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poli (&cido latico) para embalagem de alimentos. 2017. 109 f. Tese (Doutorado
em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O trabalho teve como objetivo desenvolver bandejas biodegradaveis de amido e poli
(acido latico) (PLA) com caracteristicas adequadas para embalagem de alimentos.
As bandejas foram produzidas por extrusdo plana, calandragem e termoprensagem,
seguida do recobrimento por imersdo com emulsao de cera de abelha (1, 2 e 3 g de
cera/ 100 g de solucdo de alcool etilico + Tween 80). As bandejas foram
caracterizadas quanto a suas propriedades mecéanicas, térmicas, Opticas,
morfologicas, de barreira e estruturais. As bandejas recobertas com solucdo de 1%
de cera apresentaram maior resisténcia a tracao (11,5 £ 1,0 MPa) e menor perda de
massa em agua (22,8 £ 0,8%) e as bandejas recobertas com 2 e 3% apresentaram
menor resisténcia a tracao, rigidez e permeabilidade ao vapor de 4gua (7,9 x 10-11 a
0,2 x 10-11 g/m.s.Pa). As imagens de MEV mostraram baixa intera¢do entre amido e
PLA, no entanto, o recobrimento tornou a superficie mais homogénea. As
propriedades estruturais das bandejas foram caracterizadas através das
espectroscopias Raman Confocal e Infravermelho para verificar as interacfes entre
bandeja-recobrimento e amido-PLA. A caracterizagao revelou que, apesar da baixa
interacdo entre amido (hidrofilico) e PLA (hidrofébico), houve interacéo por ligacéo
de hidrogénio entre as hidroxilas do amido e carbonila do PLA, caracterizando-as
como uma mistura imiscivel. A cera de abelha mostrou interacdo fraca com o PLA,
mas esta interacdo foi suficiente para proporcionar uma boa adesdo da cera na
superficie das bandejas, reduzindo sua higroscopicidade e possibilitando a producao
em escala comercial deste tipo de bandeja biodegradavel. As bandejas com as
melhores caracteristicas mecanicas e de processabilidade foram utilizadas para
embalagem de tomates-cereja provenientes de sistema de producdo organica.
Foram estudas as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégica dos frutos
revestidos com goma arabica e contendo natamicina como antimicrobiano durante o
armazenamento a 20 °C por 30 dias. Foram determinadas a perda de massa, cor,
firmeza, teor sélidos soluveis, acidez titulavel, pH e contagem de bolores e leveduras
dos tomates-cerejas e as propriedades mecéanicas das bandejas. O revestimento
nao ficou uniformemente distribuido sobre a superficie dos tomates-cerejas e nao foi
eficaz na redugcédo de contagem de bolores e leveduras. O revestimento comestivel
retardou a perda de firmeza, reducdo da acidez titulavel e alteracdo da cor de
tomates-cereja em comparagdo com os frutos sem revestimento até o 8° dia de
armazenamento. Entretanto do 8° ao 30° dia de armazenamento nao foi observada
diferenca entre os frutos com e sem revestimento. O revestimento tem potencial para
estender a vida de prateleira de tomates-cerejas, porém sdo necessarios estudos
adicionais para melhorar a distribuicdo do revestimento no fruto. As bandejas
apresentaram propriedades mecanicas adequadas durante todo o periodo de
armazenagem, sendo possivel substituir as embalagens a base de petrdleo por
biodegradaveis sem prejudicar a qualidade do produto embalado.

Palavras chave: Extrusdo. Biodegradavel. Cera de abelha. Revestimento. Raman
confocal.



REIS, Ménica Oliveira. Development of biodegradable trays of starch and poly
(lactic acid) for food packaging. 2017. 109 p. Thesis (Doctorate Degree in Food
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ABSTRACT

The objective of the work was to develop biodegradable trays of starch and poly
(lactic acid) (PLA) with adequate characteristics for food packaging. The trays were
produced by flat extrusion, calendering and thermopressing, followed by dip coating
with beeswax emulsion (1, 2 and 3 g of wax / 100 g of ethyl alcohol solution + Tween
80). The trays were characterized for their mechanical, thermal, optical,
morphological, barrier and structural properties. The trays coated with 1% wax
solution had the higher tensile strength (11.5 + 1.0 MPa), and lower mass loss in
water (22.8 + 0.8%) and trays coated with 2 and 3% had lower tensile strength,
rigidity, and water vapor permeability. The SEM images showed the low interaction
between starch and PLA. However, the coating made the surface more
homogeneous. The structural properties of the trays were characterized by Confocal
and Infrared Raman spectroscopies to verify the interactions between tray-coating
and starch-PLA. The characterization revealed that, despite the low interaction
between starch (hydrophilic) and PLA (hydrophobic), there was interaction by
hydrogen bonding between the hydroxyl of the starch and carbonyl of the PLA,
characterizing them as an immiscible mixture. Beeswax showed poor interaction with
PLA, but this interaction was sufficient to provide an excellent adhesion of the wax to
the surface of the trays, reducing their hygroscopicity and enabling the commercial
scale production of this type of biodegradable tray. The trays with the best
mechanical and processability characteristics were used to package cherry tomatoes
from the organic production system. The physicochemical and microbiological
characteristics of fruits coated with gum arabic and containing natamycin as
antimicrobial were studied during storage at 20 °C for 30 days. Mass loss, color,
firmness, soluble solids content, titratable acidity, pH and yeast and mold counts of
cherry tomatoes and the mechanical properties of the trays were determined. The
coating was not uniformly distributed over the surface of the cherry tomatoes and
was not effective in reducing mold and yeast counts. The edible coating delayed the
firmness loss, reduction of the titratable acidity and alteration of the color of cherry
tomatoes compared to the uncoated fruits until the 8th day of storage. However, from
the 8th to the 30th day of storage, no difference was observed between the fruits with
and without coating. The coating has potential to extend the shelf life of cherry
tomatoes; however further studies are needed to improve the distribution of the
coating on the fruit. The trays had adequate mechanical properties throughout the
storage period, and it is possible to replace the petroleum-based packaging with
biodegradable ones without compromising the quality of the packaged product.

Keywords: Extrusion. Biodegradable. Beeswax. Coating. Confocal raman.
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1 INTRODUCAO

As embalagens plasticas convencionais geram residuos que causam
grandes problemas ambientais, pois sdo altamente resistentes a degradacao,
demorando anos para decomporem no meio ambiente. No Brasil, do total de
plasticos rigidos e flexiveis produzidos, apenas 16,5% é reciclado, equivalente a 200
mil toneladas por ano, sendo que a maior limitacdo para a reciclagem é a
diversidade das resinas, o0 que pode criar um problema na hora do reaproveitamento
industrial (ABIEF, 2014).

Uma alternativa € a utlizacdo de poliésteres biodegradaveis
comerciais, como o poli (4cido latico) (PLA), que pode substituir polimeros derivados
do petroleo, pois possui um desempenho mecanico similar ao polietileno (PE) e ao
poli (tereftalato de etileno) (PET). Entretanto o custo deste polimero € alto quando
comparado com 0s convencionais como o PE e o PET e para reduzir o custo uma
solucdo € produzir blendas com biopolimeros, como o amido, pois € barato,
totalmente biodegradavel e amplamente disponivel comercialmente (MARTIN;
AVEROUS, 2001; REN et al., 2009; SHIRAI et al., 2015; SHIRAI et al., 2016;
ZHANG et al., 2013). Dentre os amidos, o de mandioca é uma boa opc¢éo, uma vez
que o Brasil é o quarto maior produtor mundial, produzindo em média 25 milhdes de
toneladas por ano (FAEP, 2015).

Entretanto, os materiais produzidos com amido apresentam alta
permeabilidade ao vapor de agua, devido a sua caracteristica hidrofilica. Deste
modo, a incorporacdo de revestimentos hidrofébicos, como a cera de abelha, pode
diminuir a hidrofilicidade do material e permitir sua aplicacdo para embalagem de
alimentos de alta umidade, como frutas e hortalicas in natura. Dados da Organizacéo
das Nac¢Oes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2014) mostram que 1,3
bilhdes de toneladas de alimentos sdo perdidas ou desperdicadas por ano no
mundo, o que corresponde a 30% do total produzido, principalmente frutas e
hortalicas in natura.

O tomate-cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) € um fruto
climatérico e com uma vida de prateleira curta, variando de cinco a sete dias,
limitando a sua comercializacdo (GUERREIRO et al., 2016), no entanto sua
producdo e comercializacdo no Brasil vem aumentando, por ser um produto

diferenciado em termos de tamanho e sabor, que agrega valor ao produto.
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Revestimentos comestiveis podem estender a vida util de frutas e
hortalicas, reduzindo a perda de umidade e taxa de respiracdo, impedindo danos
fisicos e melhorando a aparéncia do produto (ALl et al.,, 2010, FAGUNDES et al.,
2014). Esses revestimentos podem ser usados como veiculo para incorporacéao de
ingredientes funcionais, como antioxidantes, pigmentos, sabores e antifungicos
(DIAB et al., 2001).

O trabalho teve como objetivo desenvolver bandejas biodegradaveis
de amido e poli (4cido latico) (PLA) revestidas com cera de abelha com propriedades
mecanicas e de barreira adequadas para embalagem de alimentos.

Este trabalho esta subdividido em capitulos, sendo que os capitulos
Il e lll encontram-se na forma de artigo e em inglés, pois resultam de artigos
enviados para publicacdo em revistas internacionais. Assim, a tese esta organizada
da seguinte forma:

Capitulo | — Reviséao bibliogréafica;

Capitulo Il — Biodegradable trays of thermoplastic starch/poly (lactic
acid) coated with beeswax;

Capitulo Il — Characterization of coated biodegradable trays by
spectroscopic techniques;

Capitulo IV — Efeito do revestimento comestivel e da embalagem
biodegradavel sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégica de tomate-
cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) provenientes de producao organica.

Capitulo V — Consideracdes finais.

Apéndice — Imagens complementares das amostras obtidas nas

diferentes etapas do trabalho.
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CAPITULO |

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EMBALAGENS BIODEGRADAVEIS

Plasticos derivados do petréleo podem gerar problemas ambientais
apo0s o descarte. A preocupacdo com 0 meio ambiente em conjunto com a
dificuldade em reciclar tais materiais tem promovido o desenvolvimento de materiais
biodegradaveis para substituir resinas poliméricas ndo degradaveis convencionais
(ARAUJO-FARRO et al., 2010; BANG; KIM, 2012; BRANDELERO; YAMASHITA,;
GROSSMANN, 2010; JIANG; WOLCOTT; ZHANG, 2006; LILICHENKO et al., 2008).
O celofane (obtido a partir do xantato de celulose) foi um dos primeiros filmes
plasticos biodegradaveis utilizados, caracterizado por sua flexibilidade,
transparéncia, boas propriedades mecanicas e sensibilidade a umidade (JENKINS;
HARRINGTON, 1991).

Embalagens biodegradaveis estdo associadas com matérias-primas
renovaveis, como o0s polissacarideos. Estes materiais podem ser degradados no
meio ambiente, através da exposicao com 0 solo Umido, microrganismos e oxigénio
em substancias simples (4gua e di6xido de carbono) e biomassa (GONZALEZ;
IGARZABAL, 2013).

Avérous e Boquillon (2004) apresentam uma classificacdo de
polimeros biodegradaveis em quatro grupos: (1) agropolimeros, obtidos a partir da
biomassa, subdivididos em polissacarideos (amido, fibras, pectina), proteinas
(gelatina, glaten) e lipideos (ceras); (2) poliésteres, obtidos por fermentagéo
microbiana (extracdo), como os polihidroxialcanoatos (PHA), polihidroxibutirato
(PHB) e o poli (hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV); (3) poliésteres, produzidos por
via biotecnolégica que necessitam da sintese de mondmeros obtidos a partir da
biomassa, como por exemplo, o poli (acido latico) (PLA); (4) poliésteres, totalmente
sintetizados pelo processo petroquimico (sintese convencional a partir de
mondmeros sintéticos), pertencem a este grupo policaprolactona (PCL),
poliesteramida (PEA) e os co-poliésteres alifaticos (poli (adipato-co-succinato de

butileno) - PBSA) e aromaticos (poli (adipato co-teraftalato de butileno) - PBAT).
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O custo elevado dos polimeros biodegradaveis, quando comparado
aos polimeros convencionais (p.ex. o polietileno e o polipropileno), € um obstaculo
para sua comercializacdo (BRANDELERO; YAMASHITA; GROSSMANN, 2010).

O amido tem sido utilizado como material termoplastico para
aplicacdo em embalagens, pois 0 mesmo é biodegradavel, renovavel, além de custo
relativamente baixo (DA ROZ, 2003), porém apresenta algumas limitacfes, tais
como propriedades mecanicas inadequadas para utilizacdo comercial e alta
sensibilidade a umidade (CORRADINI et al., 2007).

Desta forma, a utilizacdo de blendas de amido termoplastico e
poliésteres biodegradaveis comerciais, tais como poli (acido latico) (PLA), poli
(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT), poli (adipato-co-succinato de butileno)
(PBSA) ou poli (vinil alcool) (PVA), produzem materiais com maior resisténcia
mecanica, processabilidade e menor permeabilidade em relagdo ao amido
termoplastico, podendo reduzir o custo de producdo que ird torna-los mais
competitivos (BOCCHINI; BATTEGAZZORE; FRACHE, 2010; BRANDELERO;
YAMASHITA; GROSSMANN, 2010; REN et al., 2009; TANG; ALAVI, 2011). Dentre
os polimeros biodegradaveis o PLA é promissor, pois possui boas propriedades
mecanicas, biodegradabilidade e biocompatibilidade (LI; HUNEAULT, 2007,
MARTIN; AVEROUS, 2001).

As aplicacdes das embalagens biodegradaveis para alimentos sdo
amplas, tais como para frutas e hortalicas minimamente processadas, embutidos
carneos, queijo fatiado, produtos de panificacdo, frutas secas, entre outros. Além das
pesquisas voltadas para a producdo de embalagens biodegradaveis, outra via que

tem sido muito estudada € o uso de embalagens biodegradaveis ativas.

2.1.1 Amido

O amido é uma das mais abundantes fontes de carboidrato e esta
presente em cereais, tubérculos e raizes, e também leguminosas e frutas na forma
de granulos. Caracteriza-se por ser um homopolissacarideo neutro constituido por 2
fracOes: amilose e amilopectina. A amilose (Figura la) é formada por unidades de
glicose unidas por ligacbes (glicosidicas a-1,4, apresenta uma estrutura
essencialmente linear com massa molar na faixa de 10° e 10° g/mol e a amilopectina

(Figura 1b) é composta por unidades de glicose unidas em a-1,4 e cadeias de
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glicose em a-1,6, apresenta estrutura altamente ramificada e massa molar ao redor
de 108 g/mol. A relagdo entre amilose e amilopectina depende da fonte do amido,

sendo que a amilose tipicamente é o menor componente do amido natural.

