
4,5 (solugao alcodlica 95% (v/v)).

Para o meio simulado alcodlico, 20 mL de etanol 95% (v/v) foi
adicionado a 1 g de filme e a mistura foi homogeneizada em mesa agitadora (150
RPM) durante 20 horas a temperatura ambiente. Apds, a mistura foi centrifugada e o
sobrenadante foi utilizado nas analises de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante (SAMPAIO et al., 2022).

Para o meio simulado em agua os testes foram realizados de acordo
com a norma Europeia UE 2016/1416 (2011) por imers3o total das amostras: 6 cm?de
cada filme e 10 mL do simulante foram colocados em frascos de vidro; em seguida,
esses frascos foram condicionados em um ambiente com temperatura controlada (20
°C), durante 10 dias.

6.2.2.5.1 Teor de compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método Folin-
Ciocauteau (SINGLETON e ROSSI, 1965). Em um tubo de ensaio foram misturados
400 pL de amostra, 2000 uL do reagente de Folin-Ciocalteu (10%, v/v) e 1600 uL de
solugdo de carbonato de sdédio (7,5%, m/v), esta mistura foi agitada e os tubos
mantidos em ambiente escuro a temperatura ambiente por 2 horas. O branco foi
preparado utilizando 400 pL de etanol 80% (v/v), como solugao extratora, 2000 uL do
reagente de Folin-Ciocalteu e 1600 pL de solugcédo de carbonato de sédio. A leitura da
absorbancia foi realizada em 760 nm usando um espectrémetro UV-Vis (Shimadzu,
modelo UV-2600). Para quantificagdo dos compostos fendlicos uma curva padréo de
acido galico foi utilizada, os resultados foram expressos em mg de equivalente de

acido galico por gramas de filme (mg EAG/g de filme).
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6.2.2.5.2 Atividades antioxidante total pela captura do radical livre (DPPH)

A capacidade antioxidante dos filmes foi avaliada pelo método de
ensaio DPPH de acordo com Rufino et al. (2007). Em tubos de ensaio uma aliquota
de 100 yL de amostra foi misturado a 3,9 mL de solu¢do de DPPH (0,06 mmol/L).
Apods 40 minutos, a absorbancia foi medida em 515 nm em espectrofotémetro UV-VIS
(Shimadzu, modelo UV-2600). Os resultados foram calculados utilizando-se uma

curva padrao de Trolox e expressos em uM de Trolox equivalente/ g.

6.2.2.5.3 Atividade antioxidante total pelo método de redugéo do ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante dos filmes foi avaliada pelo método de
reducdo do ferro de acordo com Rufino et al. (2006). Em ambiente escuro, uma
aliquota de 100 uL do extrato, 300 uL de agua destilada e 3 mL do reagente FRAP
(10 mM de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (TPTZ) em 40 mM HCI, 20 mM cloreto férrico
e 300 mM de tampé&o acetato, pH 3,6, 1:1:10 v/v/v) foi adicionado a tubos de ensaio.
Os tubos foram agitados e mantidos em banho-maria a 37 °C por 30 minutos para
reacao. A leitura foi realizada em 595 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis (Shimadzu,
modelo UV-2600). O reagente FRAP foi empregado como branco. Uma curva padrao
de Trolox foi utilizada para quantificagao da atividade antioxidante, expressos em pmol

Trolox equivalente/g.

6.2.2.6 Cinética de liberacao de OEO em meio simulado

O estudo de migracédo de OEO foi realizado utilizando agua como
simulante aquoso e nao acido. Em um frasco, os filmes (60 mm x 75 mm) foram
imersos em 50 mL de simulante e mantidos sob agitacdo a 150 RPM em mesa
agitadora a temperatura ambiente. Em diferentes tempos (0 a 24 h), aliquotas da
solucao foi retirada e a concentracido de OEO liberada foi quantificada por UV-Vis

(Shimadzu, modelo UV-2600) no comprimento de onda de 273 nm.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 ASPECTO SENSORIAL E MORFOLOGICO DOS FILMES PRODUZIDOS

Os filmes produzidos apresentaram coloragao branca para todas as
formulacdes, superficie lisa e homogéneas, de facil manuseio e sem bolhas ou

rachaduras (Figura 2).

