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RESUMO

Os filmes a base de hidrocéloides e lipidios apesar de serem consideradas inovagdes
tecnoldgicas, vém sendo estudados desde meados dos anos 90 como substitutos em potencial
dos polimeros sintéticos. Este trabalho objetivou desenvolver filmes compostos em
monocamada (Ms) e bicamadas (Bs), com incorporacdo de éster de monoglicerideo de dcido
acético (MGA) em diferentes concentracdes e, 6leo essencial de alecrim-pimenta, Lippia
sidoides, para aplicabilidade em alimentos com alto teor de umidade. Em experimento prévio,
determinou-se o percentual de 40% (m/m) de plastificante (D (-) sorbitol) para formacgao de
filme composto (amido+lipidio). Com base neste filme, elaborou-se um delineamento
experimental, utilizando-se plastificante e, diferentes concentracoes de MGA (0 a 20%, m/m).
Os filmes foram desenvolvidos através de casting, com espessura de 0,8 mm e secos a
temperatura ambiente (25 °C = 1 °C) entre 12-15 horas. Foram realizados teste de difusdo em
agar; propriedadefisica (cor, opacidade, espessura, umidade e solubilidade); morfolégica
(tamanho médio, polidispersividade — PDI, potencial zeta, microscopia eletronica de
varredura — MEV, e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier — FT-IR);
barreira (permeabilidade ao vapor de dgua — PVA); ensaios mecanicos (resisténcia a tragdo —
RT, elongacdo de ruptura — ER — e mddulo de eldstico — ME); termoanalitica (calorimetria
diferencial de varredura — DSC). Acredita-se que os filmes tenham apresentado acgado
bacteriostitica nos micro-organismos estudados (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, P.
aeruginosa e S. Typhimurium). A cor apresentou diferenca estatistica (p<0,05) entre os filmes
mono e bicamadas. A opacidade, apresentou variagdes de 214,74 a323,12 A.nm (Ms) e,
161,69 a411,54 A.nm (Bs), exceto para os tratamentos com 10% e 15% de lipidio que ndo
variaram estatisticamente (p<0,05) entre Ms e Bs. A espessuraresultou em uma diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, variando 12% (Ms) e 48% (Bs). Os filmes
apresentaram baixa solubilidade em meioaquoso, sem que houvesse a separacdo das camadas.
Os filmes Bs apresentaram estabilidade das solucdes filmogénicas, associado a interacdes
eletrocinéticas de interacdo entre as camadas, baixa solubilidade (16%), resisténcia térmica,
PDI entre 0,35-0,53; PVA em torno de 2,232 g.mm/kPa.h.m?, cujos ensaios
mecanicosdemonstraramque os filmes Bs s@o rigidos e com baixa elasticidade em relacio aos
filmes Ms, evidenciando perspectiva de desenvolvimento de uma embalagem ndo flexivel,
com potencial de aplicacdo em alimentos com alto teor de umidade.

Palavras-chave: biopolimero, tecnologia de alimentos, alimentos-conservacao.
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ABSTRACT

Hydrocolloid and lipid-based films although they are considered technological innovations,
have been studied since the mid-90s as potential replacements for synthetic polymers. This
study aimed to develop composite films monolayer (Ms) and bilayers (Bs), with incorporation
of acetic acid ester of monoglyceride (MGA) in different concentrations and rosemary
essential oil peppermint, Lippia sidoides, for applicability in foods with high moisture
content. In a previous experiment, it was determined the percentage of 40% (w / w) of
plasticizer (D (-) sorbitol) for composite film formation (starch + lipid). Based on this film, it
was prepared an experimental design, using plasticizer and various concentrations of AMS (0
to 20% w / w). The films were developed through casting with a thickness of 0.8 mm and
dried at room temperature (25 °C £ 1 °C) 12-15 hours. Diffusion tests were performed on
agar; physical properties (color, opacity, thickness, moisture and solubility); morphological
(medium size, polydispersity — PdI — zeta potential, scanning electron microscopy - SEM,
infrared spectroscopy and Fourier transform - IS-FT); barrier (permeability to water vapor -
PWYV); mechanical tests (tensile strength - TS, rupture elongation - RE - and elastic modulus -
EM); termoanalitica (differential scanning calorimetry - DSC). It’s believed that the films
have shown a bacteriostatic studied in microorganisms (S. aureus, L. monocytogenes, E. coli,
P. aeruginosa and S. Typhimurium). Color analysis showed statistical significance (p<0.05)
between mono and bilayer films. The opacity, showed variations from 214.74 to 323.12 A.nm
(Ms) and 161.69 to 411.54 A.nm (Bs), except for the treatments with 10% and 15% lipid that
doesn’t varied statistically (p<0.05) between Ms and Bs. The thicknesses resulted in
asignificant difference (p<0.05) between treatments, ranging from 12% (Ms) and 48% (Bs).
The films showed low solubility in aqueous media, with no separation of the layers. The Bs
films presented stability of filmogenic solutions, combined with electrokinetic interactions of
interaction between the layers, low solubility (16%), heat resistance, PdIbetween0.35 to 0.53;
PVA around 2.232 g.mm/kPa.h.m?, whose mechanical tests demonstrated tha the Bs films are
hard and low elasticity with respect to Ms films, development perspective of a non-flexible
packaging with excellent application in food with high moisture content, animal and / or plant
origin.

Keywords: Biopolymer. Food technology. Food-conservation.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos sdo sistemas ativos sob os aspectos quimico, fisico e bioldgico e sua
qualidade é um estado dindmico, cujos niveis estdo continuamente se reduzindo dentro do
processo de deterioragdo. O entendimento dos mecanismos das alteracdes que ocorrem nos
alimentos € essencial para se escolher e aperfeicoar métodos de conservacdo a serem
utilizados em determinado produto, a fim de controlar, efetivamente, as alteracdes
responsaveis por sua perda de qualidade (AZEREDO, 2012).

Na industria de alimentos, a qualidade da matéria-prima pode ser mantida por
longos periodos em embalagens capazes de retardar a deterioragao microbioldgica, a perda de
umidade e a oxidacdo (enzimatica ou lipidica) que, em associagdo ou individualmente,
causam mudancas sensoriais e de qualidade (CONTRERAS CASTILLO, 2006; CARDOSO
et al., 2010).

A embalagem € um importante fator que influencia a qualidade e a durabilidade
dos alimentos, pois altera o ambiente ao redor do produto, criando condi¢des que retardam ou
inibem as reacdes de deterioracdo (SARANTOPOULOS; ANTONIO, 2006; FELLOWS,
2006) de origem quimica ou bioldgica.

Materiais plésticos derivados do petrdleo ainda s@ao amplamente utilizados por
apresentar boas propriedades de barreira e resisténcia mecanica, baixo custo e fécil
processabilidade. Por outro lado, sdo muito estdveis e nao se degradam facilmente, podendo
demorar de 200 a 450 anos, no caso do polietileno (GRIPPI, 2015), ocasionando sérios
problemas ambientais (AVELLA et al., 2005) reafirmado por Sothornvit et al. (2010)que
consideram os problemas ambientais aforca motriz para o desenvolvimento de substitutos
para os plésticos sintéticos.

O uso de biomateriais nas embalagens pode ser explicado tanto por aspectos
ambientais e exigéncias dos consumidores, quanto pela necessidade de usar fontes alternativas
que fornecam: valor agregado ao produto, protecdo ao alimento durante a armazenagem e o
transporte, evitando ressecamento na superficie dos produtos, deterioracdo, perda da
aparéncia, sabor e valor nutricional do alimento (EMBUSCADQO; HUBER, 2009), suprindo a
crescente demanda de materiais com carater renovavel e sustentavel (GINDL et al., 2006).

Pesquisas ao longo dasultimas décadas vém com o propdsito de alcancar e
melhorar as embalagens de alimentos, buscando desenvolver vérios tipos de filmes e
revestimentos biopoliméricos, utilizando as mais diversas matérias-primas: polissacarideos

(alginato de sédio, pectina, carragenana, amido, dextrinas, derivados da celulose, quitina,
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quitosana); proteinas de origem vegetal (zeina do milho) e animal (coldgeno, gelatina,
caseifna); e lipidios (éster de monoglicerideo/monoglicerideo acetilado, ceras, surfactantes)
(MAIA; PORTE; SOUZA, 2000; BOURTOOM, 2008), como alternativas de substitui¢cao aos
polimeros sintéticos (BATISTA, 2004) através de varios usos de técnicas como blendas de
polimeros, filmes compostos e multicamadas (bicamadas ou laminadas).

Para muitas aplicacdes em alimentos, a caracteristica funcional mais importante
do filme ou revestimento € a resisténcia a umidade (KESTER; FENNEMA, 1989). Filmes de
polissacarideos e proteinas como o amido e gelatina, respectivamente, t€ém sido estudados
para seu uso potencial, mas devido suas naturezas hidrofilicas, espera-se uma baixa
propriedade de barreira contra umidade. J4 os filmes com incorporacio de lipidios, como o
éster de monoglicerideo de acido acético, apresentam como principal atuacdo, bloquear o
transporte de umidade, apresentando baixos valores de permeabilidade ao vapor de agua,
quando comparado aos polissacarideos (LOVEGREN; FEUGE, 1954), tendo em vista que
quando entra em contato direto com a superficie do alimento, este é absorvido, neutralizando
seu poder vedante e, promovendo modificagdes no sabor do produto.

Uma das maneiras de contornar as caracteristicas hidrofilicas do filme e a
neutralizacdo da ac@o hidrofébica do lipidio seria a elaboracdo de filmes em bicamadas
(KESTER; FENNEMA, 1989). A associacdo das camadas ocorreria de forma quea primeira
camada hidrofilicapreencheria todos os espacos da superficie do alimento e, a outra
hidrofébica reduziria a transmissdo de umidade (GREENER; FENNEMA, 1989).Tendo em
vista que filmes lipidicos n3o sdo considerados biopolimeros (CUQ; GONTARD;
GUILBERT, 1995; GENNADIOS; HANA; KURTH, 1997; HAN, 2005;ACEVEDO et al.,
2010), sem que haja uma combinacdo com uma matriz biopolimérica (proteina e

polissacarideo), dessa forma, faz-se necessaria a elaboracao de um filme composto.