Figura 1 — Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b).
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Fonte: Corradini et al. (2005).

O amido ocorre na natureza na forma de grénulos, e os granulos
apresentam birrefringéncia quando observados em microscopio sob luz polarizada. A
refragdo pelas suas regides cristalinas resulta no modelo de “Cruz de Malta”, o qual
caracteriza a orientacdo radial das macromoléculas. O centro ou “hilum” é
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encontrado no centro da cruz e é o ponto original do crescimento do granulo, e a
amilose e a amilopectina séo orientadas de acordo com o eixo radial. O granulo
contém regides cristalinas e amorfas. A zona amorfa do granulo é formada pelas
cadeias de amilose e regides ramificadas da amilopectina, enquanto que a regiao
cristalina é composta pela parte linear das moléculas de amilopectina organizadas
em dupla hélice empacotada, estabilizadas por ligagbes de hidrogénio entre
grupamentos hidroxilas formando pequenas lamelas cristalinas (DENARDIN; SILVA,
2009; ELIASSON, 2004; SOUZA; ANDRADE, 2000).

O amido nativo possui estrutura semicristalina, o tipo de
cristalinidade denominadas de A, B ou C depende da fonte do amido (VAN SOEST
et al., 1996). A cristalinidade tipo A ocorre na maioria dos cereais, como milho, trigo
e aveia, a cristalinidade tipo B € caracteristica de tubérculos, como a batata e a
cristalinidade tipo C & um intermediario entre os tipos A e B, encontrado em
tubérculos, leguminosas e sementes (DENARDIN; SILVA, 2009; ELIASSON, 2004;
ZOBEL, 1964).

O amido é um excelente material para o uso industrial em aplicacdes
ndo alimenticias e tem sido muito estudado para o desenvolvimento de amidos
termoplasticos (AVEROUS, 2004; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010;
SOUZA; ANDRADE, 2000). O amido granular ndo possui caracteristica
termoplastica, porém guando submetido a temperaturas superiores a 70-90 °C, na
presenca de plastificantes, pressdo e cisalhamento, o amido funde e o material
resultante € conhecido como amido termoplastico (TPS — thermoplastic starch)
permitindo seu uso em extrusdo (HUNEAULT,; LI, 2007; TANG; ALAVI, 2011,
TEIXEIRA et al., 2009). Neste material fundido, as cadeias de amilose e
amilopectina estdo intercaladas e, assim, a estrutura semicristalina original do
granulo é completamente ou parcialmente destruida, dando origem a uma matriz
polimérica homogénea, o que resulta em aumento da flexibilidade, porém reducéo
da resisténcia mecanica devido as suas caracteristicas hidrofilicas (AVEROUS,
2004; CHEN; LAI, 2008; VAN SOEST et al., 1996).

Os plastificantes sdo moléculas pequenas e pouco volateis que
podem aumentar a capacidade de processamento do amido termoplastico, pois
reduzem as forcas intermoleculares e aumentam a mobilidade molecular das
cadeias do amido e, consequentemente, resulta em materiais com menores

temperaturas de transicao vitrea (TQ).
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De acordo com Mali, Grossmann e Yamashita (2010) os
plastificantes mais utilizados em filmes de amido s&o os poliéis, tais como o glicerol
e o0 sorbitol, outros aditivos podem ser empregados, como 0S agentes
antimicrobianos, pigmentos, antioxidantes e aromatizantes.

Uma das matérias-primas mais estudadas para a producdo de
materiais biodegradaveis € o amido termopléstico, devido a seu baixo custo,
biodegradabilidade e disponibilidade, entretanto, o0 amido termoplastico como unico
polimero ndo é viavel, pois este possui propriedades mecanicas inadequadas para
produgdo em escala industrial e alta hidrofilicidade. Para superar as desvantagens
do amido termoplastico e tornar vidvel o seu uso, uma opc¢do é a utilizacdo de
blendas de TPS e poliésteres biodegradaveis comerciais (BILCK et al.,, 2015;
GARCIA et al., 2014; OLIVATO et al., 2015; REIS et al., 2014; SHIRAI et al., 2016;
ZANELA et al., 2015).

Os poliésteres biodegradaveis comercialmente  disponiveis
geralmente tém carater mais hidrofobico, menor permeabilidade a agua e melhores
propriedades mecanicas quando comparados ao amido termoplastico (BOCCHINI;
BATTEGAZZORE; FRACHE, 2010). Apesar do alto custo dos poliésteres
biodegradaveis em relacdo aos polimeros convencionais, blendas de polimeros
biodegradaveis com TPS podem reduzir o custo das embalagens.

Uma opcdo bastante promissora sdo blendas de PLA e amido
termoplastico, pois ambos sdo biodegradaveis e derivados a partir de fontes
renovaveis (SHIRAI et al., 2013).

2.1.2 Poli (Acido Léatico)

O poli (acido latico) — PLA é conhecido desde 1845, no entanto so foi
comercializado a partir de 1990. Caracteriza-se por ser um poliéster biodegradavel,
versatil, com mondmeros alifaticos lineares, polimerizados a partir da abertura do
anel de lactideos que sdo dimeros ciclicos de acido latico obtido por fermentacéo
microbiana do amido de milho ou agUcares obtidos por meio de recursos renovaveis.
O milho tem a vantagem de proporcionar uma fermentacdo de alta qualidade,
resultando em acido latico de elevado grau de pureza, a qual € necessaria para um
processo de sintese eficiente (BABU; O'CONNOR; SEERAM, 2013; DARDER,;
ARANDA; RUIZ-HITZKY, 2007; SODERGARD; STOLT, 2002).
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O PLA produzido em escala comercial € obtido via polimerizagédo da
abertura de anel (ring opening polymerization) do lactideo que foi patenteado pela
Cargil Dow em 1992 (VINK et al., 2003). Este método consiste em 3 etapas:
condensacéao do acido latico para produzir PLA de baixa massa molar (pré-polimero)
(1.000 a 5.000 Da), em uma segunda etapa o pré-polimero é convertido em uma
mistura de estereoisbmeros de dimeros de lactideos, usando catalisadores (octanato
de estanho) para melhorar a taxa e seletividade da reacdo de ciclizagédo
intramolecular e a mistura de lactideos é purificada por destilacdo a vacuo. Na
terceira etapa, € produzido o PLA de alta massa molar (>100.000 Da) via
polimerizagdo por abertura do anel na presenca de catalisadores adequados
(AURAS; HARTE; SELKE, 2004; KIM et al., 2009).

A polimerizacdo de lactideos leva a formacéo de polimeros de PLA
semicristalinos. Polimeros com elevados niveis de L-lactideos tendem a ser mais
cristalinos enquanto que os polimeros mais amorfos possuem maior quantidade de
D-lactideos (VINK et al., 2003). O PLA possui 3 estruturas diferentes: poli (acido L-
latico) (PLLA), poli (acido D-latico) (PDLA) e poli (dcido D,L-latico) (TANG et al.,
2004). O PLLA possui cristalinidade ao redor de 37%, temperatura de transigao
vitrea entre 50-80 °C, e temperatura de fusdo entre 173-178 °C, sendo que com a
reducdo do conteudo de L-lactideos, as temperaturas de fusé@o e de transicéo vitrea
e a cristalinidade tendem a diminuir (DORGAN; JANSEN; CLAYTON, 2005; TSUJI;
IKADA, 1996; URAYAMA; MOON; KIMURA, 2003). Nas aplicacdes de embalagens,
o poli (acido D,L-latico) com 90% de L-lactideo tem sido muito utilizado (HAN, 2014).
O controle da proporcdo L:D é uma caracteristica importante do PLA, pois possui
grande efeito sobre as propriedades do material e no tempo de degradacao
(OLIVEIRA et al., 2004). De acordo com Janorkar, Metters e Hirt (2004) o PLA é
degradado por meio da hidrdlise de grupos éster, e a taxa de degradacdo depende
de alguns fatores como cristalinidade do PLA, massa molar, morfologia, entre outros.

O PLA (Figura 2) é um polimero hidrofébico feito a partir de
matérias-primas renovaveis e é completamente biodegradavel, além disso, possui
boa resisténcia mecanica, rigidez e excelentes propriedades de barreira a agua e ao
oxigénio (AURAS; HARTE; SELKE, 2004; FORTUNATI et al., 2012; GUPTA,;
REVAGADE; HILBORN, 2007; MATHEW; OKSMAN; SAIN, 2005). De acordo com
Jiang, Wolcott e Zhang (2006) o PLA possui alto médulo de Young (3,4 GPa) e

resisténcia a tracéo (63 MPa) comparavel a de muitos plasticos a base de petroéleo.
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Figura 2 — Estrutura do PLA
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Fonte: Franchetti e Marconato (2006).

O PLA possui potencial para a industria de embalagens devido as
suas caracteristicas de rigidez e transparéncia, ademais pode ser processado por
meio de tecnologias de producdo ja disponiveis (extrusdo, termoformagem,
moldagem por injecdo e sopro) (FORTUNATI et al., 2012; PETERSEN; NIELSEN;
OLSEN, 2001), podendo ser utilizado para produzir materiais descartaveis, tais como
filmes, talheres, pratos, copos, canudos, bandejas e garrafas (AURAS; SINGH;
SINGH, 2005).

A biodegradabilidade do PLA é lenta e seu preco é elevado
comparado com outros polimeros biodegradaveis (KE; SUN, 2003; OHKITA; LEE,
2006). Devido a essas desvantagens blendas de PLA com outros polimeros
biodegradaveis tém sido estudados (GONZALEZ; IGARZABAL, 2013; SHIRAI et al.,
2013; SOARES et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2012; WANG et al., 2008; XIONG et
al., 2013).

Arrieta et al. (2014) desenvolveram filmes biodegradaveis de
PLA/poli (hidroxibutirato) (PHB) plastificados com D-limoneno (LIM) utilizando um
misturador Haake, seguido de moldagem em prensa hidraulica aguecida. Os filmes
de PLA/LIM apresentaram um aumento no alongamento na ruptura (151,7 = 0,6%)
guando comparado com os filmes somente de PLA (1,5 + 0,3%) e PLA/PHB/LIM (8,0

+ 0,2%), mostrando que o D-limoneno é eficaz como plastificante.

2.2 BLENDAS DE AMIDO/PLA

Blendas de amido termoplastico (TPS) e poli (acido latico) (PLA)

constitui um sistema imiscivel, o que provoca menor desempenho mecanico,
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entretanto o TPS reduz o custo da blenda além de aumentar a velocidade de
biodegradacao (ACIOLE-MOURA; SUN, 2008; HUNEAULT; LI, 2007). Para superar
as desvantagens das blendas de PLA/TPS, diversos estudos tém empregado 0 uso
de compatibilizantes, plastificantes e/ou agentes ativos buscando uma melhor
interacao entre as fases.

Huneault e Li (2007) investigaram a modificacdo interfacial de
blendas de TPS/PLA com anidrido maléico (AM) por extrusdo. Através de MEV foi
possivel observar que as blendas de TPS/PLA sem modificagdo apresentaram
tamanhos de particulas de TPS entre 5 e 30 um, enquanto que nas blendas
modificadas com AM o tamanho das particulas foram entre 1 e 3 um. O alongamento
na ruptura das blendas modificadas foi na faixa de 100 a 200% em comparagcao com
5 e 20% para as blendas ndo modificadas e PLA puro devido a melhor adeséo entre
as fases de TPS e PLA, ocasionando blendas mais homogéneas com tamanho
menor de particulas de TPS.

Xiong et al. (2013) produziram filmes de amido/PLA plastificado com
anidrido de Oleo de tungue (TOA) por extrusdo. Através da microscopia eletronica de
varredura (MEV), os autores observaram que os filmes de amido/PLA/TOA na
proporcdo de 65/30/5 apresentaram menos lacunas, indicando que a
compatibilidade entre o amido e PLA melhorou. De acordo com os autores 0 grupo
anidrido maléico do 6leo de tungue reagiu com os grupos hidroxilas do amido,
permitindo que as moléculas de TOA se acumulassem nos granulos de amido na
matriz de PLA.

Shirai et al. (2013) desenvolveram filmes flexiveis de TPS/PLA por
extrusdo plastificados com ésteres de citrato e de adipato, sendo que o éster de
adipato foi mais eficaz, com os filmes apresentando maior alongamento (120-148%),
menor resisténcia a tracao (0,6-0,9 Mpa) e menor modulo de Young (1,6-3,8 MPa)
do que os filmes plastificados com ésteres de citrato. Segundo os autores o éster de
adipato interagiu melhor com o PLA devido a semelhanca das suas estruturas
guimicas, obtendo assim melhores propriedades mecéanicas.

Outro estudo foi desenvolvido por Soares et al. (2014), no qual
estudou-se a influéncia do revestimento com quitosana reticulada sobre as
propriedades fisico-quimicas de laminados de TPS/PLA produzidos por extrusdo. O
revestimento ndo melhorou de forma significativa a PVA dos laminados (9,0 £ 0,1 x

10 (m.g.h"t.Pat.m?)) qguando comparado aos laminados revestidos (9,4 + 0,3 x 10
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(m.g.ht.Pat.m?)). Enquanto que a solubilidade em &gua diminuiu de 32,0 + 0,2 %
(laminados sem revestimento) para 16,9 £ 0,7 % (laminados revestidos). Segundo o0s
autores a reticulacdo da quitosana formou uma barreira fisica, a qual € mais
hidrofébica do que a blenda (TPS/PLA), impedindo assim a passagem de agua, e,
portanto, reduzindo a solubilidade. Com relacdo as propriedades mecéanicas, 0s
laminados revestidos apresentaram maior resisténcia a tracdo (4,5 + 0,9 MPa), maior
modulo de Young (380 £ 82 MPa) e menor alongamento na ruptura (2,1 £ 0,5%)
comparado aos laminados nao revestido (1,5 £ 0,3 MPa, 50 + 18 MPa e 14,1 + 4,2%,
respectivamente). Os autores concluiram que a quitosana possui excelente

compatibilidade com a superficie das blendas de TPS/PLA.

2.3 PRODUCAO DE EMBALAGENS BIODEGRADAVEIS

Ha varias técnicas empregadas para a producdo de embalagens
biodegradaveis, tais como, casting, extrusédo e termoformagem.

No método por casting o polimero € dissolvido em solvente,
aquecido e a solucéo é transferida para um suporte, onde seca até total evaporacao
(GENNADIOS et al.,, 2002). Este método € muito utilizado em pesquisas de
producédo de filmes biodegradaveis, entretanto, por envolver varias etapas, é dificil a
sua utilizacdo em escala comercial.