Figura 2. Imagem digital dos filmes produzidos

Vs

FQ-TMFS FQ-TPFS |

F1:1-TMFS | F1:1-TPFS |

Fonte: O proprio autor.

O filme produzido com OEO livre disperso na matriz apresentou odor
carateristico, porém, os filmes em que o OEO foi encapsulado o odor foi quase
totalmente mascarado.

Na Figura 3 encontra-se as imagens de MEV da fratura e superficie
dos filmes produzidos. N&o foi possivel verificar a presenga das particulas de

quitosana dispersa na matriz polimérica.
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Figura 3. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura da criofratura (f-esquerda)
e superficie (s-direita) das amostras de filmes
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Font: O préprio autor.

Todas as amostras apresentaram superficie rugosa e homogénea
(Figura 3(s — direita)), uma vez que, as camadas externas de todas as amostras sao

iguais.
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As imagens de fratura (Figura 3 (f — esquerda)) revelaram morfologia
tipica de sistemas imisciveis, apresentando separagdes de fases nitidas entre o amido
e PBAT. E possivel observar cavidades nas regides em que o PBAT apresenta
descolamento da matriz com auséncia de adeséo interfacial (seta verde) e regiées em

que o PBAT permaneceu aderido na matriz (seta vermelha) (COBO et al., 2021).

6.3.2 ENSAIO DE SOLUBILIDADE, PVA E SORCAO DE AGUA

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de solubilidade e PVA

para os filmes produzidos com amido e PBAT.

Tabela 2. Solubilidade e PVA obtido para os filmes de amido/PBAT com diferentes
formulacoes

FORMULAGAO SOLUBILIDADE (%) PVA 107 (gm™ s Pa")
FC 3,202 °° £ 0,460 1,27°+ 0,05
FQ-TMFS 5,0672 + 0,434 1,782+ 0,03
FQ-TPFS 5,453 2 + 0,740 1,792+ 0,03
FOEO 2,435 °+ 0,254 1,632°+ 0,10
F 1:1-TMFS 4,180+ 0,589 1,832+ 0,23
F 1:1-TPFS 4,565 + 0,676 1,862+ 0,15

Os resultados sédo apresentados como média + desvio padrdo. Cada resultado € uma média de trés experimentos.
Médias com letras diferentes séo estatisticamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Observa-se que filmes produzidos com particulas de quitosana em
sua composigao (FQ-TMFS, FQ-TPFS, F1:1-TMFS e F1:1-TPFS) apresentaram um
aumento na solubilidade comparado ao filme controle, isso pode estar relacionado
com os grupamentos hidroxilas presente na quitosana com capacidade de interagir
com as moléculas de agua mesmo na presenca do OEO (RUBILAR et al., 2013).

Os filmes de amido/PBAT com OEO livre apresentou menor valor de
solubilidade, isso porque filmes com OEO livre sdo menos hidrofilicos.

A PVA dos filmes foi analisada, os resultados estdo apresentados na
Tabela 2, pode-se observar que a presencga de particulas de quitosana aumentam os
valores de PVA comparados ao filme controle, dado seu carater hidrofilico e hidroxilas
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disponiveis para interagir com a agua. Para filmes com OEO livre e encapsulado
observa-se também o aumento nos valores de PVA dos filmes comparados ao filme
controle, este resultado sugere que o OEQO esteja agindo como plastificante nos filmes
(SHIMAZU, MALI e GROSSMANN, 2007; MALI, GROSSMANN e YAMASHITA,
2010).