28

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver  filmesbiopoliméricos composto, mono e bicamadas,com
aplicabilidade em alimentos com alto teor de umidade, caracterizando-osquanto ao potencial

antimicrobiano, resisténcia mecanica e conformagao estrutural.

2.2 Especificos

v" Elaborar filmes compostos, mono e bicamadas,com diferentes concentragdes de éster de
monoglicerideo de 4cido acético;

v’ Caracterizar os filmes desenvolvidos quanto a sua resisténcia mecanica, morfologia,
resisténcia térmica, potencial de solubilidade, colorimetria e permeabilidade ao vapor de
agua;

v" Verificar a acéo antimicrobiana do filme contendo 6leo essencial de alecrim-pimenta, por

meio do método de difusdo em agar.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Matrizes biopoliméricas para elaboracao de filmes

As matrizes biopoliméricas tém apresentado grande interesse para OS
pesquisadores, devido as suas diferentes caracteristicas de aplicacdes em alimentos,
porexemplo, permeabilidade ao vapor de dgua e gases, teor de solubilidade e etc., as quais
podem ser utilizadas para caracterizar os filmes. A aplicacdo determina o tipo de matriz a ser
utilizada: polissacarideos e proteinas, os lipidios como melhoradores das caracteristicas

hidrofdbicas.

3.1.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo carboidratos poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas ou
substancias que liberam esses compostos por hidrdlise. Compreendem as biomoléculas mais
abundantes na face da Terra. Certos carboidratos como agucar comum e amido, por exemplo,
sdo a base da nutricdo humana, sendo a oxidacdo dos carboidratos a principal via metabdlica
liberadora de energia (NELSON; COX, 2002).

Existem, segundo o seu tamanho estrutural, trés classes principais de carboidratos:
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Primeira, os monossacarideosconsistem
de uma unica unidade de poliidroxialdeido ou poliidroxicetona, cujo maior representante em
abundancia é a D-glucose. Segunda, os oligossacarideos consistem de cadeias curtas de
unidades monossacaridicas unidas entre si por ligacdes glicosidicas caracteristicas. Tipica
desta classe € a sacarose, a qual consiste de dois agucares: D-glucose e D-frutose, cada um
com seis dtomos de carbono unidos, covalentemente, entre si. Por tltimo, os polissacarideos
consistem de longas cadeias contendo centenas ou milhares de unidades monossacaridicas,
por exemplo, tem-se o amido e a celulose, que diferem entre si no tipo de ligacdo glicosidica
(NELSON; COX, 2002).

Os filmes a base de polissacarideos incluem: celulose, derivados de amido,
derivados de pectina, gomas e quitosana (KROCHTA; MULDER-JOHNSON, 1997). Estes
sdo, geralmente, muito hidrofilicos, resultando em propriedades pobres de barreira para vapor
de agua e gases (KESTER; FENNEMA, 1989), mas as propriedades mecanicas sdo destaque

quando comparadas apolimeros sintéticos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Propriedades mecénicas e de permeabilidade ao vapor de dgua de filmes de

polissacarideos.
Tensao na Elongacio Permeabilidade ao vapor ymidade
Filmes ruptura de agua
(MPa) (%) (g.mm/m2h.kPa) (%)
Metilcelulose 38,61 4,37 0,294 2,94
Glucomanana 58,45 5,56 0,204 6,51
Pectina 51,05 2,61 0,282 10,53
Polietileno de baixa 13-28% 100-965* 0,003 22-84
densidade

*Dados extraidos de Park et al. (1993).
FONTE: MAMANI (2009)

Para Donhowe; Fennema (1993), Péroval et al. (2002), Phan et al. (2002) e
Guilbert, Biquet (1996), filmes obtidos a partir de polissacarideos como metilcelulose,
arabinoxilanos, celofane e hidropropilmetilcelulose (HPMC) sem agentes plastificantes,
apresentaram valores elevados quanto a permeabilidade ao vapor de &4gua, quando

comparados aos filmes de polietileno de alta e baixa densidade

3.1.1.1 Amido e fécula

Para a legislacdo brasileira, denomina-se amido a fracdo amildcea encontrada em
orgdos aéreos como sementes, graos e frutas; e, fécula, a fracdo amildcea em Orgaos
subterraneos como tubérculos, raizes e rizomas (BRASIL, 1978), mas ndo ha diferenca na
composi¢do quimica entre amido e fécula, apenas na origem do produto, nas propriedades
funcionais e tecnoldgicas (VEIGA; VILPOUX; CEREDA, 1994).

O amido consiste na reserva energética mais importante em plantas
superiores,cujas formas dos granulos e tamanhos dependem de sua fonte botanica, variando
de 0,5um a 175um(SINGH et al., 2003; PEREIRA, 2007).

O amido € a matéria-prima que existe em grande quantidade, com baixo custo e de
facil manuseio, apresentando-se como uma alternativa na preparacdo de revestimentos
comestiveis, com a vantagem de ser fonte renovavel (SANTOS et al.,, 2005; PEREIRA,
2007).
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A Tabela 2 apresenta uma andlise geral dos amidos mais comuns, correlacionando
fonte de amido,percentuais de amilose e amilopectina e conteido de umidade. A amilose e a
amilopectina sdo os dois componentes macromoleculares dos grdos de amido representados

pela férmula geral (CsH00s5)x(H2O) (VANDEPUTTE et al., 2003) .

Tabela 2 - Composi¢do tipica, em percentagem, de amidos mais encontrados comercialmente.

Fonte Umidade (%) Amilose (%) Amilopectina (%)
Milho 13 23,23 62,80
Batata 19 16,96 63,80
Trigo 14 22,88 61,87
Tapioca 13 12,10 74,30

FONTE: DZIEDZIC; KEARSLEY (1995).

O amido € utilizado tecnologicamente na industria alimenticia, cosmética,
farmacéutica e, recentemente, no desenvolvimento de biomateriais, devido as suas
propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas. Pode ser utilizado na forma natural ou
por intermédio de processamentos adicionais, originando produtos como os amidos
modificados, xaropes de glicose, maltose ou frutose e maltodextrinas, dentre outros. Na drea
de biomateriais, ¢ empregado na obtencdo de filmes de extrusdo de diversas aplicacdes
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 1999; ROCHA; DEMIATE; FRANCO, 2008).

Apresentado em granulos, o amidopossui formas e dimensdes que variam de
acordo com sua origem (GUILBOT; MERCIER, 1985). Estruturalmente, este é constituido,
basicamente, por duas moléculas quimicamente distinguiveis: a amilose (Figura 1) e a

amilopectina (Figura 2), que se diferem quanto ao tamanho molecular e grau de ramificacdo

(MIZUKAMI; TAKEDA; HIZUKURI, 1999).
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Figura 1 - Estrutura quimica da molécula de amilose unida pela ligacdo a(1-4).

CHo0H

ligagacdo alfa 1-4

FONTE: BOBBIO;BOBBIO (1985).

A amilose € uma macromolécula formada por unidade de glicose na forma ciclica
a—D-glicopiranosidica, em conformagdo do tipo “cadeia”, mais estavel, unida por ligacdes
glicosidicas a(1—4) (Figura 1). As cadeias de amilose apresentam tamanho de 10° unidades
de glicose, na forma de cadeias lineares, com massa molar entre 10'-107 Kg/mol
(CORRADINI et al., 2005). E instdvel em solu¢des aquosas diluidas, formando um reticulo
através da propriedade de retrogradacdo (BILIADERIS, 1991), apresentando propriedades de
absorc¢do até 25 vezes o seu peso em dgua (FRANCO et al., 2001).

Figura 2 - Estrutura quimica da molécula de amilopectina unida pelas ligagdes a(1-4) e a(1-

6.) CH,0H CH,0H

ligacdo alfa 1-6

Lo}
1
|
i
|
I

e
ligacdo alfa 1-4 < """"

b

FONTE: BOBBIO;BOBBIO, 1985.

A amilopectina ¢ uma macromolécula ramificada, sendo formada por um

esqueleto linear de a—D-glicopiranoses unidas por ligagdes a(1—4) e ramificacdes da ordem
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de 5% a 6% do peso molecular (Figura 2). Composta por cadeias curtas unidas ao esqueleto
linear por ligagdes a(1—6), ocorrem entre cada 24 e 30 moléculas de glicose (BILLIADERIS,
1991; NELSON; COX, 2002). A cadeia de amilopectina possui estrutura ramificada, com
massa molar entre 10*-10° Kg/mol (CORRADINI, 2005), sendo mais compacta que a de
amilose, acarretando menor facilidade de penetracdo de 4gua e enzimas, sendo, portanto, mais

resistente ao processo de hidrélise (MOTA, 2009).

3.1.1.2 Gelatinizagdo e retrogradacdo do amido

Segundo Thomas e Atwell (1999), quando o amido € aquecido na presenca de
dgua, a estrutura do granulo se torna menos ordenada internamente sob diferentes formas,
dependendo da temperatura empregada, o granulo intumesce até que sua estrutura finalmente
se desintegre e, a amilose e a amilopectina sejam liberadas na suspensdo aquosa, podendo o
conteddo desse polissacarideo afetar a arquitetura do granulo de amido, as propriedades de
pasta e a gelificacdo, os atributos texturais, além da sua aplicacgdo em alimentos
industrializados.

Esse aquecimento dos granulos de amido rompe as ligacdes de hidrogénio
presentes nas dreas amorfas, permitindo o intumescimento do granulo. Nessa condi¢do, a
expansao dos granulos, torna-se irreversivel e a ordem estrutural desaparece, podendo ser
caracterizada por uma endoterma e pelo desaparecimento da cristalinidade (GARCIA et al.,
1997). Caso os granulos continuem a se expandir, a amilose € lixiviada para a fase aquosa
entre os granulos, iniciando a gelatinizagdo (BILIADERIS, 1991). A Tabela 3 mostra as

faixas de temperatura as quais se iniciam a gelatiniza¢do do amido.

Tabela 3 - Faixas de temperaturas de gelatinizacdo do amido.