A extrusdo é um processo que envolve altas temperaturas, presséo
e cisalhamento e consiste no transporte de um material sobre uma rosca sem fim,
forcando-o através de uma matriz, ocasionando modificacdes fisicas e/ou quimicas.
A extrusdo € um processo continuo com alta velocidade de processamento, utilizado
para produzir diversos tipos de materiais plasticos em escala comercial (HERALD et
al., 2002; SAKANAKA, 2007). Os tipos de extrusoras mais comuns S&8o as extrusoras
mono e dupla-rosca.

As extrusoras dupla-rosca possuem sistema de mistura mais
eficiente, flexibilidade de operagdo e melhor controle de fluxo, portanto, sdo mais
utilizadas no preparo e na extrusdo de blendas termoplasticas, enquanto que, as
extrusoras mono-rosca sdo mais simples e de menor custo, geralmente s&o
empregadas na obtenc&o do produto final (CRIPPA, 2006).

Ha& duas maneiras de se obter filmes por extrusdo, sendo elas,

extrusdo-sopro em baldo de filmes tubulares e extrusdo plana seguida de
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calandragem. Na extrusdo-sopro € utilizada uma matriz anelar, sendo que, apds o
material ser fundido ocorre a injecdo de ar, a qual € responsavel por insuflar o
polimero que sai da matriz até a forma de baldo. No processo de extrusdo plana,
apos sair da extrusora o material fundido € forcado através de uma matriz plana, e
em seguida entra na calandra, a qual é composta por cilindros metalicos e tem a
funcdo de esfriar e determinar a espessura e a largura do filme. A extrusdo plana
pode formar filmes ou laminados e ainda com espessura superior aos filmes
produzidos por extrusao-sopro.

O processo de termoformagem consiste na formacédo de bandejas,
chapas/laminados ou filmes plasticos através de um molde para a utilizacdo em
embalagens (CRIPPA, 2006). Podem ser utilizadas varias metodologias para a
producdo de materiais termoformados, dentre elas, a mistura do material em po,

pellets ou laminados.

2.4 CARACTERIZACAO DE EMBALAGENS BIODEGRADAVEIS

As propriedades mecénicas, Opticas e de barreira de materiais
realizados através da mistura de polimeros depende muito das interacdes entre eles
e as técnicas espectroscopicas sdo bastante utilizadas para caracterizar as
possiveis interacdes de blendas de materiais biodegradaveis (OLIVATO et al., 2012;
REIS et al.,, 2014; ZANELA et al., 2015). Dentre as técnicas espectroscopicas,
destaca-se as espectroscopias Raman e Infravermelho, ambas sédo baseadas em
processos de interacdo entre radiagdo e matéria, entretanto, cada uma é
fundamentada em um fendmeno fisico diferente (RODRIGUES; GALZERANI, 2012).

2.4.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho é fundamentada em efeitos de
absorcdo e radiacdo (RODRIGUES; GALZERANI, 2012). As moléculas absorvem
frequéncias semelhantes a sua frequéncia natural de vibracdo, dessa forma, cada
ligagéo absorve uma frequéncia diferente quando presente em moléculas diferentes,
e ndo ha duas moléculas com o mesmo espectro de absor¢cdo de infravermelho
(PAVIA et al., 2010).

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
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(FT-IR) € considerada uma técnica de grande importancia, capaz de identificar e
elucidar a estrutura das substancias organicas (LOPES; FASCIO, 2004), e € uma
técnica rapida, a qual requer um minimo necessario de preparo das amostras. A FT-
IR permite a andalise qualitativa de compostos organicos, pois os modos de vibracao
caracteristicos de cada grupo acarretam no aparecimento de bandas no espectro de
infravermelho em frequéncias especificas (ROHMAN; MAN, 2010). E também pode
ser uma excelente técnica para analise quantitativa, pois as intensidades de
absorcdo nas bandas no espectro sdo proporcionais a concentracdo (HOLLER,;
SKOOG; CROUCH, 2009; SOUZA; POPPI, 2012).

2.4.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma das técnicas analiticas mais
importantes disponiveis atualmente, € baseada da deteccdo de luz espalhada
inelasticamente, e esta relacionada com transi¢cdes vibracionais e rotacionais de
moléculas (SALA, 2008).

A espectroscopia Raman usa uma fonte monocromatica de luz a
qual, ao atingir um material, é espalhada por ele, gerando luz de mesma energia ou
de energia diferente da incidente. No primeiro caso, o espalhamento (elastico) ndo é
de interesse, mas no segundo, chamado de espalhamento inelastico, € possivel
obter muitas informacdes importantes sobre a composicdo quimica do material a
partir dessa diferenca de energia. Por essa razdo, o espalhamento Raman é
conhecido também como espalhamento inelédstico da luz (ATKINS, 1999; FARIA,
2011; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A espetroscopia Raman é uma técnica de analise rapida, néo
destrutiva, requer volumes pequenos de amostra e ocorre pouca interferéncia da
agua (Gelder et al., 2007), além disso as bandas no espectro de Raman sédo bem
resolvidas comparado as técnicas espectroscopicas similares, como espectroscopia
no infravermelho (Gelder et al., 2007). Portanto, a espectroscopia Raman pode ser
utilizada em conjunto com a FTIR para caracterizar blendas de materiais

biodegradaveis.
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2.5 EMBALAGENS ATIVAS

Quando se trata de embalagens de alimento, € necessario avaliar
dois aspectos importantes: o tecnoldgico e o de saude publica. No quesito
tecnologico, é preciso avaliar a resisténcia mecéanica e a permeabilidade ao vapor de
agua, seja durante o transporte, manuseio e/ou armazenagem. Em relacdo a saude
publica, o importante é a protecdo do alimento contra insetos, roedores, sujidades e
microrganismos, ou seja, a embalagem deve proporcionar uma barreira entre o
alimento e o meio ambiente (FELLOWS, 2006). A Tabela 1 mostra a evolucédo da

tecnologia de embalagens de alimentos no decorrer dos anos.

Tabela 1 — Evolucédo das embalagens de alimentos

Periodo Funcdes

1960 Conveniéncia e comercializagéo.
1970 Leveza e economia de energia.

1980 Seguranga, sinais de adulteracéao.
1990 Impacto ambiental (residuos sélidos).
2000 Protecao e seguranca.

2010 Reducéo da pegada de carbono.

Fonte: Adaptado de Han (2014).

Os materiais utilizados para a elaboracdo de embalagens de
alimentos, geralmente, tém como fungéo conter, proteger e informar, além de possuir
menor interacdo com os mesmos. Porém, novos estudos tém surgido com a
finalidade de desenvolver técnicas capazes de melhorar a preservacdo dos
alimentos, baseada na interacdo da embalagem com o alimento, tal técnica é
conhecida como embalagens ativas. Estas se caracterizam por alterarem alguma
condicdo do ambiente que cerca o alimento embalado visando prolongar a sua vida
de prateleira, mantendo e/ou melhorando as propriedades sensoriais, nutricionais e
de seguranca do produto (AHVENAINEN, 2003; GONZALEZ; IGARZABAL, 2013;
KRUIJF et al.,, 2002; SANTANA, et al.,, 2012; YAM et al., 2005). O sistema de
embalagens ativas é uma tecnologia desenvolvida para incorporar componentes na
embalagem que véao liberar compostos, tais como agentes antimicrobianos,
antioxidantes e aromas, 0s quais aumentam a vida util do produto ou absorver
oxigénio, etileno, umidade e odor, pois estes podem favorecer a deterioracdo dos

alimentos embalados. Essa tecnologia oferece vantagem em relacéo a adicéo direta
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destes componentes no produto, tais como, menor quantidade de substancias ativas
necessarias, a migragéo a partir da embalagem para a matriz alimentar e eliminacéo
de processos tradicionais (AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000; BOLUMAR,;
ANDERSEN; ORLIEN, 2011).

Segunda Sarantdpoulos et al. (1996) as embalagens ativas devem
ser seguras em termos de saude publica, absorver/emitir vapor de interesse em
velocidade apropriada, apresentar alta capacidade de absorcédo do gas ou vapor de
interesse, ndo acarretar reacdes paralelas desfavoraveis, ndo causar alteracdes
organolépticas no produto, manter estavel durante a estocagem e apresentar custo
compativel com a aplicacdo. Algumas aplicacbes de embalagens ativas, incluem,
sistemas de atmosfera modificada, antioxidantes, agentes antimicrobianos, enzimas,
absorvedores de etileno, oxigénio, didéxido de carbono, reguladores de umidade,
entre outros (CHITARRA; CHITARRA, 2005; JAMSHIDIAN; TEHRANY; DESOBRY,
2012; SANDHYA, 2010). Também merece destaque, o uso de revestimento (filmes e
coberturas) comestiveis como embalagens ativas (AZEREDO; FARIA; AZEREDO,
2000; JIANG et al., 2013; SOARES et al., 2009).

2.6 EMBALAGENS ATIVAS PARA FRUTAS E HORTALICAS IN NATURA

O tomate (Solanum lycopersicum) é uma das hortalicas mais
populares em todo o mundo e no Brasil a sua producdo em 2016 atingiu cerca de
3,7 milndes de toneladas (IBGE, 2017). Com relacdo ao tomate cereja, a sua
producdo e comercializacdo no Brasil tém crescido nos Ultimos anos, este se
caracteriza por ter tamanho reduzido, sabor adocicado e atrativa coloracao
vermelha, devido ao elevado teor de licopeno (LENUCCI et al., 2006; SILVA et al.,
2011). Entretanto, um dos grandes desafios na producao de frutas e hortalicas in
natura é manter as condicbes adequadas de armazenamento, transporte e
comercializacao, evitando perdas e desperdicios.

Apbs a colheita de frutas e hortalicas o principal processo fisiologico
gue ocorre é a respiracdo, com decomposicdo oxidativa de materiais organicos de
reserva. O tomate é um fruto climatérico e o aumento da taxa respiratoria ocorre
tanto no fruto preso a planta como apds a colheita, no entanto, o amadurecimento é
completado algum tempo apds o pico climatérico (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Esse fruto é altamente perecivel e sdo necessarios métodos de conservagdo para
prolongar a sua vida de prateleira.

Tratamentos pos-colheita podem ser utilizados para evitar perdas
econbmicas, sendo que uma das técnicas para preservar a qualidade e aumentar a
vida util de frutas e hortalicas é o uso de embalagens ativas (ADAY; CANER, 2013),
como por exemplo, as embalagens com atmosfera modificada, absorvedoras de
etileno, absorvedoras de umidade, embalagens antimicrobianas, e emissoras de
dioxido de enxofre (AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000; SARANTOPOULOS;
MORAES, 2009)

Rudra et al. (2013) estudaram o efeito de agentes antimicrobianos
(sorbato de potassio e metabissulfito de potassio) e absorvedor de etileno
(permanganato de potassio — KMnO4) como material de revestimento sobre o papel
de embrulho para embalagem individual de péssego e ameixa. O papel foi revestido
com uma combinagao otimizada dos aditivos e entdo, estudou-se o efeito sobre as
alteracdes fisico-quimicas dos frutos durante o armazenamento em temperatura
ambiente (32 °C). As alteracbes foram minimas nas frutas embaladas no papel com
agentes ativos apds seis dias de armazenamento comparados com as frutas nao
embaladas.

Gonzéalez e Igarzabal (2013) desenvolveram filmes biodegradaveis
por casting bicamada de PLA e proteina isolada de soja (SPI) com adi¢do de agente
antifangico (natamicina). A inclusdo de 40% de PLA (SPI-PLA 60/40) aumentou a
resisténcia a tracdo dos filmes (8,57 + 1,61 MPa) quando comparado ao filme SPI
100 (1,08 + 0,34 MPa), enquanto que o alongamento na ruptura diminuiu de 24,63 +
0,13% (SPI 100) para 1,09 + 0,09% (SPI-PLA 60/40). A adicdo de pequenas
guantidades de natamicina (0,33%) apresentaram resultados positivos com relacao
ao aparecimento de bolores. Para a aplicacdo foram utilizados 3 diferentes materiais
(embalagem de polipropileno comercial, filme SPI-PLA 60/40 sem agente ativo e
filme SPI-PLA 60/40 contendo natamicina). Os resultados obtidos para o tomate
mostraram que no 21° dia, os sinais de deterioragdo foram observados com o
aparecimento de bolores no tomate embalado com o filme SPI-PLA sem agente
ativo, e com o saco de polipropileno comercial. Estes sinais ndo foram observados
nos filmes contendo natamicina. Nos dias 26 e 34, o aparecimento de bolores foi
mais acentuado para todas as embalagens, com excecdo para a embalagem

contendo natamicina. Portanto, o filme com natamicina retardou o aparecimento de
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bolores no tomate por mais de 13 dias em relacdo ao saco de polipropileno

comercial.

2.6.1 Antimicrobianos

As embalagens com agentes antimicrobianos criam uma barreira de
protecdo para prevenir e retardar o crescimento microbiano, prolongando a vida (util,
qualidade e seguranca das frutas. Dentre os aditivos utilizados, os naturais além de
oferecer caracteristicas bioativas para as embalagens podem ser atraentes para 0s
consumidores (HAN, 2014).

A incorporacdo de antimicrobianos nas embalagens podem alterar
suas propriedades mecanicas e de barreira. Marcos et al. (2010) desenvolveram
filmes de poli (vinil alcool) (PVA), de alginato e de zeina, todos contendo enterocinas
como agente antimicrobiano. O filme de PVA com enterocina apresentou melhor
desempenho, exibindo menor valor de permeabilidade ao vapor de agua (0,42
g.mm.m?2.h?1kPal), elevada resisténcia a tracdo (32,94 MPa) e alongamento na
ruptura (2,74%) quando comparado com os filmes de zeina/enterocina (1,0 g.mm.m"
2htkPal, 592 MPa, 2,26%, respectivamente) e de alginato/enterocina (3,0
g.mm.m=2.h1kPa?, 1,72 MPa, 0,49%, respectivamente). A adicdo de enterocina nos
filmes de PVA apresentou efeito plastificante, melhorando a flexibilidade dos filmes
guando comparado com o filme sem enterocina. JA a presenca do agente
antimicrobiano nos filmes de zeina teve grande efeito nas propriedades mecéanicas
dos filmes, pois reduziu significantemente a fragilidade dos mesmos. Portanto, a
adicao de enterocina ndo provocou danos no desempenho fisico dos polimeros.

Pranoto, Salokhe e Rakshit (2005) avaliaram as propriedades fisicas
e antibacterianas de filmes comestiveis a base de alginato incorporados com 6leo de
alho como agente antibacteriano (0, 0,1, 0,2, 0,3 e 0,4%). Entre as bactérias
testadas, o filme comestivel apresentou atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e B. cereus. A resisténcia a tracdo foi significantemente
alterada quando incorporado 0,3 e 0,4% de oOleo de alho (49,09 e 38,67 MPa,
respectivamente) em comparacdo com o filme sem agente antibacteriano (66,12
MPa). Houve aumento na PVA dos filmes com 0,4% de 6leo de alho (30,89

g.mm/m?.dia.kPa) comparado ao filme controle (20,32 g.mm/m?2.dia.kPa). O uso de
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baixas concentracdes de 6leo de alho possui bom potencial para ser incorporado em
filmes comestiveis de alginato.