Comparando-se os filmes com particulas de quitosana-TMFS e
quitosana-TPFS verifica-se menores valores para os filmes produzidos com
quitosana-TMFS, este resultado pode ser explicado pela interacao do reticulante com
a particula e a maior eficiéncia do TMFS em reticular as particulas de quitosana, em
que, materiais mais reticulados apresentam menores valores de PVA.

Avaliando as curvas de sor¢cédo de umidade (Figura 4), verifica-se que
a sorcao de umidade foi mais rapida nas primeiras horas e quantidades menores de
agua foram sorvidas com o decorrer do tempo. Comportamento similar foi verificado
por Mali et al. (2005) em filmes de amido de mandioca plastificado com glicerol ou
sorbitol e por Goes et al. (2023) em filmes de amido de mandioca plastificado com

isomalte e glicerol.

Figura 4. Curvas cinéticas de sorgao para filmes de amido/PBAT, amido/PBAT na
presenca de particulas de quitosana puras, particulas de quitosana encapsuladas com
OEO e OEQO livre
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Fonte: O proprio autor.

Sorgéao de agua (g agual/g polimero)

UR=86%

= FOEO

FC
FQ-TMFS
FQ-TPFS

F1:1-TMFS
F1:1-TPFS

75

T
100

Tempo (h)

T
125

150

121

Os dados experimentais foram ajustados ao modelo de Peleg (Tabela

3) de forma satisfatoria, apresentando coeficiente de determinagdo (R?) maior que

0,97 para todas as composi¢cdes. No modelo de Peleg, o parametro ki1 esta

relacionado a transferéncia de massa, sendo menor o valor de k1, maior a velocidade

inicial de sor¢cdo de umidade e k2 esta relacionado a capacidade de sor¢ao de agua e,

portanto, quanto menor o valor de k2, maior a capacidade de sor¢do (GALDEANO et

al., 2014).

Tabela 3. Parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Peleg para filmes de
amido/PBAT em diferentes formulacdes

UR = 58% UR = 75% UR = 86%

AMOSTRAS i kz R i k R i kz R
FC 2529 1502 097 2968 7,03 099 2051 4,00 0,99
FQ-TMFS 2292 1444 099 2554 579 099 1876 349 0,98
FQTPFS 2107 1435 097 1949 513 099 1686 3,06 099
FOEO 2380 1456 099 2918 624 097 2004 352 098
F11-TMES 17,99 1421 097 17,75 450 099 1549 2,67 0,99
F11.TPFS 1439 1333 097 1776 469 099 1480 246 0,99

Observa-se na Tabela 3 menores valores de ki e k2 para as
formulagbes F1:1-TPFS e F1:1-TMFS, seguidos dos filmes FQ-TPFS, FQ-TMFS,
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FOEO livre e o FC.

O resultado observado demonstra que as particulas de quitosana
puras e na presenga do OEO tem efeito importante no teor de agua de equilibrio. Este
efeito € mais pronunciado em filmes contendo particulas de quitosana encapsuladas
com OEO em sua formulacdo, indicando maior taxa de sorcdo de umidade inicial e
maior capacidade de sor¢ao (GALDEANO et al., 2014). Essa maior taxa de sor¢ao de
agua pode ser atribuida a presenga da quitosana, que possuem hidroxilas para
interagir com a agua e a capacidade do OEOQ de plastificar a matriz polimérica, juntos,
apresentam efeito sinérgico e diminuem os valores de k1 e k2 comparados as demais
formulacdes. Este resultado esta de acordo com o que foi observado no estudo da
PVA.

A interacdo do TPFS com a quitosana possibilita sua maior
capacidade de interagir com a agua, desta forma, os filmes produzidos com TPFS
apresentaram menores valores de ki1 e k2 comparados aos filmes produzidos com
TMFS.