AMIDO TEMPERATURA (°C)
Milho 61-72
Batata 62-68
Batata doce 82-83
Mandioca 59-70
Trigo 53-64
Arroz 65-73

FONTE: FENNEMA, 1985.
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Com o resfriamento da pasta, a energia cinética diminui, permitindo que as
moléculas se associem novamente, a formag¢do de uma estrutura organizada (MOTA, 2009),
onde as moléculas de amilose se orientam paralelamente até formarem pontes de hidrogénio
entre hidroxilas de polimeros adjacentes, denominando-se retrograda¢do. Com isso ocorre a
diminui¢do do volume e da afinidade do polimero pela 4gua, podendo formar filmes estaveis e

flexiveis (WURZBURG, 1986; BOBBIO; BOBBIO, 1995).

3.1.2 Proteinas

As proteinas compreendem interessantes biomateriais por possuirem uma
estrutura especifica composta de vinte diferentes aminodcidos que conferem amplas
propriedades funcionais e formadoras de filmes (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995).
Filmes protéicos apresentam-se como excelentes barreiras de trocas gasosas e baixa umidade
relativa (GONTARD et al., 1996; WOLF, 2007).

Segundo Hernandez-Muioz, Villalobos e Chiralt (2004), pesquisas com proteinas
obtidas de fontes renovdveis para a producdo de revestimentos de alimentos tém se
intensificado nas ultimas décadas. Uma das caracteristicas das proteinas € a habilidade de
formar uma matriz continua. Por esta razdo, muitas proteinas de origem animal e vegetal,
estdio sendo amplamente utilizadas na tecnologia de producdo de filmes comestiveis
(GENNADIOS et al., 1994; TORRES, 1994; VANIN et al., 2005).

Dentre as principais limitacdes existentes no uso de proteinas para a producao de
filmes, preponderam a baixa resisténcia mecanica e a baixa permeabilidade a passagem de
vapor de &4gua, quando comparados aos filmes de polimeros sintéticos (LIEBERMAN;

GILBERT, 1973; WOLF, 2007).

3.1.2.1 Gelatina

Uma das primeiras matérias-primas empregadas na producdo de biomateriais, a
gelatina (GENNADIOS et al., 1994), foi submetida a vdrias patentes, sobretudo, na area
farmacéutica (TORRES, 1994). Trata-se de uma abundante matéria-prima, com produgdo
mundial, de baixo custo e com boas propriedades para formacdo de filmes
(ARVANITOYANNIS, 2002).

A gelatina caracteriza-se por ser um hidrocoléide com natureza hidrofilica,

derivada da desnaturacdo do coldgeno, abundante proteina presente nos tecidos conectivos de
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animais vertebrados (cerca de 50% do total da proteina humana) e invertebrados. Originada
da dissociagdo térmica ou quimica das cadeias polipeptidicas do coldgeno, o qual € insolivel
em dgua. A gelatina se torna solivel em temperaturas acima de 50 °C, como resultado da
hidrélise dcida (gelatina tipo A) ou bésica (gelatina tipo B) (ARVANITOYANNIS, 2002).

As cadeias de gelatina sdo macromoléculas que tendem a interagir intercadeia, ao
invés de interagir intracadeia e ligagdes hidrogénio, formando uma rede tridimensional com
zonas de jun¢des micro cristalina intermolecular e, a desidratacdo deste sistema pode resultar

em filmes quebradicos (TORRES, 1994; BANEGAS, 2008) (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura helicoidal da gelatina, apds ser aquecida acima de 70 °C.
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FONTE: SOBIOLOGIA (2015).

Segundo Rousselot (2015), as gelatinas apresentam essa interacdao no gel chamada
de Bloom ou forca do gel, sendo a forca, expressa em gramas, necessaria para penetrar 4 mm
na superficie do gel, segundo método oficial da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC). Tal forca € medida através de um gel com concentracdo de 6,67% e deve ser
mantido durante 17 horas a 10 °C. O Bloom estd relacionado a elasticidade mecanica do gel e
¢ usado para classificar os tipos de gelatina, com limites determinados por meio da for¢a do
gel, quando aumenta proporcionalmente a concentracdo da solucdo e o tempo de gelificacdo:
baixo Bloom - forca do gel abaixo de 120g; médio Bloom - for¢a do gel entre 120g e 200g; e,
alto Bloom - forca do gel acima de 200g.
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O comportamento fisico e quimico da gelatina é determinado tanto pela sequéncia
de aminodcidos, como pela conformagdo da estrutura espacial resultante do aquecimento,
além das ligagdes i0Onicas entre as moléculas que, para o filme pode evitar problemas do tipo:
formacdo de filmes quebradigos, ajuste da propriedade de fluidez, prevencdo de coalescéncia,

separacdo de fases e prevencao da recristalizacdo (INSUMOS, 2015) (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura quimica da cadeia de gelatina.
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FONTE: GUPTA; BOHIDAR (2007).

Segundo Braga (2013) as amplas cadeias poliméricas possibilitam a formacdo de
vérios tipos de rearranjos moleculares, conferindo ao filme de gelatina, uma tensdo de ruptura
média de 66,62 MPa e elongacdo de 2,72%, resultando em uma estrutura mais complexa e
aberta.

A combinacdo de gelatina com outros biopolimeros para formar blendas e/ou
bicamadassdao considerados métodos convenientes para melhorar o desempenho desses
materiais (PORTO, 2007), gerando um filme com boas propriedades mecanicas, sendo a

gelatina um hidrocoléide extremamente versatil (ALVES, 2005).

3.1.3 Lipidios

3.1.3.1 Monoglicerideos acetilados

Os monoglicerideos sdo moléculas lipidicas constituidas por um grupo

hidroxiglicerol parcial ou completamente esterificados e, uma mistura de 4cido acético com
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acidos graxos (LUCE, 1967), possuindo distin¢cao quanto ao comprimento da cadeia carbonica
(CHEN; TERENTIJEYV, 2010).

Segundo Krong, Riisom e Larsson (1985) e Krong, Larsson e Friberg (1990), os
monoglicerideos sdo um tipo diferente de lipidio polar de relevancia bioldgica, situando-se
como tipos de emulsionantes muito utilizados nas industrias de alimentos. Além disso, para
esta e outras aplicagdes industriais, o0 monoglicerideo possui um potencial para pesquisas
bioquimicas. A sua capacidade de formar duplas camadas, como membranas naturais,
oferecem muitas oportunidades interessantes para os estudos sobre a estrutura e funcdo da
membrana (LUTTON, 1965; KRONG; LARSON, 1968; PEZRON et al., 1990).

Segundo Luce (1967), os monoglicerideos completamente acetilados, contém dois
radicais acetil mais um radical de 4cido graxo de cadeia longa. Os monoglicerideos
parcialmente acetilados, sdo misturas de moléculas, cada uma contendo um radical de 4cido
graxo de cadeia longa ou, 0 a 2 radicais acetil e 2 a nenhum grupo hidroxila. Por exemplo, em
um monoglicerideo 50% acetilado, metade dos grupos hidroxila foram substituidos por
radicais acetila, enquanto que um monoglicerideo 70% acetilado, 70% dos grupos hidroxila
foram substituidos por radicais acetila. O aumento do grau de acetilacio promove o aumento
das propriedades de barreira e a resisténcia destes filmes e revestimentos a passagem de
umidade, uma vez que esta ¢ altamente dependente do gradiente de pressao de vapor de dgua
(KESTER; FENNEMA, 1989).

No caso dos monoglicerideos acetilados, o seu uso tem sido aplicado em cortes de
aves e carnes vermelhas para minimizar a desidratacdo durante o armazenamento, por
apresentar baixos valores de permeabilidade ao vapor de 4gua, em relacdo aos filmes de
polissacarideos e, maiores valores que os filmes de etil e metilcelulose, sendo que quanto
maior o grau de acetilagdo, melhor serd a propriedade de barreira (MAIA; PORTE; SOUZA,
2000). De acordo com Han (2005), os revestimentos lipidicos tem sido eficazes em reduzir a
absor¢do ou perda de umidade e, minimizar o rango oxidativo em amendoins, dentre outros
alimentos. Tromp, Rennie e Jones (1995) apontam que na elaboracdo de uma bicamada de
polissacarideo e éster de monoglicerideo de acido acético, pode promover uma separacdo de
fases, causada pelo efeito entrépico (diferenca de tamanho entre as moléculas dos
constituintes) e, a formacdo de pequenos orificios durante a secagem, afetada pela
temperatura. Segundo Debeaufort, Martin-Polo e Voilley (1993) e Anker et al. (2002) os
resultados obtidos em filmes compostos elaborados por bicamadas sdao melhores para as

propriedades de barreira a umidade, tendo em visto que a fase lipidica forma uma camada
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continua e homogénea, sobre a matriz hidrocoloidal (proteina ou polissacarideo), enquanto no
filme feito a partir da emulsdo, o lipidio fica disperso dentro da matriz hidrocoloidal e,
portanto, as moléculas de d4gua podem permear através da fase hidrofilica.

Filmes lipidicos, devido a caracteristica hidrofébica sdo resistentes a passagem de
dgua, o que denota permeabilidade reduzida ao vapor de dgua, porém, apresentam-se muito
quebradicos, o que reflete a baixa resisténcia mecanica; opacos e, podem promover sabores
estranhos, resultantes de processos oxidativos (GALLO et al., 2000; PEREZ-GAGO;
KROCHTA, 2000). Dessa forma, para que haja melhoria, sdo realizadas misturas de
hidrocoloides com substancias hidrofébicas, originando filmes compostos com interacdes
fisicas e quimicas, resultando em melhorias em suas propriedades (SHIH, 1996). O tipo de
lipidio e a interacdo que o mesmo venha a promover dentro da solucio filmogénica com a
matriz coloidal sdo fatores resultantes quanto as propriedades de barreira. Segundo Avena-
Bustillos e Krochta (1993) e Debeaufort et al. (2000), filmes compostos com caseinato/cera de
abelha apresentaram menor permeabilidade ao vapor de dgua devido a estrutura cristalina
ortorrdmbico que fazem sua estrutura mais densa e compacta, com pouco espago livre para
migracdo das moléculas de dgua, em relacio aos filmes com triglicerideos, que apresentam
cristais hexagonais, com estrutura menos compacta.

Filmes compostos com éster de monoglicerideo de acido acético sdo de dificil
elaboragdo, nao sendo possivel evidenciar resultados especificos quanto a testes de barreira a
gases e mecanicos, mas para melhor demonstrar o potencial da incorporacao de lipidio em
solugdo filmogénica como melhorador de barreira a umidade(LUCE, 1967).