Os principais agentes antimicrobianos empregados em embalagens
de alimentos sédo os metais pesados na forma de sais, 6xidos e coloides (prata, ouro,
cobre, 6xido de zinco, entre outros), enzimas, nisina, natamicina, extratos de plantas
(sementes de uva, cha verde), 6leos essenciais (terpenos, constituintes aromaticos)
e quitosana (HAN, 2014).

2.6.1.1 Natamicina

A natamicina (Figura 3) (antibiético com principio ativo pimaricina) é
um polieno macrolideo antimicético, o qual exibe amplo espectro de acdo contra
bolores e leveduras, porém ndo apresenta efetividade contra bactérias. Foi isolado
pela primeira vez em 1955, a partir de amostras do solo coletadas na provincia de
Natal na Africa do Sul, sendo a bactéria responsavel por sua producéo denominada
Streptomyces natalensis (APARICIO et al., 2004; ARIMA, 2014; WELSCHER et al.,
2007).

O mecanismo de acdo da natamicina é resultante da sua ligacédo
com moléculas de ester6is na membrana celular fangica, causando distarbios nos
processos celulares (LINDSAY, 2010).

A natamicina é um dos poucos antifungicos reconhecido pela FDA
como um aditivo alimentar e classificado como um composto GRAS (Generally
Regarded As Safe). E amplamente utilizada na industria de alimentos como um
conservante alimentar natural para a prevencdo da contaminacdo de bolores em
bebidas, queijos, frutas, carnes curadas e salsichas (CHEN; LU; DU, 2008; CONG;
ZHANG; DONG, 2007; DELVES-BROUGHTON; THOMAS; WILLIAMS, 2006). No
entanto, seu uso tem sido recomendado para alguns alimentos sélidos, onde a
casca ou a pelicula envolvente ndo € ingerida, como em queijos e embutidos
carneos (JECFA, 2002).

A resolucéo n° 04, de 24 de novembro de 1988 da ANVISA, permite
0 uso de natamicina em queijos no limite maximo de 2 mg/100 cm? na superficie, e
nao havendo migragcéo (BRASIL, 1988). E a resolucdo n° 28 de 23 de fevereiro de
2001, aprovou o uso da natamicina na superficie de produtos carneos embutidos, no
limite de 1 mg/dm?, ausente a 5 mm de profundidade (BRASIL, 2001).
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A legislagao nao permite o uso de natamicina em frutas e hortalicas,
porém sao encontrados alguns trabalhos onde o antifingico em conjunto com um
revestimento é usado em frutas (CONG; ZHANG; DONG 2007). E deve-se levar em
consideracdo o0 seu uso apenas na superficie de frutas, onde é realizada a lavagem
das mesmas antes do seu consumo, e consequentemente, nao ingerindo

natamicina.

Figura 3 — Estrutura quimica da Natamicina

OH O

Fonte: Cheng, Lu e Du (2008).

Var et al. (2006) estudaram o efeito antimicrobiano da natamicina em
conjunto com PVC (policloreto de vinila) avaliando as propriedades microbiologicas
de queijo kashar. Os autores relataram que a natamicina preveniu o crescimento de
mofos em queijos maturados por 2 meses.

Cong, Zhang e Dong (2007) utilizaram revestimento de superficie
com natamicina para melhorar a armazenamento do meldo Hami a temperatura
ambiente. O tratamento com natamicina foi eficaz para controlar Fusarium, o

principal patégeno causador da podriddo em meldo Hami.
2.7 CERAS ALIMENTICIAS
Existem na literatura diversos estudos sobre utilizacdo de

revestimentos comestiveis em alimentos (BLUM et al.,, 2008; FONSECA, 2012;
OLIVEIRA; CEREDA, 2003; RIBEIRO et al., 2009; RUDRA et al., 2013) e apesar de
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ser eficiente como revestimento em frutas, tem algumas limitagbes, como custo e
efeito residual nos frutos (OLIVEIRA; CEREDA, 2003). Sendo assim, o uso de ceras
alimenticias pode ser eficiente também como revestimento em embalagens de
frutas, ndo deixando efeito residual nas mesmas. Dentre as ceras, a de abelha pode
ser promissora para ser utilizada como revestimento.

A cera de abelha é um produto de consisténcia plastica, de cor
amarelada, secretada pelas abelhas para formacdo dos favos nas colmeias
(INSTRUCAO NORMATIVA, 2001). E, é, depois do mel, um dos principais produtos
resultantes da producdo apicola. E constituida por uma mistura de ésteres (67%),
hidrocarbonetos (14%), acidos graxos (12%), alcoois (1%) e outros (6%) (BARROS;
NUNES; COSTA, 2009; BONVEHI; BERMEJO, 2012; POLAT et al., 2013;
TULLOCH, 1980), e de acordo com Silva et al. (2003) a cera de abelha possui
caracteristicas fisicas semelhantes as da parafina, como ponto de fuséo e tempo de
solidificagéo.

As ceras podem melhorar as propriedades de barreira ao vapor de
agua dos filmes, Cuq, Gontard e Guilbert (1995) relataram que a adicao de cera de
abelha nas peliculas formadas por proteinas de trigo, levou a redugdo na
permeabilidade ao vapor de dgua de 69,7 x 10-*2 mol.mm=2.s*.Pa! para 0,0230 x 10
2 mol.mm=2.st.Pal.

Muscat et al. (2013) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas e a
hidrofobicidade de filmes de amido com alto teor de amilose (HA) e glicerol (G) na
presenca de trés ceras naturais (cera de abelha, de candelita e carnauba) com e
sem Tween 80. A relagdo HA/G foi mantida em 80/20 e a concentragcdo de cera
variou de 5 a 10%. A PVA diminui significantemente com a adicao de 5% das ceras
(0,51, 0,36, 0,37 e 0,35 x 107 g.mm/m?.s.Pa para os filmes HAG, HAG + cera de
abelha, HAG + cera de candelita e HAG + cera de carnauba, respectivamente). Por
outro lado, a adicdo de Tween 80 aos filmes HAG + cera aumentou a PVA dos filmes
(0,75, 2,07 e 1,39 x 10”7 g.mm/m?.s.Pa para os filmes HAG + cera de abelha, HAG +
cera de candelita e HAG + cera de carnauba, respectivamente). Foi observado que
houve um aumento no angulo de contato (AC) dos filmes com cera de carnauba +
Tween 80 (> 80°), enquanto que, para os filmes com as outras duas ceras o AC
reduziu (cera de candelita + Tween 80 - 20,7° e cera de abelha + Tween 80 - 59,6°).
Desta forma, a maior hidrofobicidade foi observada nos filmes com cera de carnatba

+ Tween 80 em ambas as concentracdes de cera utilizada. Os autores relataram que
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tais valores elevados estdo relacionados com a aspereza da superficie desses
filmes.

Chiumarelli e Hubinger (2014) desenvolveram filmes/revestimento
comestiveis de amido de mandioca, glicerol, cera de carnauba e acido estearico. Os
filmes foram avaliados com relacdo a propriedades mecanicas, térmicas,
microestrutura e solubilidade e foram aplicados em macas para avaliar a taxa de
respiracao e resisténcia ao vapor de agua. A formulacdo que continha maior teor de
cera (0,40%) ndo promoveu barreira eficaz ao oxigénio (9,13 mL CO2.kgt.h?) e ao
vapor de agua (25,95 s.cm?) e resultou em filmes mais rigidos (0,504 MPa) quando
comparado com o filme com menor teor de cera (0,10%) e maior teor de glicerol
(2,82%) (5,75 mL CO2.kg*.h, 36,91 s.cm™ e 0,197 MPa, respectivamente), o qual
promoveu filmes mais flexiveis com menor taxa de respiracdo nas macas fatiadas e
boa resisténcia ao vapor de agua. No entanto, apesar dos filmes com 0,20% de cera
ter apresentado valores intermediarios das propriedades analisadas, 0 mesmo
promoveu filmes com uma superficie mais regular adequado para a utilizacdo como

revestimento, o que nao foi verificado nos demais filmes.
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CAPITULO I

3 BIODEGRADABLE TRAYS OF THERMOPLASTIC STARCH/POLY (LACTIC
ACID) COATED WITH BEESWAX

Abstract

Biodegradable trays of thermoplastic starch (TPS)/poly (lactic acid) (PLA) blends
were produced by flat extrusion, calendering, and thermopressing. The trays were
coated by immersion in beeswax (BW) emulsion (1, 2, and 3 g BW / 100 g ethyl
alcohol + Tween 80 solution) to improve their barrier properties. The trays coated
with 1% BW had the higher tensile strength (11.5 + 1.0 MPa) and the lower weight
loss in water (22.8 £ 0.8%) and trays coated with higher BW content emulsion
decreased their tensile strength, stiffness, and water vapor permeability (from 7.9 to
0.2 x 10! g/m.s.Pa). It was possible to produce TPS/PLA biodegradable trays by flat
extrusion, calendering and thermopressing, with adequate mechanical properties and
processability to be produced in large scale. The coating with beeswax is an
interesting technique for reducing the water vapor permeability of hygroscopic
biodegradable materials.

Key-words: biodegradable material; extrusion; coating.

3.1 INTRODUCTION

Ecological concern and the difficulty to recycle packaging materials has
promoted the development of biodegradable materials (Brandelero et al., 2010;
Olivato et al., 2013a; Reis et al., 2014; Shirai et al., 2013a; Zanela et al., 2015). The
high cost of the commercial biodegradable polymers such as poly (lactic acid) (PLA)
compared to the conventional ones like low-density polyethylene (LDPE), and
polypropylene (PP) is an obstacle to their popularization. Thermoplastic starch (TPS)
materials are biodegradable and have relatively low cost, but they have some
limitations as deficient mechanical properties and high hygroscopicity. An alternative
in producing biodegradable materials with low cost and adequate mechanical and
barrier properties is to blend TPS with biodegradable polyesters (as PLA) (Li and
Huneault, 2007; Martin and Avérous, 2001; Ren et al., 2009; Shirai et al., 2015).

The beeswax coating can reduce the hygroscopicity of starch-based
materials due to its hydrophobic characteristics and it is compatible for use in

pharmaceutical, cosmetic and food contact applications (Cuq et al., 1995; Fabra et
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al., 2008; Martinez-Abad et al., 2014; Polat et al., 2013; Velickova et al., 2013).
Beeswax is a natural wax composed of a mixture of esters (67 wt%) hydrocarbons
(14 wt%), fatty acids (12 wt%), alcohol (1 wt%) and others (6 wt%) (Bonvehi and
Bermejo, 2012; Polat et al., 2013; Tulloch, 1980).

Lipid coatings are good moisture barrier but exhibit some
disadvantages such as brittleness, and lack of homogeneity (Khwaldia et al., 2010).
According to Zhang et al. (2014), the use of lipids coating is an effective barrier to
water vapor, but it can reduce the mechanical strength of the materials. Cuq et al.
(1995) reported that the addition of beeswax in wheat protein films reduced their
water vapor permeability from 69.7 to 0.0230 x 1012 mol.mm=2.s1.Pal.

The goal of this study was to produce TPS/PLA biodegradable trays
coated with beeswax emulsion with adequate mechanical and barrier properties, and

processability.

3.2 EXPERIMENTAL

3.2.1 Materials

The trays were produced with native cassava starch (17 wt% amylose,
11 g.100g* moisture) (Tereos Syral do Brasil, Brazil), poly (lactic acid) (PLA) (Ingeo
4043D, NatureWorks LLC, Cargill, USA) and glycerol (Dinamica, Brazil).

The coating was produced with beeswax (BW), courtesy of APOMEL
(Associacdo dos produtores de mel de Ortigueira — PR, Brazil), ethyl alcohol P.A.
(Exodo Cientifica, Brazil) and Tween 80 (CAAL, Brazil).

3.2.2 Trays Production

The ingredients (52.5 ¢g.100g™* starch, 17.5 g.100g* glycerol, and 30
g.100g* PLA) were manually mixed, and extruded in a pilot single-screw extruder
(BGM, EL-25 model, Brazil) to produce pellets. The extruder had a screw diameter
(D) of 25 mm, screw length (L) of 750 mm (L/D ratio of 30), five heating zones and a
matrix six 2-mm holes, and the barrel temperature profile was set at 90/180/180/140

°C with a screw speed of 30 rpm.
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The pellets produced in the previous step were extruded in a pilot co-
rotating twin-screw extruder (BGM, D-20 model, Brazil) with a screw diameter of 20
mm and L/D ratio 34, five heating zones, flat-die slot gap of 1.74 mm coupled with a
calender (AX Plasticos, Brazil) to produce biodegradable sheets. The calender roll
speed was set for each formulation to ensure continuous and cohesive sheets, with
uniform thickness. The temperature profile was set at 90/170/170/170/170 °C, and
the screw speed maintained at 100 rpm.

The sheets were thermopressed in a hydraulic thermopress machine
(JOMAQ, Brazil) to produce the trays (82 x 70 x 23 mm). The sheets were placed in
the heated mold (100 °C), and after 2 minutes, the trays were then mold released.

3.2.2.1 Coating

The trays were coated with beeswax (BW) emulsion prepared
according to Velickova et al. (2013), with some modifications. The BW was melted in
a water bath at 65 °C and then mixed with ethyl alcohol and Tween 80 (25% wi/w to
the wax content). The emulsion was produced with 1, 2 and 3 g wax / 100 g solution.
The trays were coated by immersion in BW emulsion for 3 seconds and then dried at
room temperature for 7 days.

The formulations were coded as BCX, where X corresponds to the

concentration of beeswax in the coating emulsion.

3.2.3 Characterization of the Trays

3.2.3.1 Thickness and density

The trays thickness was measured with a micrometer (x 0.001 mm)
(Digimess, Brazil) at fifteen different points. To determine the trays density, three
samples from each formulation with 20 mm x 20 mm were kept in a desiccator with
anhydrous calcium chloride (~0% RH) for 20 days and then weighed, according to

the procedure described by Miller et al. (2011).
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3.2.3.2 Mechanical properties

Tensile tests were performed according to ASTM method D-882-02
(2002) using a texture analyzer (model TA.XT2i Stable Micro Systems, England), ten
samples from each formulation and a crosshead speed of 0.8 mm/s. The properties

measured were tensile strength, elongation at break and Young’s modulus.

3.2.3.3 Weight loss in water

Samples were previously dried for three days in a desiccator containing
anhydrous CaCl2 (~0% RH). After being weighed, the trays were immersed in distilled
water (30:1 water/sample w/w) for 48 h at 25 °C. The samples were then removed
and dried at 105 °C for 4 h. The weight of the conditioned specimen after treatment
was used to determine the % weight loss in water. These tests were conducted in

triplicate.