6.3.3 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIO X

Na Figura 5 estao apresentados os padroes de DRX para os filmes de
amido e PBAT em diferentes formulagdes e os valores de IC. As amostras da Figura
5 apresentam uma estrutura semicristalina com predominancia da regiao amorfa.
Observa-se picos de difracdo em 12,9°, 16,2°, 17,3°, 19,8°, 20,6°, 22,3°, 23,3° e 25°
referentes ao amido, PBAT e quitosana (DA SILVA OLIVEIRA, FERNANDES e
CARVALHO, 2021; MERCI et al., 2022; GAO et al., 2022).



Figura 5. Difratograma de Raios X para filmes de amido/PBAT e os valores de IC

Fonte: O proprio autor.
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Os baixos valores de IC para todas as amostras estao apresentados

na Figura 5. Um ligeiro aumento no valor de IC é observado para o filme na presenca

de OEO livre (FOEOQ), este resultado, os valores obtidos na PVA e sor¢ao de umidade

indicam que o OEO esteja plastificando os filmes de amido/PBAT, reduzindo as forgas

intermoleculares ao longo das cadeias poliméricas, aumentando a mobilidade das

cadeias de amido/PBAT e favorecendo o processo de recristalizacédo (YUN et al.,

2019).

A cristalinidade dos filmes nao é afetada pela presenca das particulas

de quitosana puras e encapsuladas com OEO (Figura 5).

6.3.4 PROPRIEDADES MECANICAS

Os resultados das propriedades mecanicas dos filmes produzidos de

amido e PBAT estao apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Propriedades mecéanicas dos filmes de amido/PBAT em diferentes

formulagoes
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Fonte: O proprio autor.

Observa-se que o FC apresentou o maior valor de TS (4,82 Mpa) e E
(422 %) e menor valor de MY (31Mpa) (Figura 6), comparado as demais formulagdes.
No entanto, ndo houve diferenga significativa na TS com os filmes FQ-TMFS e FQ-
TPFS, verificou-se apenas um ligeiro aumento nesses valores, este resultado
juntamente com o aumento nos valores de MY indicam que as particulas estdo bem
dispersas na matriz do filme (TEODORO et al., 2015).

A adicao de particulas com OEO e OEO livre aos filmes diminuiu os
valores de TS e aumentou os valores de E e MY comparados ao FC, comprovando
que o OEO atua como plastificante em filmes de amido/PBAT, reduzindo a interacao
polimero-polimero, aumentando a mobilidade das cadeias, tornando estes materiais
mais flexiveis (MARTINS et al., 2012; SHEN e KAMDEM, 2015). O mesmo
comportamento foi observado por outros autores que utilizaram filmes ativos com
oleos essenciais (MEDEIROS et al., 2019; BALAN, 2021).

Os filmes com particulas de quitosana pura apresentaram menores
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valores de E, possivelmente a presenga das particulas geraram pontos de
concentracdo de tensbes que consequentemente diminuiram e interferiram nessa
propriedade do filme (PAULO et al., 2022).

6.3.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A analise termogravimétrica foi realizada para avaliar a estabilidade
térmica dos filmes de amido/PBAT adicionados de particulas de quitosana puras,
encapsuladas com OEO e OEO livre. Na Figura 7 estao apresentadas as curvas de
TGA e DTG.

Figura 7. (a) Curvas de TG e (b) DTG para os filmes de amido/PBAT
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Fonte: O proprio autor.

Verifica-se quatro eventos de perda de massa para os filmes
produzidos (Tmax), 0 primeiro relacionado a perda de umidade em temperaturas abaixo
de 100 °C, a degradacgao do glicerol em uma faixa de 196 a 221 °C, o terceiro evento
corresponde a degradagao do amido em 298 a 323 °C e a degradagao do PBAT em

temperaturas acima de 397 °C (Tabela 4).
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Tabela 4. Dados de Tmax, T9o e Rm 500 para filmes de amido/PBAT