Anker et al. (2002) estudaram o efeito de lipidios em filmes compostos a base de
proteina isolada de soro de leite e éster monoglicerideo de 4cido acético, elaborados nas
formas de laminados, ou seja, em camadas separadas, e associados, isto €, feitos a partir de
emulsdo. Observaram que a adi¢do de lipidio nas duas formas de preparacdo diminuiu a
permeabilidade ao vapor de dgua, com destaque para os filmes elaborados em camadas
separadas, o qual apresentou uma reducdo de 70 vezes, enquanto o elaborado em emulsdo foi

de apenas 50 vezes, em relagdo ao filme de proteina isolada de soro.
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3.2 Embalagem ativa

Embalagens ativas sdo sistemas em que as atribui¢des vao além da relagdo
alimento-embalagem-ambiente quanto as funcdes de barreira. Tais fungdes sdo obtidas pela
incorporacdo de ingredientes ou materiais ativos (plastificantes, compdsitos ou
nanocompdsitos) ou bioativos (antimicrobianos) aos polimeros da embalagem. Assim como, o
uso de outras tecnologias como substancias absorvedoras de oxigénio, diéxido de carbono,
etileno, umidade(sachés), por exemplo, aos sistemas (ROONEY, 1995; DEVLIEGHERE,;
VERMEIREN; DEBEVERE, 2004; NOLLET; TOLDRA, 2006;ANYADIKE,
2010;AZEREDO, 2012).

Segundo Scannel et al. (2000) eAnyadike (2010), pode-se conceituar embalagem
ativa, como uma combinacdo de avancgos tecnoldgicos e seguranga dos alimentos, em um
esforco para melhor atender as demandas de consumidores por alimentos mais frescos e
seguros, € ndo s6 proporcionar uma barreira a influéncias externas, mas podendo controlar e
até mesmo reagir a eventos internos a embalagem.

A embalagem ativa vem sendo utilizada ja ha alguns anos através do uso de
atmosfera modificada e atmosfera controlada, mas o interesse por essa tecnologia cresceu,
recentemente, gracas a uma carga de publicidades sobre o desenvolvimento de absorvedores
de oxigénio (alta barreira ao O,, 20 cm3/m2.atm.dia) (CRUZ; SOARES; ANDRADE, 2007),
antimicrobianos e absorvedores de etileno recém-melhorados (ANYADIKE, 2010), como
demonstrado por Oliveira (2011) que utilizou sachés com 1g de KMnO4 como controlador de
etileno e armazenagem em embalagens PET, poli(etileno tereftalato), durante um periodo de
12 dias sob refrigeracdo a 4 °C, que se apresentou como a melhor forma de conservacdo de
morangos.

Pesquisas como a realizada por Vieites et al. (2006), os quais trabalharam com
vdarias combinagdes de atmosfera modificada, com percentuais distintos dos gases: 100% N»;
5% Oy + 1% COy; 5% O, + 3% CO,, para manutengao da qualidade de melao “orange flesh”
minimamente processado, obtendo como resultados a manutencido da firmeza do fruto, sem
apresentacdo de oxidacdo enzimatica. Em 2011, Arruda et al. (2011) demonstraram que a
influéncia da embalagem com atmosfera modificada (5% de O,, 10% CO, e 85% N,) de
poli(estireno expandido) (EPS) na manutencdo na qualidade da laranja “péra” minimamente
processada armazenada sob refrigeragcdo, apresentou bons resultados, quanto a extensdo da

vida 1til de 9 dias sob 12 °C e 12 dias, a 6 °C.
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A legislacao brasileira ndo possui uma resolu¢do ou normativa especifica com
relacdo as embalagens ativas, devendo ser considerados em conjunto, a legislacdo de
materiais de embalagens de migracdo de substancias (RDC n° 91, 11 de maio de 2001) e

legislacdes especificas de aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia.

3.2.1 Embalagens comestiveis para alimentos

Nos anos 90, os biopolimeros, materiais biodegraddveis produzidos a partir de
fontes agricolas, foram cogitados como uma possivel substituicdo aos polimeros de
hidrocarbonetos. Eles t€ém propriedades semelhantes as dos plésticos tradicionais e podem ser
processados com técnicas convencionais de producdo de filmes, revestimentos, moldagens,
recipientes, laminados e folhas. Sua atracdo € a biodegradabilidade em vdarios ambientes,
como em sistemas de esgoto e aterros, além do fato de poderem ser destinados para
compostagem (ANYADIKE, 2010).

O uso de biomateriais nas embalagens pode ser explicado tanto por aspectos
ambientais e exigéncias dos consumidores, quanto pela necessidade de criar fontes
alternativas que fornecam valor agregado ao produto, uma prote¢do ao alimento durante a
armazenagem e o transporte, evitando o ressecamento da superficie dos produtos, a
deterioracdo, perda da aparéncia, sabor e valor nutricional do alimento (EMBUSCADO;
HUBER, 2009), suprindo a crescente demanda de materiais com cardter renovavel e
sustentavel (GINDL et al., 2006).

Segundo Pinheiro et al. (2010) e Azeredo (2012), embalagem comestivel &
definida como sendo elaborada por compostos seguros ao consumo humano, assim como
deve ser feita a partir de um biopolimero com cadeia longa para conferir insolubilidade e
estabilidade a matriz da embalagem em meio aquoso.Tais embalagens sdo apresentadas de
duas formas: filme ou revestimento (cobertura):

1. Filme: fina pelicula, formada separadamente do alimento e depois aplicado sobre ele,
possuindo espessuras variadas, constituidas por diferentes substincias que se polimerizam e
isolam o alimento do meio envolvente (MAIA; PORTE; SOUZA, 2000; ACEVEDO et al.,
2010);

2. Revestimento: suspensdo ou emulsdo aplicada diretamente sobre a superficie do

alimento (por imersdo ou aspersdo), ocorrendo a formagdo da pelicula sobre o produto.
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Segundo Vargas et al. (2008), o Cédigo Americano de Regulamentos Federais
(USA Code of Federal Regulations, CFR, 2006), estabelece que os revestimento comestiveis
sao formulados com aditivos de natureza alimentar na quantidade necessaria para realizar um
efeito intencional, do tipo GRAS (Geralmente Reconhecidas como Seguras), listados no
Cdédigo Federal Americano, cujos principais componentes sdo polissacarideos, proteinas e
lipidios.

Cuq, Gontard e Guilbert (1995) afirmaram que os filmes e revestimentos
comestiveis sdo, tradicionalmente, usados para melhorar a aparéncia dos alimentos e a
conservagdo, tendo que possuir um minimo de componentes em sua formulacdo capaz de
prover uma matriz coesa € homogénea, assim como melhorar as propriedades mecanicas
(PASCALL; LIN, 2013).

As embalagens comestiveis tém multiplos objetivos, os quais vém proporcionando
um aumento em seu potencial, embasado no poder de evitar a deterioracdo dos alimentos por
degradacdo oxidativa e reagcdes respiratdrias, dos quais os mais importantes sdo reduzir a
perda de umidade;controlar a permeabilidade a gases;controlar a atividade
microbiana;preservar a integridade estrutural dos produtos;permitir a liberacdo controlada de
compostos de sabor e de antioxidantes (ARVANITOYANNIS; PSOMIADOU;
NAKAYAMA, 1996; FRANSSEN; KROCHTA, 2003; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-
FORTUNY; BALDWIN, 2005; AZEREDO, 2012).

Contudo, os filmes e revestimentos comestiveis, apresentam algumas
desvantagens. Dentre elas, as reacOes alérgicas e a intolerdncia aos seus componentes,
apresentadas por alguns consumidores, como as proteinas do gliten de trigo ou do leite
(GENNADIOS; HANNA; KURTH, 1997; KROCHITA; MULDER-JOHNSTON, 1997);
modificagdes nas propriedades mecanicas e Oticas quando expostas a altas umidades relativas
(GONTARD et al., 1996) e alta permeabilidade ao vapor de dgua. No caso dos filmes e
revestimentos hidrocoloidais (CHEN, 1995), ha a susceptibilidade a oxidacdo lipidica dos
filmes produzidos a base de lipidios (GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996).

No entanto, essa tecnologia de aplicacdo de revestimentos tem se destacado por
elevar o tempo de conservagdo, permitindo uma maior flexibilidade de manuseio e
comercializacdo (ASSIS; FORATO; BRITTO, 2008; VARGAS et al., 2008; FONSECA;
RODRIGUES, 2009).

Os filmes e revestimentos aplicados em alimentos sdo formados, geralmente, pela

solucdo ou dispersao de biopolimeros, como polissacarideos e proteinas, com ou sem lipidios,
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derivados de vdrias fontes naturais; seguido de meio de separacdo deste agente, do fluido
transportador (plastificante) ou pela solidificacdo do material formado no filme fundido, por
exemplo, os lipidios (KESTER; FENNEMA, 1986; MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL,
2000).

O uso de biopolimeros na elaboracdo de filmes ou revestimentos comestiveis é
condicionado as suas caracteristicas fisicas e propriedades mecanicas, resultantes da relacao
entre as caracteristicas fisico-quimicas da macromolécula, formulacdo utilizada
(MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000), processo de formagao e método de aplicacao
no produto (PINHEIRO et al., 2010).

Segundo Olabarrieta(2005), existem vdrias estratégias para melhorar as
propriedades dos filmes biodegraddveis, principalmente mecanicas e de barreira
(permeabilidade ao vapor de dgua, oxigénio e gas carbonico) e de acordo com sua composicao
e natureza, podem ser classificados em trés categorias:

1. Hidrocoloidais — filmes a base de polissacarideos ou proteinas que apresentam
baixa permeabilidade a oxigénio, dioxido de carbono e 4cidos graxos. No entanto, devido a
natureza hidrofilica, tém baixa barreira ao vapor de dgua (KROCHTA; BALDWIN;
NISPEROS-CARRIEDO, 1994);

2. Lipidicos — por sua natureza hidrofébica, apresentam baixa permeabilidade ao
vapor de dgua (GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996);

3. Compostos — sdo a base de proteinas + lipidios ou polissacarideos + lipidios.
Podem existir como camadas separadas ou associadas, em que ambos os componentes sao
adicionados ao filme. Na atualidade, as pesquisas tém sido focalizadas sobre as embalagens
compostas, por combinarem as vantagens de cada um dos componentes, reduzindo, assim,
suas desvantagens (KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-CARRIEDO, 1994).