3.2.3.4 Water vapor permeability (WVP)

The water vapor permeability (WVP) of the trays was determined
gravimetrically according to the ASTM E-96-00 (2000) under a relative humidity

gradient of 33-64%. The tests were conducted in duplicate.

3.2.3.5 Sorption isotherms

The moisture sorption isotherms of the trays were determined through
the static method, using saturated saline solutions (Bell and Labuza, 2000). The
Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) model (Eq. 1) was used to fit the
experimental data, where the M parameter is the equilibrium moisture content (g
water/100 g dry solids) at a given water activity (aw), Mo is the monolayer water
content, and C and K are GAB constants. The GAB model parameters were
determined by nonlinear regression using the Origin 8.0 software (OriginLab, EUA).
These tests were performed in triplicate.
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_ mg. C. K. ay
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(1)

3.2.3.6 Thermogravimetric analysis (TGA)

The thermal stability of the materials was determined by TGA using a
gravimetric thermal analyzer of high resolution (TGA 50, Shimadzu, Japan). The
samples were heated from 25 °C to 600 °C at 10 °C/min under nitrogen flow (100
mL/min). DTG curves were obtained using the Software Origin 8.0 (OriginLab, EUA),

to verify the maximum degradation temperatures.

3.2.3.7 Scanning electron microscopy (SEM)

The microstructure of the trays was analyzed with a scanning electron
microscope (FEI, Quanta 200, USA). The trays were fractured after being immersed
in liquid nitrogen and gold-coated using a Sputter Coater (BAL-TEC, SCD-050, USA).

All the trays were examined using an accelerating voltage of 30 kV.

3.2.3.8 X-ray diffraction (XRD)

X-ray patterns of the samples were obtained using a X'Pert PRO
(Panalytical, Philips, Netherlands) machine with Cu (ko) radiation (A = 1.5406
angstrom) operating at room temperature, 50 mA, and 40 kV. The scanned 26 region
ranged from 2.0° to 60.0° with a step size of 0.01° and dwell time of 4.0 s. The
relative crystallinity index (Cl) was estimated from the relative areas of crystalline and

amorphous regions (Koksel et al., 1993; Miiller et al., 2011).
3.2.3.9 Statistical analysis
The data were analyzed using STATISTICA 8.0 software (Statsoft,

Oklahoma), with analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test at a 5% significance

level.
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3.3 RESULTS AND DISCUSSION

3.3.1 Trays Production

All the trays produced were flexible and easy to handle, however with
higher beeswax content in the coating (2 wt% and 3 wt%), they were more sticky
when compared to BCO (control) and BC1 (1 wt% BW) trays.

3.3.2 Mechanical Properties, Thickness, and Density

Table 1 presents the results of mechanical properties, thickness, and
density of the trays. The BC1 tray had the higher tensile strength (11.5 £ 1.0 MPa),
probably because of the better adherence of the coating with 1 wt% BW, that
improved the strength of the material.

The trays coated with 2 and 3 wt% BW had significant lower tensile
strength and Young’s modulus than the control trays. According to others studies
(Khwaldia et al., 2010; Velichova et al., 2013; Zhang et al., 2014), this change on
mechanical properties was not expected because the beeswax was only on tray
surface, and not as an ingredient of the TPS/PLA tray formulation (Muscat et al.,
2013; Navarro-Tarazaga et al., 2011; Schmidt et al., 2013).

The coating did not change the elongation capacity of the trays that
ranged from 21 to 27%, and the relative high elongations were beneficial because
the trays presented some flexibility. Jalalvandi et al. (2016) reported values around
2% for PLA/TPS/montmorillonite nhanocomposites, and Pizzoli et al. (2016) reported
that elongation of PLA/TPS/gelatin sheets ranged from 3 to 7%.

The Young’'s modulus ranged from 185 to 294 MPa, the BCO and BC1
trays presented similar values, and they were higher than the Y.M. of BC2 and BC3
trays, probably due to the lower tensile strength of these formulations, since there
were no elongation differences between the trays. Soares et al. (2014) coated
TPS/PLA sheets (70/30) with chitosan solution, which had the higher tensile strength
(4.5 £ 0.9 MPa) and Young’s modulus (380 + 82 MPa) than the non-coated sheets
(1.5 £ 0.3 MPa and 50 + 18 MPa, respectively).
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Table 1 - Mechanical properties, thickness, and density of the coated and non-coated
TPS/PLA trays.

Formulation* o € Y.M. Thickness Density
(MPa) (%) (MPa) (pm) (g/cmd)
BCO 10.3+£0.9° 27 +£192 294+20%® 552 +53° 1.29+0.032
BC1 115+£1.08 22+142 292+172 543 £ 37°¢ 1.21 + 0.052°
BC2 7.6 £0.5°¢ 21+82 235+23" 625 +46° 1.27 + 0.022°
BC3 6.1 + 0.6 23+142 185 17° 755 + 542 1.19 +0.03

o: Tensile strength; €: Elongation at break; Y.M: Young’s modulus

*The numbers in the formulation codes concern to beeswax content in the coating emulsion.

Results expressed in (mean + standard deviation).

Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05) according to Tukey’s test.

Some variations in thickness were observed for the same formulation.
Although the slot gap of the flat die has been standardized (1.74 mm) to produce the
sheets, the thickness varied according to the calender rolls speed and the distance
between them, which were adjusted for each formulation to improve the
processability. The thickness of the trays ranged from 543 £ 37 pm to 755 £ 54 pym,
and the coating did not influence the thickness of the BC1 tray, but the thickness of
BC2 and BC3 trays differed from the control trays (BCO). The thickness of the BC3
trays was 39% higher than BCO, probably because of the higher apparent viscosity of
the coating emulsion with higher BW content (3 wt%) that increased the coating
thickness. Velickova et al. (2013) also observed a slight increase in the thickness of
edible chitosan films coated with beeswax.

The density of the BC1 and BC2 trays did not differ from control tray
(BCO0), and the density of BC3 trays (1.19 + 0.03 g/cm?) were lower than BCO (1.29 +
0.03 g/cm3), probably due to the lower density of beeswax (~0.85 g/cm?) (Velickova
et al., 2013), and consequently the BW coating.

3.3.3 Water Vapor Permeability (WVP) and Weight Loss in Water (WLW)

The WVP of the trays decreased with increasing beeswax content in the
coating, ranging from 7.9 x 10! to 0.2 x 101! g/m.s.Pa (Figure 1), because of the
physical barrier promoted by beeswax, which is more hydrophobic than TPS/PLA
blends. However, the WVP of the trays are higher when compared to conventional
plastics such as LDPE (~4.8 x 10'1* g/m.s.Pa) (Mali et al., 2010).

Several authors obtained similar results, i.e., materials WVP

improvement by lipids incorporation. Velickova et al. (2013) reported a WVP
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reduction from 4.15 x 10! to 2.66 x 10"** mol.m/m?2.s.Pa adding beeswax in chitosan
films. According to Martinez-Abad et al. (2014), the WVP of polylactide films coated
with beeswax demonstrated a reduction of about 65% as compared with uncoated
PLA films. According to Fabra et al. (2008), among lipids, beeswax is one of the most
effective materials to reduce WVP, due to its high hydrophobicity and to be solid at

room temperature.

Figure 1 - WVP and WLW of the trays
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The trays had weight loss in water (WLW) that ranged from 22.8 to
29.3%. The BC1 trays presented the lowest weight loss in water (Figure 1), but
increasing the BW content at coating emulsion (2 and 3 wt%) did not change the
WLW when compared to the non-coated tray (BCO), probably because the coating
with BW concentration above 1 wt% did not adhere properly to the trays, causing the
coating delamination during the test. Soares et al. (2013) reported that the TPS/PLA
sheets coated with cross-linked chitosan were less soluble in water when compared

with non-coated sheets, ranging from 35.2 to 12.8%.
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3.3.4 Sorption Isotherms

The sorption isotherms curves of the coated and non-coated TPS/PLA
trays were shown in Figure 2, and the GAB model parameters (mo, C, and k) were

presented in Table 2.

Figure 2 - Sorption isotherms for the TPS/PLA trays coated and non-coated
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The isotherms of all trays had similar behavior and the GAB model
adjusted well to the experimental data because all coefficients of determination were
higher than 0.99. The GAB model was adequate to describe the water sorption
isotherms of several TPS-based films (Mali et al., 2005; Muller et al., 2011; Muller et
al., 2012; Shirai et al., 2013b; Shirai et al., 2015; Soares et al., 2014).

For all the formulations, the moisture content increased sharply at water
activities between 0.8 and 0.9. This fact may be associated with the “water clustering”
phenomenon, i.e., the water did not solubilize in the polymeric matrix and remained
on the surface (Muller et al., 2012; Shirai et al., 2015). This phenomenon was less

intense for the BC2 and BC3 trays because the surfaces of these samples were
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smoother and with higher beeswax content than BCOand BC1, preventing the "water

clustering”.

Table 2 - Parameters of GAB model for the sorption fitted data of the trays.

Formulation mo (g water/100 g dry solids) C k
BCO 6.26 12.74 0.94
BC1 5.63 2.46 0.95
BC2 5.81 24.66 0.94
BC3 5.65 56.82 0.94

mo, C e K: parameters of GAB model
Coefficient of determination (r2) > 0.99

The BCO trays had the higher monolayer values (mo) because they
were not coated. The mp decreased about 10% with the coating application, but the
beeswax concentration in the coating emulsion did not influence these values.

The C parameter is associated with the sorption heat of the monolayer,
and the results were similar with those reported for starch-based materials (Mali et
al., 2005; Miiller et al., 2012; Mduller et al., 2008). The K parameter is related to

multilayer sorption heat, and their values were similar for all formulations.

3.3.5 Thermogravimetric Analysis (TGA)

The thermal stability of the coated and non-coated TPS/PLA trays was
measured by TGA, and all the samples had two weight loss steps (Figure 3). The first
step was related to the starch and the second one corresponded to the thermal
degradation of PLA. These results are in agreement with those found by Ohkita and
Lee (2006) for PLA/corn starch biocomposites.

The BCO trays had three steps of thermal degradation, the first peak
(=230 °C) was attributed to the volatilization of glycerol (Schlemmer et al., 2010), the
second one (~320 °C) was attributed to the thermal degradation of starch (Nayak,
2010; Wang et al., 2007) and the peak at 360 °C was related to the thermal
degradation of PLA (Fortunatti et al., 2012).

The coated trays (BC1l, BC2, and BC3) had three peaks of thermal
degradation, similar to the BCO trays, but the peak relative to the glycerol
volatilization was shifted to a higher temperature (~280 °C), probably due to the

interaction with the beeswax. The thermal degradation of pure beeswax occurred in
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three steps (294 °C, 373 °C, and 440 °C — data not show) and they did not appear in
the trays thermograms due to the low content of BW added to the trays.

Figure 3 - TG and DTG curves for the coated and non-coated TPS/PLA trays
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The beeswax content (1, 2 and 3 wt%) affected the thermal stability of
glycerol, although the thermal stability of starch and PLA remains unchanged in the
coated samples, showing no interactions between the materials and different

mechanisms of thermal degradation.

3.3.6 Scanning Electron Microscopy (SEM)

SEM micrographs of the fractures (600x magnification - BCO and 3000x
- BC1, BC2, and BC3) and surfaces (400x magnification) of the trays are shown in
Figure 4.

The fracture images (Figure 4 — b.1 and c.1) show some voids and
phase separation between PLA and TPS. Shirai et al. (2013b) also observed the
presence of voids in TPS/PLA/PBAT films, reporting that the difference between
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starch (hydrophilic) and PLA (hydrophobic) explains the presence of these spaces.
Other researchers (Mdller et al., 2012; Wang et al., 2007; Zhang and Sun, 2004) also
reported the incompatibility between PLA and TPS.

Figure 4 - SEM micrographs of fractures (1) and surfaces (2) of samples: (a) BCO,
(b) BC1, (c) BC2 and (d) BC3.
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The BW coating layer can be observed in the BC1, BC2 and BC3 trays
(Figure 4 - b.1, c.1 and d.1, respectively). The fracture images of these formulations
corroborate the results obtained in WVP analysis, proving that BW provides an
effective barrier against moisture (Figure 1).

The BCO tray had an irregular surface (Figure 4 - a.2), due to the non-
gelatinized starch granules, while the coated trays BC1, BC2 and BC3 (Figure 4 -
b.2, c.2 and d.2, respectively) exhibited a more uniform surface, as a result of the

application of the BW emulsion layer.
3.3.7 X-Ray Diffraction (XRD)
X-ray diffraction patterns of BCO, BC1, BC2 and BC3 trays were shown

in Figure 5. All the samples presented the crystallinity peaks in the same angle, but
with decreasing intensity when greater concentrations of BW were used in the

coating.
Figure 5 - X-ray diffractograms of BCO, BC1, BC2 and BC3 trays.
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The well-defined and intense peak at 26 = 17° corresponds to PLA (Ho
et al., 2015; Mansa et al., 2015; Soares et al., 2014). The peaks with less intensity at
13.4°, 19.5° and 22.6° are related to starch (Olivato et al., 2013b; Soares et al., 2014;
Van Soest et al., 1996), and correspond to the Vu crystallinity type of amylose
(Magalhdes and Andrade, 2009; Van Soest et al., 1996). According to Van Soest et
al. (1996), this type of structure appears when the crystallinity is induced by
processing or aging of the materials. The residual crystallinity occurs when the
processing is not enough to destroy the structure of the starch granule. The SEM
images (Figure 4) showed some residual starch granules, which suggest the residual
crystallinity in the trays.

The characteristic peaks of beeswax at 26 = 21.4° and 23.8° (data not
shown) (Attama and Miuller-Goymann, 2008; Gaillard et al., 2011) may be overlapped
with the starch. The relative crystallinity index (CI) was 16% for BCO, BC1 and BC3
trays and 17% for the BC2 tray, indicating that the beeswax content had no effect on
the materials crystallinity because it is present only on the surface. Shirai et al. (2015)
studied PLA/TPS sheets and reported a Cl of 10.2%.

3.4. CONCLUSION

It was possible to produce TPS/PLA biodegradable trays by flat
extrusion, calendering and thermopressing, and with adequate mechanical properties
and processability to be produced in large scale. The coating with beeswax is an
interesting technique for reducing the water vapor permeability of hygroscopic

biodegradable materials.
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CAPITULO Il

4 CHARACTERIZATION OF COATED BIODEGRADABLE TRAYS BY
SPECTROSCOPIC TECHNIQUES

Abstract

Biodegradable trays of thermoplastic starch (TPS)/poly (lactic acid) (PLA) blends
were produced by flat extrusion followed by thermopressing. The trays were coated
by immersion in beeswax (BW) emulsion (1, 2, and 3 g BW/100 g ethyl alcohol +
Tween 80 solution). The structural properties of the coated trays were characterized
by Confocal Raman and Infrared spectroscopies to verify the coating-tray and TPS-
PLA interactions. The characterization of the TPS/PLA biodegradable trays revealed
that despite the low compatibility between starch (hydrophilic) and PLA (hydrophobic)
there was interaction by hydrogen bonding between the starch and PLA carbonyl
group, characterizing them as an immiscible blend. The BW showed weak interaction
with PLA, but this interaction was sufficient to provide a good adhesion of the BW on
the surface of the trays, reducing their hygroscopicity and enabling a commercial
scale production of this biodegradable trays type.