FILMES Tmax (°C) Too (°C) Rm 500 (%)
FC 81/223/323/412 237 5,97

FQ -TMFS 92/197/298/397 205 7,18

FQ-TPFS 95/211/ 311/412 229 6,91
FOEO 77/207/322/412 212 5,42

F1:1-TMFS 98/220/315/413 214 5,64

F1:1-TPFS 89/221/311/412 215 6,34

A presenca de particulas de quitosana diminuiu a estabilidade térmica
dos filmes na presenca e auséncia do OEO, como pode ser observado na Tabela 4
pelos menores valores de temperatura em que as amostras mantém 90% da massa
inicial (Teo). O mesmo comportamento foi observado para filmes produzidos com OEO
livre, este resultado pode estar relacionado com a capacidade do OEO agir como
plastificante (SCHLEMMER, SALES e RESK, 2010).

A presencga de particulas e do OEO n&o interferiu na massa residual

a 500 °C (Rm500), sendo de 5 a 7% para todos os filmes produzidos.

6.3.6 CINETICA DE LIBERACAO DE OEO

Na Figura 8 estdo apresentadas as curvas cinéticas de liberagdo do
OEO. Observa-se que a liberagdao do OEO ocorreu em duas etapas, uma etapa mais
rapida inicialmente, denominada efeito de explosao, seguida por uma segunda etapa
em que ocorre uma liberacdo mais lenta.

A formulagdo com OEO livre na matriz polimérica (FOEQ) apresentou
maior liberacéo, este resultado esta de acordo com o esperado, uma vez que nao ha

uma barreira protegendo o OEO.



127

Figura 8. Cinética de liberagdo do OEO nos filmes de amido/PBAT com OEO
encapsulado em particulas de quitosana e OEO livre
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Fonte: O proprio autor.
Para estudar o mecanismo de liberagdo do OEO, os dados

experimentais foram ajustados a modelos cinéticos (Tabela 5) e os parametros obtidos
desses ajustes estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 5. Modelos cinéticos usados para estudar o mecanismo de liberacdo do OEO

Modelo Cinético Equacao Mecanismo
Liberacao lenta da substéncia ativa a
Ordem 0 M—t = kot+b partir de substancias que nao
© degradam

Liberam uma quantidade de OEO
proporcional a quantidade restante no
Primeira ordem In(My, — M;) = —kt seu interior, de modo que a
quantidade da substancia ativa a ser
liberada vai diminuindo com o tempo.

Korsmeyer n < 0,5 Difusao quasi Fickiana
My n = 0,5 Difus&o Fickiana
Peppas log(y,)) = logk +nlogt 0,5 < n < 1,0 Difusdo Andmala

n = 1,0 Transporte Caso Il
M, R/F <0 difusao Fickiana
Peppas-Sahlin T k t™ + k,t?™ R/F>0, a relaxagéo das cadeias
© poliméricas prevalece
b < 0,75 difusdo Fickiana
M, 0,75<b<1
Weibull T 1 —exp (—at?) mecanismo de difuséo e
e intumescimento
b > 1 transporte andmalo
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Tabela 6. Parametros obtidos a partir do ajuste dos dados experimentais aos modelos
cinéticos

Modelo FOEO F1:1-TMFS F1:1-TPFS
R 0.972 0.943 0.979
Ordem 0 Ko 4.451.10% 6.574.10% 6.473.10%
b 0,765 0,704 0,733
Primeira Ordem R 0,989 0,981 0,986
K 0,006 0,003 0,005
R 0,992 0.994 0.997
K‘I’,r::;?;er K 0.051 0.079 0.069
n 0.676 0.549 0.576
Peppas Sahlin _*RIF 20,340 20,390 20,345
R 0,991 0.994 0.989
Weibull a 0,064 0.198 0.141
B 0,691 0417 0,509

*(R/F) = (ka/ke) x t™

Os dados experimentais de liberagdo de OEO foram melhores
ajustados a equacado de Korsmeyer-Peppas e Weibull, com maiores valores de
regressdo (R?) em relagdo aos outros modelos cinéticos.