Existe uma ampla gama de componentes que promovem caracteristicas
hidrofébicas aos filmes e revestimentos comestiveis, como os lipidios, mesmo que nio sejam
biopolimeros, podem ser usados como matrizes de revestimentos, especialmente, em frutas e
hortali¢as in natura. Em filmes pré-formados, eles encontram-se presentes apenas quando em
combinacdo com matrizes biopoliméricas. Entre os lipidios usados estdo: as ceras (abelha,
carnaiba), 6leos minerais e vegetais, monoglicerideos acetilados, dentre outros com
caracteristicas hidrofébicas (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995; GENNADIOS; HANA;
KURTH, 1997; HAN, 2005;ACEVEDO et al., 2010).
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Os revestimentos/filmes biodegraddveis t€ém sido utilizados com sucesso em
védrias aplicagdes comerciais alimenticias e ndo alimenticias: (a) gelatina para cdpsulas,
suplementos, farmacos e encapsula¢do de aromas; (b) zeina de milho para revestimentos,
suplementos e comprimidos; (c) coldgeno para envolver produtos de carne; (d) revestimentos
de amido para comprimidos e frutas secas; (e) revestimentos de celulose para suplementos e
comprimidos; (f) ésteres de sacarose de dcidos graxos como revestimento de produtos frescos;
(g) revestimentos de cera e Oleo para produtos frescos, suplementos e comprimidos

(KROCHTA, 2002).

3.3 Embalagens e suas interacoes com os alimentos

Segundo a RDC n° 91, de 11 de maio de 2001 da ANVISA, embalagens para
alimentos € o artigo que estd em contato direto com alimentos, destinado a conté-los, desde a
sua fabricacdo até a sua entrega ao consumidor, com a finalidade de protegé-los de agentes
externos, de alteracdes e de contaminacgdes, assim como de adulteracdes. Estas devem ser
fabricadas conforme as boas préticas de fabricacio e ndodevem permitir a migracdo de
componentes indesejdveis, toxicos ou contaminantes ao alimento em quantidade que
ultrapasse o maximo permitido pela legislacdo em vigor (BRASIL, 2001).

A embalagem € uma parte importante de todas as operacdes de processamento de
alimentos (FELLOWS, 2006) e, de acordo com Mercosul (1992), ndo deve representar risco a
satde humana e/ou ocasionar modificagdes inaceitdveis na composi¢do € nas caracteristicas
sensoriais dos alimentos.

Os sistemas de embalagens tradicionais t€m como funcdo principal atuar como
uma barreira a impactos fisicos e/ou mecanicos, reacoes quimicas € contaminagao por micro-
organismos, além de prevenir a migracdo de seus proprios compostos para o alimento,
contendo-o de forma segura, promovendo sua protecdo e realizando uma comunicagdo entre
produto-consumidor e protecido na exposi¢ao ao ambiente (QUINTAVALLA; VICINI, 2002;
AVELLA et al., 2005; FELLOWS, 2006; AZEREDO, 2012).

A embalagem influencia na qualidade e na durabilidade de alimentos frescos, pois
altera o ambiente ao redor do produto, criando condi¢des que retardam as reagdes de
deterioracdo, prevenindo a evaporacdo da umidade do produto, evitando perdas de peso e
alteracdes de aparéncia, textura e aroma (SARANTOPOULOS; ANTONIO, 2006). E sabido

que o metabolismo do alimento fresco continua a consumir oxigénio no espago central da
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embalagem, aumentando a concentracdo de didxido de carbono, o conteido de 4dgua e a
umidade no interior da embalagem, favorecendo o crescimento de micro-organismos de
deteriorag¢do, comprometendo a integridadedos tecidos nos alimentos (ANYADIKE, 2010).

NoBrasil, a embalagem mais utilizada para carnes frescas, por exemplo, é de
filmes plésticos de alta permeabilidade ao oxigénio e baixa permeabilidade ao vapor de 4gua,
que podem manter a coloracdo vermelha, a0 mesmo tempo em que protege o produto
dadesidratacdo superficial e, que ndo venham a exercer controle sobre a deterioracao
microbiana (SARANTOPOULOS; OLIVEIRA; CANAVESI, 2001).

Os plasticos constituem a classe de embalagens que mais interage com oS
alimentos, comparado com papel, vidro, metal, devido sua composi¢do quimica e estrutura,
sua densidade baixa, promovendo caracteristicas inerentes de permeabilidade, apesar de suas
propriedades de barreiras variarem entre os diferentes tipos de materiais e poder de difusdo
(CASTRO; POUZADA, 2003; AZEREDO, 2012).

Os processos de transferéncia de massa sdo descritos como um sistema de
interacOes alimento-embalagem, relacdo esta explicada pela distribui¢do ideal de soluto em
solventes, no qual as atividades do soluto, em ambas as fases, sdo muito similares entre as
concentracdes das substancias (CASTRO; POUZADA, 2003; AZEREDO, 2012). De acordo
com Azeredo (2012), tal sistema € classificado emmigracao: transferéncia de moléculas
originalmente presentes no material de embalagem para o alimento ou ambiente;sor¢ao:
consiste na absor¢do de componentes pelo material de embalagem; e, permeacao:
transferéncia de compostos do produto para o ambiente ou vice-versa, através do material de
embalagem, em resposta a uma diferenca de pressao parcial do permeante.

As caracteristicas mais importantes a serem consideradas para escolher o polimero
para embalagem de alimentos sdo: propriedades de barreira a gases e vapor de agua,
resisténcia mecanica, rigidez, flexibilidade, resisténcia quimica e termossoldabilidade
(AZEREDO, 2012).

Segundo Castro e Pouzada (2003) e Azeredo(2012), os polimeros podem ser
formulados de forma a se obter ampla gama de propriedades que dependem da estrutura
quimica, do grau de cristalinidade, do grau de ramificacdes, da massa molecular e sua
distribuicao, da orientagdo, etc., tendo em vista que sdo formados por unidades estruturais
idénticas, chamados monomeros, ligados covalentemente.

Segundo Batista (2004), como alternativas aos filmes de origem sintética, os

biopolimeros ou filmes biodegradaveis, constituidos de materiais bioldgicos, como
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hidrocoloides e lipidios, vém sendo empregados ha alguns anos em produtos alimenticios. O
desenvolvimento e a caracterizacdo desses filmes vém sendo fortemente estudados, pois
podem atuar como barreira a elementos externos como dgua e gases e ainda promover
melhorias na resisténcia de alguns produtos em relacdo ao manuseio ou ao transporte. Além
disso, podem ser incorporados aditivos alimenticios, agentes antimicrobianos e farmacos.

Os biopolimeros nao tém conseguido alcancar maturidade comercial, devido o seu
elevado custo, pouca aplicagdo em embalagens de volume; necessitam ser produzidos em
escala comercial para competir com os polimeros convencionais(sintéticos), os quais
apresentam, geralmente, melhores propriedades (PARRA et al., 2004; ANYADIKE, 2010).

Uma tendéncia na tecnologia de embalagem de alimentos € o estudo e o
desenvolvimento de novos materiais de alta barreira, que possam reduzir a quantidade total de
material requerido para cada aplicacdo, consequentemente reduzindo o impacto ambiental e
os custos associados ao transporte e a distribuicio (AZEREDO, 2012). Sendo o impacto
ambiental alavancado pela elevada producdo de residuo sintético a forca motriz para a
pesquisa e o desenvolvimento de substitutos a base de materiais biodegraddveis, como 0s
biopolimeros que, na area de alimentos, vem crescendo consideravelmente nas ultimas

décadas (SOARES, 2008).

3.4Plastificantes

Segundo Rabello (2003), os plastificantes sdo aditivos empregados em alguns
tipos de materiais poliméricos para melhorar a processabilidade e aumentar a flexibilidade,
alterando a viscosidade do sistema e, aumentando a mobilidade das macromoléculas. Isto
ocorre em funcdo da redugdo das forcas intermoleculares das cadeias poliméricas, atuando
como agente de lubrifica¢do, permitindo que as cadeias do polimero deslizem umas sobre as
outras, livremente, reduzindo, também, a temperatura de transicdo vitrea (ALMASI;
GHANBARZADEH; ENTEZAMI, 2010).

Por definicao os plastificantes sdo substancias com alto ponto de fusdo e baixa
volatilidade (BANKER, 1966; HOGAN, 1995). Quando adicionados a outro material
provocam mudancas nas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas dos mesmos
(KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-CARRIEDO, 1994; MALI et al., 2005).Apresentam,
em sua maioria, cardter hidrofilico e, por apresentarem estrutura molecular pequena, sdao

facilmente acoplados entre as cadeias poliméricas devido a sua habilidade em reduzir a
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formacdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias, causando um aumento do volume livre ou
da mobilidade molecular do polimero (BODMEIER; PAERATAKUL, 1997;
SOTHORNVITE; KROCHTA, 2001).

Além de miscivel no polimero, o plastificante deve ser compativel e permanecer
no sistema para que nao haja a separacdo durante a secagem do filme, sem sofrer vaporizagao,
durante o processamento e nenhuma difusdao acentuada (BAKER, 1966; GUILBERT, 1986;
SMITS et al., 2003).

Para a elaboracdo de filmes e revestimentos, varios plastificantes estdo sendo
utilizados, entre eles, mono, di e oligossacarideos (glicose, sacarose), polidis (glicerina,
sorbitol, derivados da glicerina e glicer6is) e lipidios (4cidos graxos saturados,
monoglicerideos e derivados de éster, fosfolipidios e surfactantes), sendo o glicerol o mais
utilizado (GUILBERT; CONTARD; GORRIS, 1996; SANCHEZ et al., 1998). O tipo e a
concentracdo do plastificante influenciam nas propriedades mecanicas e térmicas como tensao
na ruptura e transi¢ao vitrea, respectivamente (MCHUGH; KROCHTA, 1994; BODMEIER;
PAERATAKUL, 1997; SOBRAL et al.,, 2004; VANIN et al., 2005). Podem provocar
mudancas nas propriedades de adesdo e barreira ao vapor de dgua e a gases dos filmes (LIN;

CHEN; RUN-CHUN, 2000).