Key-words: extrusion; vibrational spectroscopy; beeswax; starch.

4.1 INTRODUCTION

Starch-based trays are interesting due to their biodegradability and low
cost, but they are highly hygroscopic and hydrophilic because of the thermoplastic
starch (TPS) (Avérous et al., 2001; Huneault and Li, 2012). An alternative is to blend
TPS with poly (lactic acid) (PLA) to produce less hygroscopic/hydrophilic materials
and increased mechanical properties (Martin and Avérous, 2001; Ohkita and Lee,
2006; Shirai et al., 2013; Shirai et al., 2015; Soares et al., 2014, Teixeira et al., 2012;
Wang et al., 2008; Xiong et al., 2013). Coating trays with food-grade waxes is also an
option, such as beeswax (BW), which comprises a mixtures of esters (67 wt%),
hydrocarbons (14 wt%), fatty acids (12 wt%), alcohols (1 wt%) and others (6 wt%)
(Bonvehi and Bermejo, 2012; Polat et al., 2013; Tulloch, 1980) and has been studied
by several researchers (Cuq et al.,, 1995; Fabra et al., 2008; Martinez-Abad et al.,
2014; Polat et al., 2013; Velickova et al., 2013).

The coating when applied on the surface of the tray can migrate, and to

verify the interaction among the tray components and/or with the coating, the infrared
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spectroscopy techniques (IR) can be used, because they can identify and elucidate
the structure of organic substances (Lopes and Fascio, 2004).

Another technique used to characterize materials is the Raman
spectroscopy, a nondestructive, fast analysis technique that requires only small
sample volumes and nearly no interference of water occurs (Edwards et al., 1996;
Gelder et al., 2007; Kizil et al. 2002; Nawrocka and Lamorska, 2013; Vano-Herrera et
al., 2015). Moreover, bands in Raman spectra are well resolved compared to similar
spectroscopic techniques, such as infrared spectroscopy (Gelder et al., 2007).

In Raman technique with the aid of Confocal microscopy the Raman
images of the trays are obtained, showing the distribution of starch, PLA and
beeswax, and it is possible to identify the coating layer at the interface of the tray.

The goal of this study was to characterize the components of
biodegradable trays coated with beeswax and the interactions between them through
Infrared and Confocal Raman spectroscopies.

4.2 EXPERIMENTAL

4.2.1 Materials

The trays were produced with native cassava starch (17% wt amylose,
11% wt moisture) (Tereos Syral do Brasil, Brazil), poly (lactic acid) (PLA) (Ingeo
4043D, NatureWorks LLC, Cargill, USA) and glycerol (Dinamica, Brazil).

The coating emulsion was produced with beeswax (BW), courtesy of
APOMEL (Associacdo dos produtores de mel de Ortigueira — PR, Brazil), ethyl
alcohol P.A. (Exodo Cientifica, Brazil) and Tween 80 (CAAL, Brazil).

4.2.2 Trays Production

Blends of 52.5 g.100g ! starch, 17.5 g.100 g glycerol, and 30 g.100g™*
PLA were manually mixed and then extruded to produce pellets. The extrusion was
carried out in a pilot single-screw extruder (BGM, EL-25 model, Brazil), with a screw
diameter (D) of 25 mm, screw length (L) of 750 mm (L/D ratio of 30), five heating
zones and a matrix six 2-mm holes. The barrel temperature profile was set at
90/180/180/140 °C with a screw speed of 30 rpm.
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The pellets were extruded to produce sheets in a pilot co-rotating twin-
screw extruder (BGM, D-20 model, Brazil) with a screw diameter of 20 mm and L/D
ratio 34, five heating zones, flat die slot of 1.74 mm, and coupled with a three-rolls
calender (AX Plasticos, Brazil). The temperature profile was set at
90/170/170/170/170 °C and the screw speed at 100 rpm.

The sheets were thermopressed in a hydraulic press (JOMAQ, Brazil)
to produce trays. The hydraulic press had electric heating system, PID controller and
it was equipped with a tray-shape mold (82 x 70 x 23 mm) plated with PTFE. The
sheets were pressed in the mold (100 °C/2 min/100 bar), and demolded.

4.2.2.1 Coating

The trays were coated with BW emulsion prepared according to
Velickova et al. (2013), with some modifications. The BW was melted in a water bath
at 65 °C and then mixed with ethyl alcohol and Tween 80 (25% w/w to the wax
content). The emulsion was produced with 1, 2 and 3 g wax/ 100 g solution. The
trays were coated by immersion in BW solution for 3 seconds and then dried at room
temperature for 7 days.

The samples were coded as BCX, where X corresponds to the

concentration of beeswax in the coating solution.

4.2.3 Characterization of the Trays

4.2.3.1 Confocal Raman spectroscopy

Raman spectra of samples were recorded on a WITec Confocal Raman
Microscope System alpha300+. The excitation wavelengths were at 532 and 785 nm.
The Raman images were obtained in different thicknesses of the sample and
associated with the Raman spectra using a confocal microscope (objective Zeiss EC

100x of field, numerical aperture (NA) of 0.90, working distance (WD) of 0.31 mm).
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4.2.3.2 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

The samples were dried in a desiccator containing anhydrous calcium
chloride (CaCl2) prior to the analyses. The Fourier transform infrared (FT-IR) spectra
were obtained with an FT-IR spectrophotometer (IRPrestige-21, Shimadzu, Japan)
through KBr pellets. The analyses were performed on the Fourier transform mid-
infrared zone with wavenumbers ranging from 4,000 to 400 cm™ and a spectral

resolution of 2 cm*. Thirty-two scans were performed on each sample.

4.3 RESULTS AND DISCUSSION

4.3.1 Confocal Raman Spectroscopy

Figure 1 shows the Raman spectra of solid samples of the beeswax, PLA,
and starch. The spectra of the solid materials were used to check the nature of the
material, based on the characteristic frequencies, and for the beeswax the
frequencies at 1463, 1441, 1419 and 1296 cm correspond to the CH2 deformations
and the band at 1173 cm is due to the C-C stretching (Edwards et al., 1996;
Zimnicka and Hacura, 2006). The band of several esters of acetic acid, sulfonic acid,
which are the main components of beeswax, was verified at 1132 cm™, which
corresponds to the C-O-C and C-C stretching mode. The band at 1064 cm™ is
relative to the Si-O stretching due presence of the silicon compounds (Zimnicka and
Hacura, 2006).

In the Raman spectrum of PLA (Figure 1b), the band associated with
stretching of the carbonyl group (C=0) was observed at 1771 cm™. The bands at
1454 and 1387 cm* correspond to the CHs asymmetric and symmetric deformations
mode, respectively (Jarmelo et al., 2012; Vano-Herrera et al., 2015). The C-H
deformation had a band at 1298 cm™, CHs rocking modes at 1128 cm*, C-O-C bond
stretching at 1097 cm™ and the stretching vibration of the C-C at 1045 cm™. The C-
COO stretching was responsible for the very strong band at 874 cm™ and has been
assigned to semicrystalline and amorphous polymers (Auras et al., 2010; Jarmelo et
al. 2012; Vano-Herrera et al., 2015).
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Figure 1 - Raman spectra of beeswax (a), PLA (b) and starch (c)
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In Figure 1c the Raman frequencies between 800 and 1500 cm™ are
characteristic of polysaccharides (amylose, amylopectin, and starch) and mainly
originate from the vibrational state of its monomer glucose unit (Kizil et al., 2002).
The Raman band at 479 cm is attributed to the vibrations of the pyranose ring in the
glucose unit of starch. The band at 867 cm is assigned to the C(1)-H and CH:2
deformation, and the 944 cm band is related to the skeletal modes vibrations of a-
1,4 (C-O-C) glycosidic bonds. Raman band at 1087 cm could be attributed to the C-
O-H deformation, the band at 1132 cm was attributed to the contribution of two main
vibrational modes: C-O stretching and C-O-H deformation and at 1265 cm to the
side chain related CH20H, that is characteristic of the V-form amylose. The band at
1344 cmis due to C-H deformation, and the bands at 1380 and 1460 cm™ were
attributed to CHz deformation (Kizil et al., 2002; Wang et al., 2015).

Figure 2 shows the Raman spectra of the surface BCO tray, with a
highlight at the region around 1770 cm (insert b) and a highlight at the same region
of the PLA Raman spectra (insert a).

No significant variations were observed in the starch bands, at 483, 942,
1085, 1133, 1340 and 1389 cm, and at 875, 1045, 1296, 1458 and 1775 cm,
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relative to PLA. However, as can be seen in the highlight of the region around 1770
cm™ (Figure 2 - Insert a), the band referring to the C=0 stretch of the PLA presents
three distinct bands in 1756, 1771 and 1779 cm, that suffer displacement and
variation of the same relative intensity in the spectrum BCO sample, where two well-

defined bands were observed in 1766 and 1778 cm™! (Figure 2 - Insert b).

Figure 2 - Raman spectra of BCO tray.
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According to the structure of these compounds, it can be considered weak
hydrogen bonds interaction between the starch groups and carbonyl of the PLA.

Figure 3 shows the Raman spectra of the BC1 tray at different points,
depending on the thickness of the sample. The image was obtained simultaneously
with the Raman spectra, and the characteristic spectral variations of the compounds
studied were then selected. The color variation close to point A (red) indicates that
the spectra referring to beeswax were predominant and in the area corresponding to
blue color where the points B and C are located, the frequencies observed were
associated with PLA and starch.



75

Figure 3 - Raman spectra associated with the image in different thickness of the BC1

tray.
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The point A (Figure 3) is close to the interface between the tray (TPS/PLA)
and the coating (beeswax emulsion), and it was observed that the 1296 cm™ band
previously assigned to the CH: deformation in the wax spectrum decreased in
intensity and shifted to 1299 cm* and the 1441 cm band also attributed to the CH>
deformation shifted to 1445 cm™. The characteristic bands of starch were not
observed in this spectrum, and the frequency related to the carbonyl of the PLA
structure was observed at 1768 cm. This result may indicate that there is a weak
interaction between beeswax and PLA by hydrogen bonding.

Raman spectra and image of the BC2 tray as a function of sample
thickness are showed in Figure 4. There was a predominance of beeswax
characteristic bands (Figure l1la) at the point A (Figure 4), which did not suffer
displacement. Only the band at 1296 cm appears, as previously observed, with low
relative intensity compared to the beeswax spectra and the low-intensity bands
related to PLA at 875 cm™ and starch at 481 cm™.

Point B is the interface between the beeswax layer and the PLA and TPS
blend. At this point a shoulder was observed at 1457 cm™ (Figure 4 - Insert b), which
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may be related to the CHz asymmetric deformation of PLA and/or with an interaction
between the C=0O group of PLA by hydrogen bonding with beeswax CH2 group,
because in the beeswax Raman spectra this band was not observed (Figure 4 -

insert c).

Figure 4 - Raman spectra associated with the image in different thickness of the BC2

tray.
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At point C, which is also an interface between beeswax layer and the
TPS/PLA blends, the shoulder was not observed at 1457 cm™, even with the
presence of characteristic bands of all the compounds involved.

At points D and E, the PLA and starch spectra were predominant, but the
1443 and 1465 cm bands were characteristics of beeswax and the band at 1457
cm?® was related to PLA. The band at 1457 cm! presented relative intensity to the
band at 874 cm™ similar to the pure PLA spectra (Figure 2).

Figure 5 shows the Raman spectra and image of the BC3 tray, as a
function of sample thickness. At point A, the characteristic bands of beeswax were

observed, as observed at point A of Figure 4 (BC2 tray). At point B, despite the



77

increased intensity of the starch and PLA bands, the beeswax bands had the same

characteristic frequencies.

Figure 5 - Raman spectra associated with the image in different thickness of the BC3
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At point C it was observed that the starch bands were more intense than
the PLA bands, but still, the beeswax bands were observed at 1064, 1441 and 1463
cm™. Similarly, at the point D, both PLA and starch characteristic bands were

observed.

4.3.2 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR)

Figure 6 shows the FT-IR spectra of BCO, BC1, BC2 and BC3 trays.

The region of the wavenumber around 3420 cm™ can be attributed to the hydrogen

interactions due to the presence of hydroxyl groups in the starch, glycerol and in the

ends of the PLA chain (Shirai et al., 2013), as well as in the compounds present in

beeswax (O-H stretching).
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Peaks near 2900 and 2850 cm™ correspond to C-H stretching (Pavia,
2001; Vercelheze et al., 2012) present in starch, PLA, glycerol, and BW. The
intensities of these peaks, in the case of aliphatic compounds, increase with the
carbonic chain length (Barbosa, 2007). The peak intensities were higher for coated
trays with BW solution, probably due to the aliphatic hydrocarbons characteristic of
the BW.

Bands around 1750 cm™ correspond to the carbonyl group stretching
(C=0) which is present in the structure of the PLA (Shirai et al., 2013; Wang et al.,
2007) and around 1740 and 1720 cm™ are attributed to the aliphatic aldehydes
(C=0) (Barbosa, 2007) present in BW. There was a coalescence of these peaks,

probably due to the weak PLA-BW interactions.

Figure 6 - FTIR spectra of BCO, BC1, BC2 and BC3 trays.
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The band in the range of 1630 cm™ can be attributed to the O-H angular

deformation, probably due to the water absorbed by KBr, because it is very



79

hygroscopic (Barbosa, 2007) and the near peak at 1460 cm™ corresponds to the
symmetrical angular deformation of CH2 (Barbosa, 2007).

Bands between 1300 and 1000 cm™ are attributed to C-O bond
stretching (Pavia, 2001). In this region, there are characteristic peaks of starch,
referring to C-O-C bond stretching. These peaks can be attributed of the glucose ring
O-C stretch (Ning et al., 2007). Bands around 725-720 cm™ correspond to the
asymmetric angular deformation of CH2 group, being evident in long chain
compounds (Barbosa, 2007).

Differences were observed between the spectra, because there was an
increase in the peaks intensity when the coating was present, besides the
characteristic peaks of the beeswax. It was possible to observe by the spectra weak

interaction between PLA and BW.