O valor do coeficiente de liberagdo (n) é utilizado para indicar os
comportamentos Fickianos e nao Fickianos (anémalos) no modelo de Korsmeyer-
Peppas. Para filmes finos, valores intermediarios de n (0,5<n<1,0) indicam uma
difusdo andmala, descrevendo uma combinagao de mecanismos de liberagdo do OEO
por difusdo e relaxagao das cadeias (RITGER e PEPPAS, 1987).

A fim de determinar a predominancia da difusdo ou relaxagcado das
cadeias no mecanismo de liberagao, foi realizado o calculo da relagcao R/F pelo modelo
de Peppas Sahlin. Valores de R/F<0 indicam que o processo predominante no
mecanismo de liberagao é a difusdo como observado na Tabela 6.

No modelo de Weibull o valor de B € um parametro que caracteriza a
liberacao da substancia ativa. Para valores de B < 0,75 o mecanismo de liberacao se
da por simples difusdo ou difusdo de Fick, valores de 0,75 <B<1 indicam que o
mecanismo de liberagcao ocorre por difusdo e intumescimento, quando o valor de 3 >
1 caracteriza um transporte andmalo, onde a liberacdo pode envolver difusédo,
intumescimento e/ou erosao (PAPADOPOULOU et al., 2006). Na Tabela 6 verifica-se
valores de [(<0,75 indicando que o0 mecanismo de liberagdo ocorre por difusio,

estando de acordo com os resultados obtidos pelo modelo de Korsmeyer-Peppas e
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compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante por
s de amido/PBAT produzidos em diferentes formulagdes
a Figura 9 para o meio simulado em agua e Figura 10 para
cao alcodlica. Verifica-se que independente do meio o
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6.3.7 QUANTIFICAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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Figura 9. Compostos fendlicos e capacidade antioxidante dos filmes amido/PBAT em

meio simulado (agua)
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Figura 10. Compostos fendlicos e capacidade antioxidante dos filmes amido/PBAT

em meio simulado (solugédo a

Fonte: O préprio a

As formulagdes FC, FQ-TMFS e FQ-TPFS, embora ndo possuam

compostos fendlicos em sua composicdo apresentaram valores de compostos

fendlicos como observado nas Figuras 9 e 10, esse resultado esta relacionado com a
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determinacdo de compostos fendlicos totais pelo método de Folin—Ciocalteu, que
pode sofrer interferéncia de algumas substancias (acido citrico, sulfato ferroso,
polissacarideos), que mesmo nao sendo compostos fendlicos reagem com Folin-
Ciocalteu aumentando esses valores (PAULO et al., 2022; TERPINC et al., 2012).

Os filmes adicionados de OEO livre e encapsulado aumentaram
consideravelmente os valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante, o
mesmo resultado foi verificado em diversos trabalhos (PAULO et al., 2022; BALAN et
al., 2021; ZHAI et al., 2023). Os compostos fendlicos presentes em 6leos essenciais
sao 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante. No d6leo essencial de
orégano os principais compostos fendlicos encontrados sao carvacrol, timol, y-
terpineno e p-cimeno (BURT, 2004).

Filmes com particulas de quitosana encapsuladas com OEO
apresentaram maiores valores de atividade antioxidante, isso porque, nesses filmes a
atividade oxidante é provenientes tanto da quitosana quanto do OEO, além disso, este
resultado pode estar relacionado com a eficiéncia da encapsulagao em preservar os
compostos ativos (BALAN et al., 2021).

Para a formulagao F1:1-TPFS os valores de compostos fendlicos e
antioxidante (DPPH e FRAP) foram ligeiramente maiores que F1:1-TMFS, uma vez
que, maior a reticulacao da quitosana nestes filmes, mais dificil a liberagdo do OEO,

como verificado no ensaio de liberagdo do OEO.
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6.4 CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel produzir por extrusao filmes multicamadas
de amido/PBAT com particulas de quitosana em diferentes reticulantes (TMFS e
TPFS) puras, com OEO encapsulado em particulas de quitosana e OEO livre. Todas
as formulagdes apresentaram superficie lisa e homogénea.