3.5 Antimicrobianos e antioxidantes para filmes

Visando atender aos consumidores com interesse cada vez maiores por produtos
frescos, nutritivos, com alta qualidade sensorial e tempo de vida util aceitdvel, novos
tratamentos ganham destaque como as tecnologias ndo térmicas, diferentes sistemas de
embalagens, biopreservacdo e produtos antimicrobianos naturais como  sistema
lactoperoxidase, bacteriocinas, lisozima, quitosana e derivados vegetais como os Oleos
essenciais (DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).

Combinar antimicrobianos com filmes de embalagem para controlar o
crescimento de micro-organismos em alimentos poderia ter um impacto significativo na
extensdo da vida de prateleira do produto e na seguranca do alimento (ANYADIKE, 2010),
objetivando reduzir, inibir ou retardar o crescimento de micro-organismos (patogénicos e
deteriorantes) na superficie dos alimentos, principalmente, na maioria dos alimentos frescos

ou processados (ROJAS-GRAU; TAPIA; MARTIN-BELLOSO, 2008;AZEREDO, 2012).
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A objetividade desse tipo de embalagem possibilita o carreamento de aditivos
alimentares, como antimicrobianos, antioxidantes e outros ingredientes funcionais,
interagindo com o alimento para se obter um resultado desejdvel (LABUZA; BREENE,
1989), tornando a vida util do alimento mais extensa e segura com relacdo ao controle ou
inibicdo microbiana, fatores favordveis para a aceitabilidade do produto pelo consumidor.

A contaminac¢do microbiana ocorre predominantemente na superficie, sendo mais
eficiente o emprego de filmes antimicrobianos do que o uso direto do préprio agente
antimicrobiano no alimento, pois hd um processo migratério gradativo, mantendo a
concentracdo minima necessdria com ag¢ao inibitéria (PADGETT; HAN; DAWSON, 1998;
AZEREDO, 2012).

Segundo Anyadike (2010) enfatizado por Azeredo (2012), o agente
antimicrobiano, antes de ser incorporado aos filmes e revestimentos, deve atender a alguns
requisitos importantes, como:

e Ser efetivo contra um largo espectro de micro-organismos, promovendo a reducdo da
taxa de crescimento dos micro-organismos e/ou prologar a fase lag;

e Deve ter migracOes controladas e eficiéncia em baixas concentracdes;

e Naio deve provocar quaisquer alteragdes sensoriais no alimento;

e Ter custo compativel;

e Naio deve ser inibido pelos ingredientes do alimento;

e Aprovado pelas autoridades, atendendo a legislacdo vigente, quer como substincia
ou aditivo alimentar;

e No caso de extrusdo, deve ser termoestdvel se incorporadoao plastico.

Sabe-se que com a incorporacao de ingredientes ao material de embalagem, como
agentes antimicrobianos, plastificantes, etc., as propriedades fisicas e mecanicas dos filmes
podem vir a sofrer alteracdes desejaveis ou ndo, variando para cada combinacdo ingrediente-
polimero em diferentes concentragdes, além da influéncia da técnica a ser aplicada e dos
fatores ambientais.

Muitas classes de compostos antimicrobianos foram avaliadas em estruturas de
filme, incluindo 4cidos e ésteres organicos, enzimas, bacteriocinas, compostos derivados de
plantas e Oleos essenciais de especiarias e ervas, lipidios e compostos mesclados, como
extratos liquidos de fumo, etanol, triclosan, zeolitas de prata e diéxido de cloro. Os resultados

7z

desses esforcos mostram que embalagem antimicrobiana é uma tecnologia extremamente
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desafiante em termos de eficiéncia, ao adicionar tais compostos de forma direta ou indireta ao
alimento (ANYADIKE, 2010).

Para Zhou, Xu e Liu (2010), os componentes naturais como os 6leos essenciais,
quitosana, nisina e lisozima, estdo sendo utilizados como substituintes de conservantes
quimicos sintéticos, na obtencdo de produtos como a “embalagem verde”. Esses, por sua vez,
promovem um pequeno prolongamento na vida util do produto durante o armazenamento,
maior seguranca do alimento com controle no crescimento da microbiota natural. Outro
agente anitmicrobiano natural, as bactérias l4cticas que produzem bacteriocinas (produtos
heterogéneos com a¢do antimicrobiana).

A incorporacdo de agentes antioxidantes, também, € vantajosa para a produgao de
filmes, uma vez que podem diminuir grande parte da ocorréncia de rancificacio (CARDOSO
et al.,, 2011). Com o seu baixo custo, facilidade de emprego, efici€ncia, termorresisténcia,
“neutralidade” sensorial e auséncia reconhecida de toxicidade (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999), o uso de antioxidante confere prote¢cdo a cor, reduzindo os danos
causados por intermédio da oxidacdo (RAMOS; GOMIDE, 2007).0 uso de antioxidantes
naturais em produtos cédrneos, por exemplo, tem sido estudado devido a demanda do
consumidor por alimentos “orgdnicos” ou “naturais” e, também, ao uso de antioxidantes
sintéticos, que podem vir a apresentar efeitos carcinogénicos (HERNANDEZ-HERNANDEZ
et al., 2009).

3.5.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao metabdlitos secundarios, uma mistura muito complexa de
hidrocarbonetos, alcoois e aromaticos (BARATTA et al., 1998) de plantas e apresentam uma
multiplicidade de aplicacdes, podendo-se destacar, principalmente, sua aplicacio como
antimicrobianos, antifingicos, antioxidantes e inseticidas naturais. Podem ser estocados em
certos 6rgaos das plantas, como nas flores, folhas, cascas, madeira, raizes, rizomas, frutos ou
sementes. Sao geralmente incolores ou ligeiramente amarelados, sendo poucos os 6leos que
apresentam coloracdo. Em geral, sdo muito instdveis, principalmente na presenca de ar, luz,
calor, umidade e metais, sdo opticamente ativos, propriedades estas utilizadas para

identificacdo e controle de qualidade (SIMOES et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).
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Para Cardoso et al. (2010), tem-se evidenciado o uso em potencial de extratos e
Oleos essenciais extraidos de plantas e especiarias, consideradas fontes ricas de compostos
biologicamente ativos, com grande potencial antioxidante e antimicrobiano.

Os Odleos essenciais sao, normalmente, obtidos por meio de vapor ou
hidrodestilacdo. Conhecido pela sua atividade antisséptica, ou seja, bactericida, fungicida e
virucida e propriedades medicamentosas e flavorizantes, eles sdo usados em embalsamentos,
conservagdo dos alimentos como antibidticos, analgésicos, sedativos, antiinflamatério,
antiespasmodico e anestésico local. Até os dias atuais, essas caracteristicas nao se alteraram
muito, exceto que agora sdo mais conhecidos alguns de seus mecanismos de acdo,
particularmente para o efeito antimicrobiano (ASSOLINI; TEDESCO; CARPES, 2006;
BAKKALI et al., 2008).Muitos 6leos essenciais € compostos isolados tém sido reconhecidos
como poderosos antioxidantes naturais, os quais poderiam ser utilizados como substitutos
potenciais aos antioxidantes sintéticos (RUBERTO; BARATTA, 2000; BOZIN, 2006).

Segundo Paparella et al. (2008), os Oleos essenciais, como antimicrobianos,
interagem com varios componentes celulares e afetam diferentes processos metabdlitos e
fisiolégicos, modificando a permeabilidade da membrana e inibindo a produgcdo de ATP
(adenosina trifosfato).Em geral bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis que as Gram-
negativas, enquanto as bactérias laticas sdo as mais resistentes entre as Gram-positivas, os
fungos parecem ser mais sensiveis que as bactérias Gram-negativas a ag¢do dos Oleos
essenciais (LAMBERT; SKANDAMIS; COOTE, 2001; JAY; LOESSNER; GOLDEN,
2005).

A adic@o de antimicrobianos naturais como 6leos essenciais na formulacdo dos
biopolimeros visa garantir um alimento seguro e manter inalterada a qualidade do produto,
devido sua origem natural e redugdo da resisténcia microbiana causado pelos componentes
quimicos antimicrobianos que fazem parte da composicio dos 6leos essenciais (LAMBERT;
SKANDAMIS; COOTE, 2001).

Geralmente, os componentes majoritarios determinam as propriedades bioldgicas
dos dleos essenciais. Os componentes abrangem dois grupos de origem biossintética distintos:
o principal grupo corresponde aos compostos de terpenos e terpendides e, outro de
constituintes aromadticos e alifdticos, todos caracterizados por baixo peso molecular
(PICHERSKY; NOEL; DUDAREVA, 2006).

Para Nollet e Toldra (2006), os temperos vém apresentando atividades de efeito

bioldgico nas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, principalmente na superficie do
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alimento in natura. Segundo Moreira et al. (2005), estes compostos fendlicos se ligam a
bicamada fosfolipidica da membrana celular, aumentando sua permeabilidade e, extravasando
os constituintes intracelulares ou danificando o sistema enzimatico da célula.

O dleo essencial de alecrim-pimenta, Lippia sidoides,é conhecido devido seu
potencial antioxidante e antimicrobiano (DUTRA et al.,, 2011), apresentando como
constituintes majoritdrios timol e carvacrol além disso, dentre os componentes fixos, estao
flavanéides e quinonas (LORENZI; MATOS, 2002). Em 1992, o timol, extraido da planta, foi
avaliado pelo Comité de Especialistas em Substancias Aromatizantes do Conselho Europeu e,
desde entdo, sua adi¢do em alimentos foi permitida em uma concentragdo maxima de até
50mg/kg e, para bebidas, de 10mg/kg. No Brasil, ainda ndo ha referéncia na legislacdao quanto

ao uso dessa substancia como antimicrobiano em alimentos (JAKIEMIU, 2008).

3.6Propriedades dos filmes

3.6.1 Propriedades éticas

Segundo Vicentini (2003), destacam-se dentre as propriedades Oticas de filmes
com aplicacio em embalagens, a cor e a opacidade. A cor pode ser considerada um
importante parametro na caracteriza¢ao dos filmes, pois estd relacionada com a matéria-prima
utilizada na elaboracdo dos mesmos.