4.4 CONCLUSION

The characterization of the TPS/PLA biodegradable trays revealed that
despite the low compatibility between starch (hydrophilic) and PLA (hydrophobic)
there was interaction by hydrogen bonding between the starch and PLA carbonyl
group, characterizing them as an immiscible blend. The BW showed weak interaction
with PLA, but this interaction was sufficient to provide a good adhesion of the BW on
the surface of the trays, reducing their hygroscopicity and enabling a commercial

scale production of this biodegradable trays type.
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CAPITULO IV

5 EFEITO DO REVESTIMENTO COMESTIVEL E DA EMBALAGEM
BIODEGRADAVEL SOBRE AS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E
MICROBIOLOGICA DE TOMATE-CEREJA (Solanum Lycopersicum var.
cerasiforme) PROVENIENTES DE PRODUCAO ORGANICA

Resumo

Foram estudas as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de tomates-
cereja, provenientes de sistema de producdo organica, revestidos com goma arabica
e contendo natamicina como antimicrobiano durante o armazenamento a 20 °C por
30 dias. Os frutos foram embalados em bandejas biodegradaveis de amido/poli
(acido latico) revestidas com cera de abelha e em bandejas sem revestimento.
Foram determinadas a perda de massa, cor, firmeza, teor sdlidos sollveis, acidez
titulavel, pH e contagem de bolores e leveduras dos tomates-cerejas e as
propriedades mecanicas das bandejas. O revestimento ndo ficou uniformemente
distribuido sobre a superficie dos tomates-cerejas e néo foi eficaz na reducdo de
contagem de bolores e leveduras. O revestimento comestivel retardou a perda de
firmeza, reducdo da acidez titulavel e alteracdo da cor de tomates-cerejas em
comparacdo com os frutos sem revestimento até o 8° dia de armazenamento.
Entretanto do 8° ao 30° dia de armazenamento nao foi observada diferenca entre os
frutos com e sem revestimento. O revestimento tem potencial para estender a vida
de prateleira de tomates-cerejas, porém sdo necessarios estudos adicionais para
melhorar a distribuicdo do revestimento no fruto. As bandejas apresentaram estaveis
durante todo o periodo de armazenamento, sem alteracdes significativas nas suas
propriedades mecanicas, sendo possivel substituir as embalagens a base de
petréleo por biodegradaveis sem prejudicar a qualidade do produto embalado.

Palavras-chave: antifiingico; embalagem biodegradavel; filme comestivel.

5.1 INTRODUCAO

A producdo e comercializacdo do tomate-cereja (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) no Brasil tém crescido nos ultimos anos (SEAB,
2016), este se caracteriza por seu tamanho reduzido, sabor adocicado, textura firme
e coloracdo vermelha atrativa, devido ao elevado teor de licopeno (LENUCCI et al.,
2006; SILVA et al., 2011). O tomate-cereja € um fruto climatérico que tem uma vida
de prateleira limitada, variando de cinco a sete dias dependendo do momento da

colheita, sendo altamente susceptivel a injurias mecanicas e deterioracdo (podridao)
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pés-colheita causada por microrganismos (ALl et al.,, 2010; GUERREIRO et al.,
2016; TRONCOSO-ROJAS et al., 2013).

A aplicacdo de revestimentos semipermedaveis indica melhora na
vida de armazenamento de frutas e legumes (CHIEN; SHEU; LIN, 2007; JIANG et
al., 2013; OJAGH et al., 2010). Revestimentos comestiveis podem estender a vida
atil de frutas e hortalicas, reduzindo a perda de umidade e taxa de respiragéo,
impedindo danos fisicos e melhorando a aparéncia do produto, além de nao
agredirem o meio ambiente. Estes revestimentos sdo normalmente baseados em
polissacarideos, proteinas e lipidios, isoladamente ou em combinacdo (ALI et al.,
2010, FAGUNDES et al., 2014). A goma arabica (goma acéacia) (GA) € um coloide
vegetal obtido da exsudacéo de arvores de acacias (BEMILLER; HUBER, 2010) e é
empregada extensivamente no setor industrial devido as suas propriedades de
emulsificacdo, formacgédo de filme e encapsulacdo (MOTLAGH et al., 2006) e tem
sido utilizada em diversos trabalhos como revestimento comestivel (ALl et al., 2010;
JIANG et al, 2013; MAQBOOL et al., 2011).

Ali et al. (2010) usaram 10% de goma arabica como revestimento
comestivel em tomates armazenados a 20 °C, e o processo de amadurecimento foi
adiado e a vida de armazenamento dos tomates foi estendida. Magbool et al. (2011)
também sugeriram a utilizacdo de 10% de goma arabica combinada com éleo de
canela a 0,4% como biofungicida para controlar antracnose pos-colheita em frutos
tropicais como banana e mamao.

A natamicina (NA) € um agente antifingico natural produzido por
Streptomyces natalensis e possui atividade contra amplo espectro de bolores e
leveduras, porém ndo apresenta atividade contra bactérias (WELSCHER et al.,
2007). O mecanismo de acdo da natamicina é resultante da sua ligagdo com
moléculas de esterdis na membrana celular fangica, causando disturbios nos
processos celulares (LINDSAY, 2010). E um dos poucos antiflingicos reconhecido
pela FDA como um aditivo alimentar e classificado como um composto GRAS
(Generally Regarded As Safe), e € amplamente utilizada na industria de alimentos
como um conservante alimentar natural para a prevencdo da contaminacdo de
bolores em bebidas, queijos, frutas, carnes curadas e salsichas (CHEN; LU; DU,
2008; CONG, ZHANG; DONG, 2007; DELVES-BROUGHTON; THOMAS;
WILLIAMS, 2006).
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Geralmente os tomates-cereja sdo comercializados em bandejas
produzidas com materiais ndo renovaveis (poli (tereftalato de etileno) ou poliestireno)
e essas embalagens podem levar varios anos para se degradar, gerando acumulo
de residuos no meio ambiente. Portanto, o uso de embalagens biodegradaveis é
uma alternativa para embalagens plasticas e tem sido encorajado em diversos
trabalhos (CHEA et al, 2015; DEBIAGI et al, 2014; KAISANGSRI,
KERDCHOECHUEN; LAOHAKUNJIT, 2014; VERCELHESE et al.,, 2012). O poli
(acido latico) (PLA) é um polimero biodegradavel que € sintetizado a partir do acido
latico (AURAS; SINGH; SINGH, 2006), no entanto, € um polimero mais caro (~US$
3,00/kg) que os convencionais (polietileno de baixa densidade - ~US$ 1,55/kg e
polipropileno — ~US$ 1,70/kg). Uma alternativa para reduzir o custo € utilizar blendas
do PLA com polimeros naturais, como o amido, que tem custo mais baixo, €&
biodegradavel e proveniente de fonte renovavel (MARTIN; AVEROUS, 2001; REN et
al., 2009; SHIRAI et al., 2013; SHIRAI et al., 2015).

O objetivo do trabalho foi estudar o efeito do revestimento comestivel
de goma arabica contendo natamicina como antimicrobiano sobre as caracteristicas
fisicas, quimicas e microbiolégicas de tomate-cereja durante o armazenamento a 20
°C. Foram estudadas também as propriedades mecéanicas das bandejas
biodegradaveis revestidas e néo revestidas com cera de abelha, utilizadas para

embalar os tomates ao longo da armazenagem.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Preparacdo, Tratamento e Armazenamento das Amostras

Os tomates-cerejas (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)
provenientes de sistema orgéanico de producao, foram colhidos em abril de 2016, no
estadio de maturacao verde-maduro, e adquiridos de um produtor da microrregido de
Londrina-PR (Ibipora-PR, Brasil, 23 ° 17’ de latitude sul e 51 ° 0,3’ de longitude
oeste), acondicionados em caixas plasticas e transportados para o laboratério do
Departamento Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de
Londrina. Todos os tomates foram selecionados com base no mesmo estagio de

maturacgdo, tamanho uniforme e auséncia de danos fisicos e podriddes.
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As bandejas foram produzidas com amido de mandioca nativo (17% de
amilose) (Tereos Syral do Brasil, Brasil), poli (acido latico) (PLA) (4043D INGEO,
NatureWorks LLC, Cargill, EUA) e glicerol (Dinamica, Brasil). O filme para recobrir as
bandejas com os tomates foi produzido com poli (adipato co-tereftalato de butileno)
(PBAT) (Basf, Alemanha) com o nome comercial Ecoflex®. Para revestir as
bandejas foram utilizados: cera de abelha (CA), gentiimente cedida pela APOMEL
(Associacdo dos produtores de mel de Ortigueira— PR, Brasil), alcool etilico P.A.
(Exodo Cientifica, Brasil) e Tween 80 (CAAL, Brasil). Para revestir os tomates foram
utilizadas goma arabica (GA) (Synth, Brasil), glicerol (Dinamica, Brasil) e natamicina
(NA) (Coalhopar, Brasil).

As bandejas foram produzidas de acordo com trabalho anterior
(Capitulo 1) selecionando as duas melhores formulacdes — bandeja controle (BC) e
bandeja revestida com 1% de cera de abelha (BR).

A solucdo de goma arabica (10%) e natamicina (0,02%), contendo
glicerol como plastificante (1%) foi agitada em agitador magnético (Biomixer, Brasil)
a temperatura ambiente por 1 h para completa disperséo, entdo os tomates-cerejas
foram mergulhados na solugdo durante 5 min e colocados sobre uma peneira
plastica com ventilador em baixa velocidade por 30 min de acordo com Jiang et al.
(2013), em seguida os frutos foram colocados nas bandejas (12 frutos por bandeja,
em duplicata). As bandejas contendo os frutos foram envoltas com filme de PBAT
(114 + 46 pm) contendo 4 furos com 5 mm de diametro cada e armazenadas durante
30 dias a 20 £ 1 °C. Os dados foram registrados no dia O e em intervalos de 4 dias
durante 12 dias e depois em intervalos de 5, 6 e 7 dias até completar 30 dias.

Foram utilizados quatro tratamentos diferentes dispostos em
delineamento inteiramente casualizado: (1) tomate-cereja sem revestimento (TC) e
bandeja sem revestimento (TC-BC), (2) tomate-cereja revestido com GA+NA (TR) e
bandeja sem revestimento (TR-BC), (3) tomate-cereja sem revestimento (TC) e
bandeja revestida com 1% de cera de abelha (TC-BR) e (4) tomate-cereja revestido
com GA+NA (TR) e bandeja revestida com 1% de cera de abelha (TR-BR).
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5.2.2 Perda de Massa

As amostras de tomate-cereja (12 frutos por replicata) foram pesadas
no dia 0 e no final de cada intervalo de armazenamento. A perda de massa foi

expressa como a porcentagem de perda de massa em relacdo a massa inicial.

5.2.3 Cor

Os parametros de cor L*, a* e b* foram obtidos no sistema CIELAB,
onde o parametro L* corresponde a luminosidade, a* componente vermelho-verde e
b* componente amarelo-azul, utilizando um colorimetro digital (Konica Minolta,
modelo CR-400, Brasil). Foram utilizados 21 frutos de cada amostra e as medidas

foram tomadas em 2 pontos diferentes do tomate.

5.2.4 Firmeza

No teste de compressado foram utilizadas 8 repeticbes de cada
tratamento. O tomate-cereja foi colocado sobre a base do texturdmetro (Stable Micro
System, modelo TA TX2i, Inglaterra) e comprimido com uma sonda cilindrica com
ponta de sec¢do plana de 35 mm de diametro e paralela a base. A compresséao foi ho
sentido da porcédo equatorial do tomate-cereja até 8 mm, com velocidade de 1 mm/s,
suficiente para provocar o rompimento da casca de acordo com Borges et al. (2012).

Foi determinada a forca maxima no rompimento (N).

5.2.5 Teor de Sdlidos Soluveis (TSS), Acidez Titulavel (AT) e pH.

Os tomates-cerejas de cada tratamento foram moidos em um mixer
(Mondial, Brasil) e o suco dos frutos foram utilizados para determinar o teor de
sélidos soluveis (TSS) usando um refratdmetro digital (ATAGO, modelo PAL-04S,
Japao). A acidez titulavel (AT) foi realizada por titulometria de neutralizacdo de
acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008) e expressa em g acido citrico/
100 g de tomate-cereja, e o pH foi medido com potencidmetro digital de bancada

(Hanna Instruments, modelo HI 3221, Brasil) padronizado com solu¢des padréo de
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pH 4,0 e pH 7,0 diretamente no suco de tomate-cereja. O indice de maturidade (IM)
foi calculado como a razdo entre o TSS e a AT.

5.2.6 Andlise Microbiolégica

Para cada tratamento foi realizado a contagem de bolores e leveduras
de acordo com Brasil (2003). Vinte e cinco gramas de tomates-cerejas foram
removidos assepticamente de cada bandeja e diluiu-se em 225 mL de agua
peptonada 0,1%. As amostras foram homogeneizadas em uma mesa agitadora
(Marconi, modelo MA140/CFT) a 220 rpm por 5 min. Diluicdes em séries (101 - 107)
foram feitas em tubos de diluicdo pegando 1,0 mL com 9,0 mL de agua peptonada
0,1%. Foi utilizado agar batata dextrose (HiMedia Laboratories, india) acidificado
com acido tartarico (Qhemis, Brasil) (pH 3,5). As condi¢des de incubacgédo foram 25
°C por 5-7 dias.

5.2.7 Propriedades Mecanicas

Os testes de tragcédo para as bandejas foram realizados de acordo com
0o método da ASTM D-882-02 (2002), utilizando um texturbmetro (Stable Micro
System, modelo TA TX2i, Inglaterra) e velocidade de tracdo de 0,8 mm/s. Foram
utilizadas 8 amostras de cada tratamento de cada dia de armazenamento. E as
amostras foram condicionadas em 53% de Umidade Relativa (UR) (solucéo saturada
de Mg(NOs)2) e 25 °C, por 48 horas antes da realizagdo dos ensaios. As
propriedades medidas foram resisténcia a tracdo (MPa), alongamento na ruptura (%)

e modulo de Young (MPa).
5.2.8 Analise Estatistica
Os dados foram analisados com auxilio do software Statistica 8.0

(Statsoft, EUA), utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Perda de Massa

A perda de massa dos tomates-cerejas apresentou um comportamento
linear em func&o do tempo de armazenamento a 20 °C (Figura 1). As taxas de perda
de massa foram de 0,365 e 0,409 %.dia!, para os tratamentos TC-BC e TC-BR,
respectivamente, e 0,560 e 0,610 %.dia’ para os tratamentos TR-BC e TR-BR,
respectivamente. As taxas de perda de massa dos tomates revestidos (TR) foram
superiores as do tomate sem revestimento (TC), provavelmente devido ao fato dos
tomates revestidos terem perdido parte da sua cuticula durante o processo de
revestimento, pois a cuticula serve de protecdo quanto a perda de agua das
estruturas vegetais. Além disso, o revestimento ndo foi suficiente para repor a

protecdo dada pela cuticula, pois o0 mesmo néo ficou uniformemente aderido ao
tomate.