A presengca de particulas de quitosana e OEO afetaram as
propriedades fisico quimicas dos filmes, uma vez que as particulas estejam agindo
como reforgo ou carga nos filmes e o OEO como plastificante, aumentando os valores
de PVA, a taxa de sor¢cdo de agua e os valores de E e MY comparados ao FC. As
particulas de quitosana nao afetaram a cristalinidade dos filmes.

O estudo cinético de liberagdo de OEO indicou uma difusdao anémala,
descrevendo uma combinacdo de mecanismo de liberacdo do OEO por difusdo e
relaxacao das cadeias, com predominancia do processo de difusdo como comprovado
pelo parametro R/F<0. O modelo de Weibull também confirma que o mecanismo de
liberacao é descrito por uma difusado Fickiana.

Os filmes elaborados com OEO encapsulado e livre apresentaram
maiores valores de compostos fendlicos e atividade antioxidante, sendo valores mais
expressivos para as formulagées F1:1-TMFS e F1:1-TPFS, indicando o efeito protetor
da encapsulacgao.

Os filmes de amido/PBAT produzidos com particulas de quitosana
encapsuladas com OEO apresentam potencial para serem usados em embalagens
biodegradaveis ativas, com boas propriedades fisico quimicas, térmicas, mecanicas e

organolépticas, mascarando o odor do OEO e protegendo a substancia ativa.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Foram produzidos filmes de amido via casting plastificados com
diferentes proporgdes e tipos de plastificantes: isomalte e glicerol. Os filmes foram
caracterizados e avaliados quanto o efeito dos plastificantes nas propriedades do filme
e seu uso como indicador de frescor de pescado. Verificou-se que o tipo e proporgéo
de plastificante e a presenca do GSE influencia as propriedades dos filmes, desta
forma, pode-se modular a composigéo do filme de acordo com a aplicagao desejada.

O filme SIG70/30-GSE foi escolhido para ser utilizado na avaliagao
da atividade indicadora de pH de filmes GSE em peixes e determinagao das bases
volateis, em que confirmou o potencial deste material para ser usado como indicador
de frescor de peixe, apresentando a mudanca de coloragdo no momento em que
ocorre o aumento nos valores de bases volateis totais, quando o peixe se torna
impréprio para consumo.

Particulas de quitosana foram preparadas por gelificagdo ibnica com
diferentes reticulantes: TMFS e TPFS, a elas, foi incorporado OEO, a fim de serem
adicionadas em matrizes poliméricas para serem usadas como embalagem ativa. As
propriedades e a liberacao de OEO dessas particulas foram estudadas. Verificou-se
que o tipo de reticulante utilizado interfere nas propriedades das particulas e na
liberacdo do OEO. As propriedades conferidas a essas particulas as tornam
promissoras para serem utilizadas em embalagens ativas, sendo capazes de proteger
a substancia ativa no processamento por extrusao.

Filmes de amido/PBAT foram produzidos por extrusdo multicamadas
com adicao de OEO livre e encapsulado em particulas de quitosana a fim de avaliar
seu potencial para uso como embalagens biodegradaveis ativas/antioxidante. A
presenca das particulas de quitosana puras e encapsuladas com OEO afetou as
propriedades fisico-quimicas, mecanicas, indice de cristalinidade e estabilidade
térmica dos filmes. A quantificacdo dos compostos fendlicos e atividade antioxidante
demonstrou maiores valores para as formulagcdes com particulas de quitosana
encapsuladas com OEO, comprovando o efeito protetor da encapsulagao. Os estudos
realizados indicam que filmes de amido/PBAT e particulas de quitosana encapsuladas

com OEO apresentam potencial para serem utilizados em embalagens
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biodegradaveis ativas, em que as particulas de quitosana atuam protegendo a

substancia ativa e mascarando o odoro do OEO.