Para uma boa apresentacdo visual do produto, é desejavel que as embalagens
apresentem elevado brilho e alta transparéncia. Por outro lado, muitas vezes a prote¢ao contra
a incidéncia de luz se faz necessdria (transparéncia baixa ou nula), como no
acondicionamento de produtos sensiveis a reagdes de deterioracdo catalisadas pela luz
(OLIVEIRA et al., 1996).

A transparéncia ou opacidade de um filme, refere-se a quantidade de luz que o
atravessa(PINHEIROet al., 2010), consequéncia da estrutura quimica relacionada a massa
molecular do material (DAVACO, 2006). Quanto maior o valor de opacidade, menor serd a
quantidade de luz que atravessa o filme, podendo esta barreira ser importante para controlar a
incidéncia de luz nos produtos alimenticios (PINHEIRO et al., 2010),0u seja, o grau de
transparéncia do filme dependera da estrutura do polimero utilizado (se mais amorfo, serd
mais transparente e, se mais cristalino, mais opaco) e de sua espessura (CRIPPA;

SYDENSTRICKER; AMICO, 2006).
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A cor de um filme pode ser avaliada tanto por transmitincia como por
absorbancia, dependendo do tipo de material (VEIGA-SANTOS et al., 2005; SANTOS,
2007). No sistema de cor, L* representa a luminosidade (variacdo de 0 a 100 — preto a branco,
respectivamente) e, a* e b*, as coordenadas de cor, intensidade (-)verde / (+)vermelhoe,(-
)azul / (+)amarelo, respectivamente (REGULA, 2004; PINHEIRO et al., 2010),assim como, a
determina¢do do angulo Hue (tonalidade ou matiz) que corresponde ao arco tangente (b*/a*)
e, o Chroma (saturagdo da cor) ao arco tangente (a*2+b*2).

Segundo Veiga-Santos et al. (2005) a opacidade dos filmes pode ser determinada
através da luz refletida, utilizando-se um espectrofotdmetro. Todas as amostras a serem
avaliadas devem ter a mesma data de fabricacdo para que possiveis degradacdes do material

ndo interfiram nos resultados.

3.6.2 Espessura

A defini¢do de espessura, segundo Cetea (1996), correspondea distancia entre
duas superficies principais do material, sendo um parametro importante para filmes plasticos
mono ou multicamadas. Segundo Sobral (1999), nos processos de producao do tipo casting,
onde ocorre a secagem por evaporacao de solvente, o controle da espessura dos filmes se
torna mais dificil quando se trabalha com solucdo filmogénica viscosa, devido a dificuldade
de espalhar o material de forma homogénea.

Sabe-se que com a obten¢do dos dados de espessura, € possivel obter informacdes
sobre a resisténcia mecanica e as propriedades de barreira a gases e ao vapor de dgua do
material; estimar sobre a possivel extensdo da vida ttil dos alimentos acondicionados nesse
material; determinar a homogeneidade do filme, pois variagdes na espessura do material
acarretam variacdes no desempenho mecénico e flutuagdes nas propriedades de barreiras

(CETEA, 1996).
3.6.3Propriedade de barreira: permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)
Os plasticos atualmente usados em embalagem com propdsito de barreira sao

bons, mas existe uma série de problemas que restringem o seu uso ou limitam o leque de

aplicacdes. Assumem uma grande importancia a cada ano, quando produtores como clientes



52

visam a vida mais longa dos produtos na prateleira, melhor integridade do produto, sabor,
qualidade, etc. (ANYADIKE, 2010).

A permeabilidade de um soluto através de um filme indica a facilidade com que
ele migra de uma face do filme até a outra face. Fisicamente, portanto, a permeabilidade € o
produto da difusividade pela solubilidade de soluto no filme.

A ASTM (American Society for Testing and Materials), E96-00, define a
permeabilidade ao vapor de d4gua como a taxa de transmissao de vapor de dgua por unidade de
drea através do filme, de espessura conhecida, induzida pelo gradiente de pressdo entre duas
superficies, de temperatura e umidade relativa especificada (ASTM, 2000).

O grau de barreira ou o nivel de permeabilidade para os polimeros sintéticos
segue as seguintes caracteristicas para as taxas de transmissdo/permeabilidade de oxigénio
(oxygentransmissionrate, OTR/ taxa de permeabilidade ao oxigénio, TPO) e, vapor d’agua
(water vapor transmission rate, WVTR/ taxa de permeabilidade ao vapor de dgua, TPVA),
segundo Anyadike (2010):

e Oxigénio: um filme com permeabilidade ao oxigénio menor que 654 cm?/24horas/dia
(2mL/mil/100in’, unidade inglesa), & pressio de uma atmosfera. Qualquer material
com OTR/TPO abaixo de 0,1 mL/mil/ 100in> ¢, normalmente, considerado de alta
barreira, estes incluem PVdC, poli(cloreto de vinilideno), e EVOH, copolimero de
etileno vinil dlcool. Os filmes PET padrdo metalizados t€m uma OTR/TPO, cerca de
0,3 mL/mil/100in2 ou mais baixa. Outros, sdo chamados de barreiras moderadas;

e Vapor de &dgua: um filme com taxa de permeabilidade ao vapor de &gua
(WVTR/TPVA) de baixa barreira sdao de 0,06 mg/dia a 0,1 mg/dia; de barreira
intermedidria, de 0,03 mg/dia a 0,06 mg/dia; de alta barreira t€ém valores de
WVTR/TPVA de 0,03 mg/dia ou menor. Atualmente, o melhor filme de barreira a
umidade é o poli(cloro-trifluoro-etileno, PTCFE), que tem valores de WVTR/TPVA
mais baixos que 0,03 para a maioria das estruturas.

A PVA em filmes hidrofilicos € influenciada pelas caracteristicas intrinsecas do
material, pelo teor do plastificante e pelas condi¢cdes ambientais de umidade relativa e
temperatura, as quais se encontram expostos (MULLER, 2007). Por outro lado, a
caracteristica hidrofilica é responsavel pela alta permeabilidade a gases, quando estes filmes
sdo acondicionados a baixa umidade relativa (VICENTINI, 2003).

O conhecimento da PVA € imprescindivel para se definir as possiveis aplicacoes

dos filmes em embalagens. Um material muito permedvel ao vapor de dgua poderd ser
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indicado para embalagens de vegetais frescos, enquanto um filme pouco permedvel podera ser
indicado para produtos desidratados (SOBRAL; OCUNO, 2000).

Segundo Carulo (2005), o coeficiente de PVA € definido como a transferéncia do
vapor permeante através de um material. A transferéncia de 4gua em materiais poliméricos
ocorre por difusdo molecular. Este processo envolve trés etapas (CARULO, 2005):
primeiro,hd o movimento do permeante para a superficie da estrutura do filme e sua adsor¢@o
dentro da matriz polimérica;segundo, a difusdo através dos poros formados pelo movimento
da cadeia polimérica do filme ou, na prépria fabricacdo;e, terceiro, a evaporagdo a partir da
superficie do filme e sua consequente dispersdo do ar (KESTER; FENNEMA, 1986).

Para os biopolimeros, alguns fatores podem influenciar nas OTR/TPO e
WVTR/TPVA, entre eles, o tipo de matriz biopolimérica a ser utilizada (polissacarideo,
proteina, lipidio), a concentracdo das substincias ativas (plastificantes, antimicrobianos,
emulsificantes, surfactantes, dentre outros), além das condi¢des ambientais.

Segundo Kester e Fennema (1986) fatores como as caracteristicas das moléculas
permeantes, as interacOes entre as cadeias poliméricas e o grau de reticulagdo também
influenciam nas caracteristicas da permeabilidade do filme.

O aumento da concentracdo de plastificante leva a uma elevagdo da PVA em
virtude do aumento da difusdo da &4gua através do filme, ocasionando uma maior
hidrofilicidade, tendo em vista a mobilidade das cadeias poliméricas proporcionadas pelo
plastificante.A permeabilidade ao vapor de dgua pode variar com a espessura dos filmes em
virtude de mudancas estruturais causadas pelo inchamento da matriz, o que afeta a estrutura
dos filmes e provoca tensdes internas que podem influenciar na permeacdo (PARK;

CHINNAN, 1995).

3.7 Analise termoanalitica

A andlise térmica € definida como um grupo de técnicas por meio das quais uma
propriedade fisica de uma substincia e/ou de seus produtos de reacido é medida em func¢do da
temperatura, enquanto essa substincia € submetida a uma programacgdo controlada de
temperatura e sob uma atmosfera especificada (IONASHIRO, 1980; WENDLANDT, 1986;
HAINES, 1995), cuja principal técnica termoanalitica a ser estudada foi a calorimetria

exploratéria diferencial (DSC).
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3.7.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) é uma técnica de anélise térmica na
qual a temperatura de uma amostra, comparada com a temperatura de um material
termicamente inerte, é gravada como uma funcdo do material inerte ou fornecimento de
temperatura a2 medida que a amostra é aquecida ou resfriada a uma razdo constante
(WENDLANT, 1986; VIVANCO, 2003; CANEVAROLO JR, 2007).A andlise consiste em
colocar a amostra e referéncia em céapsulas de aluminio idénticas, posicionadas sobre um
disco termoelétrico e aquecidas por uma tUnica fonte de calor. O calor € transferido para as
capsulas sendo controlado por meio de termopares conectados ao disco, com o fluxo de calor
diferencial entre ambas as cdpsulas, uma vez que a variagdo da temperatura, em um dado
momento, é proporcional a variagdo de entalpia, a capacidade calorifica e a resisténcia térmica
total ao fluxo calérico (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; CANEVAROLO JR, 2007).

Para estudar essa técnica, faz-se necessdria determinar a temperatura de transicao
vitrea (Ty) de um material, isto €, o valor médio da faixa de temperatura que durante o
aquecimento de um material polimérico, de uma temperatura muito baixa para valores mais
altos, permite que as cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade, isto é,
possibilite a mudanca de conformacdo (GAUDIN et al., 1999; CANEVAROLOIJR, 2007).
Quando submetidos a temperaturas acima de T,, os materiais estdo no estado elastomérico e,
abaixo da T,, os mesmos se encontram no estado vitreo. No estado elastomérico as cadeias
tém mobilidade aumentada e, neste ponto, as propriedades fisicas e mecénicas sofrem forte

mudanca de comportamento (LOURDIN; RING; COLONNA, 1998; CANEVAROLO JR,
2007) (Figura 5).