Figura 1 - Efeito do revestimento de goma arabica e natamicina e da embalagem

sobre a perda de massa de tomates-cereja durante 0 armazenamento.
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De acordo com a literatura, tomates-cerejas revestidos com
oligossacarideos (WU, LU, WANG, 2016) e tomates revestidos com goma arabica
(ALI et al., 2010) apresentaram menor perda de massa em relacdo ao produto nao
revestido, entretanto no presente trabalho este efeito ndo foi observado.

No final do armazenamento, o0s tomates-cerejas revestidos
apresentaram perda de massa de 16,8 a 19,4%, respectivamente aos tratamentos
TR-BC e TR-BR enquanto os tomates-cereja sem revestimento tiveram perda de
massa ao redor de 12% (TC-BC e TC-BR). Essa perda de massa causou O
enrugamento da superficie, amolecimento e aparéncia menos atrativa do produto.
Koide e Shi (2007) relataram que perdas de massa maiores que 5% causariam
reducado no valor de varejo de produtos frescos, valores estes atingidos apds 12 dias

para os tratamentos TR-BC e TR-BR e 17 dias para os tratamentos TC-BC e TC-BR.

5.3.2 Cor

Como ilustrado na Figura 2, a Iluminosidade (L*) diminuiu
gradativamente ao longo do tempo de armazenamento de 44,2 +2,1a 37,2+ 12 e
os tipos de tratamento n&o tiveram influéncia significativa nos valores de L*. A
diminuicdo de L* durante a armazenagem provavelmente esta relacionada com a
perda de massa.

No tempo zero os tomates-cereja revestidos (TR) apresentaram um
aspecto brilhante e ao longo do armazenamento a mudanca de cor nos tomates-
cereja nao revestidos (TC) foi mais rapida, sendo que eles alcancaram coloracdo
vermelha apdés 4-8 dias de armazenamento. J4 os TR ficaram vermelhos ap6s 12-17
dias, e no final do armazenamento ainda havia alguns TR esverdeados e
amarelados (dados ndo mostrados). Resultados similares foram encontrados por Ali
et al. (2010), ao estudarem tomates revestidos com goma arabica (GA)
armazenados a 20 °C. Para esses autores a GA proporcionou uma barreira contra a
producdo de etileno e a troca de gases entre ambientes internos e externos, e,
consequentemente, atrasou o amadurecimento do fruto durante o armazenamento.
Oliveira et al. (2011) armazenaram tomates revestidos com biofilme de gelatina a 23
°C durante 7 dias e verificaram que o revestimento restringiu excessivamente a troca
de gases, pois os frutos apresentaram desordens fisiolégicas e ndo amadureceram

normalmente.
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Figura 2 - Efeito do revestimento de goma arébica e natamicina e da embalagem
sobre a cor de tomates-cereja durante o armazenamento.
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Os valores de b* independente do tratamento, diminuiram
significativamente ao longo do armazenamento, no entanto até o 4° dia os valores
de b* foram menores nos tomates-cereja revestidos e apds este periodo néo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. De acordo com Liu et
al. (2009), a diminuicdo dos valores de b* nos tomates reflete a biossintese de
licopeno e ap6s um determinado ponto esta correlacionado com a progressao do

amadurecimento.
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A razdo a*/b* dos frutos aumentou gradualmente ao longo do
armazenamento, sendo que 0s tomates-cerejas recobertos apresentaram menor
razdo a*/b* comparado com os tomates-cerejas ndo recobertos, sugerindo que o
revestimento retardou as mudancas de cor nos tomates.

Os frutos foram perdendo a cor verde, que é a caracteristica do
amadurecimento dos frutos, porém os tomates-cerejas revestidos demoraram mais
para perder a cor verde, e alguns ficaram amarelados, sugerindo que o revestimento

interferiu no amadurecimento normal dos frutos.

5.3.3 Firmeza

Em geral, a firmeza dos tomates-cereja de cada tratamento diminuiu
gradualmente com o tempo de armazenamento (Figura 3), assim como ocorreu em
outros trabalhos que estudaram a vida de prateleira de tomates (ALI et al., 2010;
WU, LU, WANG, 2016). O tecido do tomate-cereja torna-se mais macio devido a
alteracdes metabdlicas induzidas pela acdo enzimética e respiracdo (CHOI et al.,
2015), e de acordo com Yaman e Bayoindirli (2002), a medida que o processo de
amadurecimento dos frutos avanca, a despolimerizacdo ou o encurtamento do
comprimento da cadeia de substancias pécticas ocorre com um aumento nas
atividades das enzimas pectinesterase e poligalacturonase.

A reducédo na firmeza foi mais lenta nos frutos recobertos do que nos
frutos sem cobertura até o 4° e 8° dia para os tratamentos TR-BR (40,7 + 4,4 N) e
TR-BC (43,0 = 5,9 N), respectivamente, indicando o atraso do amolecimento devido
a cobertura. Nos demais dias de armazenamento ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos, variando de 36,4 + 4,4 N a 31,2 + 2,3 N. O revestimento com
GA+NA manteve a firmeza dos tomates-cereja, sugerindo que poderia ser um
método promissor para preservar a textura dos frutos por mais tempo em relacao
aos frutos ndo revestidos. Em estudos semelhantes, a reducéo da firmeza também
foi mais lenta para os frutos revestidos em comparacdo com os frutos sem
revestimento, armazenados a 20 °C, durante 20 dias (ALI et al., 2010) e 14 dias de
armazenamento (WU, LU, WANG, 2016).



94

Figura 3 - Efeito do revestimento de goma arébica e natamicina e da embalagem

sobre a firmeza de tomates-cereja durante o0 armazenamento.
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5.3.4 Teor de Sdlidos Soluveis (TSS), Acidez Titulavel (AT) e pH.

O teor de solidos soluveis se manteve praticamente constante ao longo
do armazenamento e sem apresentar diferencas significativas entre os tratamentos
(Figura 4a). Guerreiro et al. (2016) também relataram que o tempo de
armazenamento nao teve influéncia nos valores de TSS em tomate-cereja. Por outro
lado, Ali et al. (2010) observaram um aumento gradual no TSS durante o
armazenamento de tomates revestidos com goma arabica.

O indice de maturidade (razdo TSS/AT) (IM) oferece uma boa
indicacdo da maturacdo dos tomates (GUERREIRO et al., 2016) e através da Figura
4b foi possivel observar que os tomates foram amadurecendo ao longo do
armazenamento, no entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre

0s tratamentos.
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Figura 4 - Efeito do revestimento de goma arébica e natamicina e da embalagem
sobre (@) teor de sélidos soluveis e (b) indice de maturidade de tomates-cereja

durante o armazenamento.
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A acidez titulavel (AT) diminuiu enquanto o pH aumentou ao longo do
periodo de armazenamento, como mostram as Figuras 5a e 5b, respectivamente.

A queda da AT foi maior no dia 8 para os tratamentos TR-BC e TR-BR,
enquanto para os tratamentos TC-BC e TC-BR essa reducéo ja foi significativa no 4°
dia. No decorrer do armazenamento o valor de AT foi mais elevado nos frutos
recobertos, sugerindo que a concentracéo de acidos organicos foi maior nos tomates

tratados. Ali et al. (2010) relataram que AT mais baixas nos tomates sem
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recobrimento comparado com 0s tomates recobertos indica que o revestimento de

goma ardbica atrasou a maturacao proporcionando uma pelicula semipermeével em

torno do fruto.

Figura 5 - Efeito do revestimento de goma arébica e natamicina e da embalagem

sobre (a) acidez titulavel e (b) pH de tomates-cereja durante o armazenamento.
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Além disso, os revestimentos podem reduzir a atividade metabolica do

produto e, consequentemente, reduzir o consumo e/ou transformacédo dos acidos
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organicos (YAMAN; BAYOINDIRLI, 2002). Menor queda da acidez titulavel também
foi relatada para vérios frutos tratados com revestimentos e filmes comestiveis (ALI
et al., 2010; TANADA-PALMU; GROSSO, 2005; YAMAN; BAYOINDIRLI, 2002).

O pH aumentou durante o armazenamento e esse aumento tem sido
descrito por outros autores (RODRIGUEZ-LAFUENTE; NERIN; BATLLE, 2010),
todavia, ndo foram encontradas diferencas significativas nos valores de pH entre os
tratamentos. De acordo com Garcia et al. (2014) a mudanca no pH pode ser

atribuida as alteracdes metabdlicas e a perda de agua nos tomates.

5.3.5 Andlise Microbioldgica

As alteracdes na populacdo de bolores e leveduras para os quatro
tratamentos sdo apresentadas na Figura 6. A carga inicial de bolores e leveduras foi
em torno de 2,0 log UFC/g para todos os tratamentos.

A contagem de bolores e leveduras aumentou ao longo do
armazenamento, porém, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,
atingindo uma contagem ao redor de 7,0 log UFC/g apés 23 dias de
armazenamento. Salientando que a legislacdo brasileira ndo especifica um limite
para a contagem de bolores e leveduras em tomate. A cobertura de GA+NA nao foi
eficaz para reduzir e/ou retardar a contagem de bolores e leveduras em tomates-
cerejas armazenados a 20 °C, provavelmente devido a cobertura ndo uniforme nos
frutos.

Jiang et al. (2013) mostraram que o0 revestimento com GA+NA em
cogumelos foi eficaz para reducdo de contagem de bolores e leveduras atingindo
contagem de 7,2 log UFC/g nos cogumelos controle e 2,3 log UFC/g nos cogumelos
revestidos em 16 dias de armazenamento a 4 °C. Cong, Zhang e Dong (2007)
relataram que filmes de quitosana-natamicina reduziram o desenvolvimento de
fungos em melées Hami armazenados a 30 °C por 20 dias. Duran et el. (2016)
relataram que filmes de quitosana-natamicina reduziram a contagem de bolores e
leveduras em morangos a 4 °C por 40 dias.

Os tomates-cereja apresentaram col6nias de mofos visiveis a olho nu
apos 23 dias de armazenamento e as bandejas BC apresentaram alguns pontos
escuros, indicando a presenca de mofo em 12 dias, enquanto que nas bandejas BR

iSso ocorreu apos 17 dias de armazenamento.



98

Figura 6 - Efeito do revestimento de goma arébica e natamicina e da embalagem
sobre a contagem de bolores e leveduras de tomates-cereja durante o

armazenamento.
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5.3.6 Propriedades Mecéanicas

Através de estudos anteriores (Capitulo Il) optou-se por utilizar 2 tipos
de bandejas, a fim de verificar se as mesmas resistiiam ao periodo de
armazenamento. As propriedades mecéanicas das bandejas foram determinadas
durante todo o periodo de armazenamento, como pode ser observado na Figura 7.

As bandejas resistiram aos 30 dias de armazenamento até mesmo
guando os tomates estavam se deteriorando, as bandejas revestidas com cera de
abelha (BR) apresentaram-se mais firmes (avaliagdo subjetiva) do que as bandejas
sem revestimento (BC), porém sem apresentar diferenca estatistica significativa nas

propriedades mecanicas avaliadas.



Figura 7 - Propriedades mecéanicas das bandejas durante o periodo de
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A resisténcia a tracdo das bandejas ndo se alterou ao longo do

armazenamento (Figura 7a) com valores ao redor de 11 MPa, semelhante ao

trabalho anterior (Capitulo 11). Os valores de alongamento na ruptura e o médulo de
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Young (Figuras 7b e 7c, respectivamente) apresentaram oscilacdo entre os dias de
armazenamento, porém ndo houve diferencgas significativas entre os tratamentos.

Como mencionado anteriormente (item 5.3.5) as bandejas BC
apresentaram colbnias visiveis de mofos em sua superficie primeiro que as bandejas
BR, pois as bandejas BR, devido a cobertura com cera de abelha, apresentavam
menor higroscopicidade.

5.4 CONCLUSAO

O revestimento apresenta potencial para estender a vida de prateleira
de tomates-cerejas, porém sdo necessarios estudos adicionais para melhorar a
distribuicdo do revestimento sobre o fruto.

O tipo de bandeja biodegradavel (com e sem revestimento com cera de
abelha) utilizado para embalar os tomates nao interferiu nas caracteristicas fisicas,
guimicas e microbiolégicas dos frutos. Ambas as embalagens apresentaram estaveis
durante todo o periodo de armazenamento, sem alteracdes significativas nas suas
propriedades mecanicas, sendo possivel substituir as embalagens a base de
petréleo por biodegradaveis sem prejudicar a qualidade do produto embalado.
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CAPITULO V

6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel produzir bandejas biodegraddveis de TPS/PLA por
extrusdo plana, calandragem e termoprensagem, e também revestir as bandejas
com emulsao cera de abelha, porém, com o aumento do teor de cera de abelha (2 e
3%) no revestimento as bandejas apresentaram-se pegajosas, entretanto, a bandeja
revestida com 1% de cera de abelha né&o ficou pegajosa e apresentou melhores
propriedades mecéanicas e baixa permeabilidade ao vapor de agua, sendo possivel
sua producdo em escala comercial. Apesar da baixa interacdo entre amido
(hidrofilico) e PLA (hidrofébico), houve interacdo por ligacdo de hidrogénio entre as
hidroxilas do amido e a carbonila do PLA, caracterizando-os como uma mistura
imiscivel. A cera de abelha apresentou fraca interacdo com PLA, mas essa interacao
foi suficiente para proporcionar uma boa adesao da cera de abelha na superficie das
bandejas. O revestimento com cera de abelha é uma técnica interessante para
reduzir a permeabilidade ao vapor de &gua de materiais biodegradaveis
higroscépicos.

O revestimento de goma ardbica com natamicina apresenta potencial
para estender a vida de prateleira de tomates-cerejas, porém s&80 necessarios
estudos adicionais para melhorar a distribuicdo do revestimento sobre o fruto.

O tipo de bandeja biodegradavel (com e sem revestimento com cera de
abelha) utilizado para embalar os tomates nao interferiu nas caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas dos frutos. Ambas as embalagens apresentaram estaveis
durante todo o periodo de armazenamento, sem alteracdes significativas nas suas
propriedades mecéanicas. Portanto, € possivel substituir as embalagens a base de

petréleo por biodegradaveis sem prejudicar a qualidade do produto embalado.
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Figura 1 — Chapas planas de TPS/PLA. (Capitulo I1)

—X

Figura 2 — Bandejas de TPS/PLA revestidas com cera de abelha, (a) BCO; (b) BC1;
(c) BC2; (d) BC3. (Capitulo II)
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Figura 3 — Tomates-cereja embalados e armazenados a 20 °C (inicio do

experimento). (Capitulo 1V)

Figura 4 — 4 dias de armazenamento, (a) e (b) tomates sem revestimento; (c) e (d)

tomates revestidos. (Capitulo 1V)
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Figura 5 — 17 dias de armazenamento, (a) e (b) tomates revestidos; (c) e (d) tomates

sem revestimento. (Capitulo 1V)

Figura 6 — 30 dias de armazenamento, (a) e (b) tomates sem revestimento; (c) e (d)

tomates revestidos. (Capitulo 1V)
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