Figura S - Curva para determinagdo da temperatura de transicao vitrea.

Fluxo de calor

—endo

Temperatura
FONTE: CANEVAROLO JR (2007).
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A Figura 5 apresenta a forma de interpretacdo da curva. Os pontos “a” e “e”
correspondem ao inicio e fim do evento de calor especifico da amostra. Entretanto, a faixa de
temperatura que caracteriza a transicao vitrea de um polimero estd contida entre os pontos
“b” (“onset”,inicio extrapolado) e “d” (“endset”, final extrapolado). Quando apenas uma
temperatura € citada como Ty, em geral se refere ao ponto “c” (/2ACp) (CANEVAROLO JR,
2007).

Os eventos térmicos que geram modificacdes em curvas DSC podem ser
basicamente, de primeira ordem (fusdo) e de segunda ordem (transi¢do vitrea). A 4rea contida
sob o pico ¢ representativa da varia¢ao de entalpia (AH) sofrida pela amostra. As transi¢des de
primeira ordem apresentam variacdo de entalpia - endotérmica ou exotérmica - dando origem
a formacgdo de picos (ROSS, 1995; CANEVAROLO JR, 2007). Como exemplo de eventos
endotérmicos que podem ocorrer em amostras de polimeros: fusdo, perda de massa da
amostra (vaporiza¢do da dgua, aditivos ou produtos voldteis de reacdo ou decomposi¢do),
dessorcdo e reacdes de reducdo. Eventos exotérmicos observados em polimeros podem ser:
cristalizacdo, reacdes de polimerizacdo, cura, oxidacdo, degradacdo oxidativa, adsor¢cdo e
outros. As transicOes de segunda ordem caracterizam-se pela variacdo de capacidade
calorifica, juntamente com variacOes dimensionais e viscoeldsticas, porém sem variacdes de
entalpia. Assim, essas transicdes ndo geram picos nas curvas DSC, apresentando-se como
deslocamento da linha base em forma de S, transi¢cdo vitrea (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002; CANEVAROLO JR, 2007).

A Figura 6 mostra um grafico tipico de polimeros semicristalinos, onde a T, pode
ser observada por uma mudanca muito sutil na linha de base, e ¢ quando ocorre uma variagao

no calor especifico (Cp) sem mudanca significativa de temperatura.

Figura 6 - Apresentacdo de uma curva DSC com a caracterizacdo da Ty, Tc € T,

T T T

g c m

Fluxo calor —

Temperatura —
FONTE: MAIMONI-RODELLA; CAVALCANTI (2006).
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Observando a Figura 6, nos pontos acima da T,, as moléculas adquirem maior
mobilidade (valores de PVA elevados, maior flexibilidade do filme) e, quando atingem uma
determinada temperatura denominada de cristalizacdo (T.), elas conseguem se organizar na
forma de cristais. Por esse arranjo ser mais estdvel, as moléculas liberam calor e essa reagdo é
caracterizada por ser exotérmica. J4 o aquecimento acima da T, resulta no surgimento de um
pico endotérmico na curva de fluxo de calor, correspondendo a temperatura de fusdo ou
melting (Tp,), que estd relacionada a um movimento pelo aumento da temperatura (FERRY,
1980).

Segundo Ross (1995) e Bertan (2003), os conhecimentos que se adquirem com o
estudo da temperatura de transi¢do vitrea (Ty) dos filmes, auxilia na escolha das melhores
condi¢des de armazenamento dos mesmos, uma vez que as propriedades mecanicas e de
barreira sofrem grandes influéncias.

Filmes de gelatina puros apresentaram uma T, de 214,1 °C, enquanto que os
filmes plastificados com sorbitol, tiveram uma T, de 132,1 °C (PORTO, 2007). A
confiabilidade e reprodutibilidade dos dados medidos por DSC dependem da eliminacdo de
varidveis podendo ser fatores instrumentais (material que compde o disco, geometria do
forno, tamanho do ponto de solda da jun¢do dos termopares, etc.) e, as caracteristicas da
amostra (cristalinidade, massa molar, fonte, método de extracdo, etc.). Ratto, Hatakeyama e
Blumstein (1995) obtiveram uma T, para a amostra dequitosana de 30 °C, mas Sakurai,
Maegawa e Takahashi (2000) obtiveram o valor da T, de 203 °C, enquanto que para Kittur et
al. (2002) e Netto et al. (2005) nao foram encontradas evidéncias de Ty, sugerindo, assim, que

a T, da quitosana poderia estar proxima da faixa de temperatura de degradagdo térmica.

3.8 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos polimeros sdo caracterizadas pela forma com que
esses materiais respondem as forg¢as instrumentais mecanicas aplicadas, podendo estas dltimas
ser do tipo tensdes ou deformagdes. A natureza dessa resposta depende da estrutura quimica,
temperatura, tempo e condi¢des de processamento do polimero (CANEVAROLO JR, 2006).

Nos filmes, as propriedades mecanicas sdo caracteristicas importantes para sua
utilizacdo como embalagem e/ou recobrimento, devido a0 manuseio a que estdo sujeitos 0s
produtos durante a distribuicdo e comercializacdo. Filmes devem ser resistentes a ruptura e

abrasdo, para que possam reforgar a estrutura do produto e facilitar o seu manejo, e devem ser
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flexiveis, para que possam se adaptar as possiveis deformacdes sem se romper
(SARANTOPOULOS et al., 2002).

A natureza do material filmogénico, sua coesdo estrutural e sua estrutura
molecular, s@o responsaveis pelo comportamento mecanico dos filmes (GONTARD, 1991;
LAWTON, 1996; CANEVAROLO JR, 2007), classificando-os em termos de rigidez,
fragilidade e tenacidade, de acordo com o diagrama de tensdo versus deformacdo (Figura7)

(CANEVAROLO JR, 2007).

Figura 7 - Curvas tipicas de tensdo versus deformacdo, obtidas em ensaios de tracdo para

diversos tipos de polimeros classificados de acordo com sua rigidez e tenacidade.

Tensao (c) —

A%

Deformagdo () —

FONTE: CANEVAROLO JR (2007) modificada.

Na Figura 7 sdo ilustradas as curvas de tensdo versus deformacdo sob tragdo,
comportamentos tipicos de alguns materiais poliméricos, de acordo com a classificacdo a
seguir (CANEVAROLO JR, 2007): (a) polimeros com elevado médulo de elasticidade e
baixa elongacdo na ruptura. Este material pode ou ndo escoar antes de sua ruptura. Ex.: resina
fendlica; (b) polimeros com elevado médulo de elasticidade, tensdo de escoamento e tensdo
na ruptura, ¢ moderada elongacio na ruptura. Ex.: poli(acetais); (c) polimero com elevados
modulo eldstico, tensdo no escoamento, elongacdo na ruptura e resisténcia maxima a tracao.
Ex.: poli(carbonato) (duro e tenaz); (d) polimeros com baixo mddulo de elasticidade, baixa
tensdo de escoamento, porém elevada elongacdo e tensdo no ponto de ruptura. Ex.:
poli(etileno); (e) polimeros com baixo mddulo de elasticidade e tensdo no escoamento, € uma
elongacdo no ponto de ruptura de moderada a elevada. Ex.: poli(tetrafluoretileno) (PTFE),

conhecido comercialmente como Teflon® (CANEVAROLO JR, 2007).
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Os materiais oferecem resisténcia a for¢a até um ponto miximo (limite eldstico).
Durante o ensaio de tragdo os resultados obtidos correspondem a relacdo entre a forca
aplicada e as deformacgdes ocorridas durante o desenvolvimento do ensaio, o qual gera no

final um gréfico relacionando a tensdo e a deformacdo do material polimérico (Figura 8).

Figura 8 - Curva caracteristica da relagcdo tensdo versus deformacao.
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FONTE: MILTZ (1992)modificado.

Observa-se na Figura 8 que, inicialmente, o material oferece resisténcia crescente
a solicitacdo de tracdo, a qual provoca seu alongamento. O intervalo inicial (O-A) da curva é
uma linha reta (tens@o diretamente proporcional a deformacao) cuja inclinacio (E) representa
a rigidez do material, o médulo de elasticidade ou mddulo de Young. Neste intervalo o
polimero se comporta como um material eldstico ideal, isto €, se a tensdo for removida, o
material voltard imediatamente ao seu comprimento inicial. O ponto A, representa o limite de
proporcionalidade do material. De A-B, a tensdo e a deformacdo ndo sdo mais proporcionais e
se a tensdo for removida o processo de recuperagdo € gradual. Na regido O-B, diz-se que o
material € eldstico, ou que apresenta um comportamento eldstico, e o ponto B é chamado
limite de elasticidade ou ponto de escoamento. Normalmente, a forca requerida para deformar
a amostra diminui depois do ponto de escoamento (B). Neste ponto o material passa a ser
pléstico, pois uma vez cessada a tensdo estard permanentemente deformado. No decorrer
deste processo a forca novamente aumenta até, finalmente, a amostra romper no ponto C. A

tensdo neste ponto de rompimento € normalmente chamada de tensdo na ruptura (tensile
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strength) e a correspondente deformacdo (expressa em porcentagem), deformacdo na ruptura
(elongation at break) (MILTZ, 1992).

Se uma grande deformacdo pldstica ocorrer entre o ponto de escoamento (B) e o
ponto de ruptura (C), o material é denominado ductil. Entretanto, se a ruptura ocorrer logo
depois do ponto de escoamento, o material € denominado fragil (SEARS; ZEMANSKY;
YOUNG, 1984). Alguns materiais ndo parecem ter ponto de escoamento a tensdo, sem o
aparecimento de uma etapa pléastica (Figura 8).

As tensdes sdo calculadas através da razdo entre a carga ou forga e a drea de secio
transversal do corpo de prova. A tensdo de ruptura (MPa) se refere a tensdo méxima suportada
pelo filme até o momento da ruptura sob as condi¢cdes de ensaio, a qual depende da

velocidade de deformacao aplicada, ou seja (CANEVAROLO JR., 2006):

chix
TS = v (1)

onde: F,; € a carga maxima necessdria (N) e A é a area do corte transversal (mz) das
amostras (CANEVAROLO JR., 2006).
O modulo de Young estd diretamente relacionado com a rigidez do polimero e €

obtido através da inclinacdo da curva a baixas deformacdes (CANEVAROLO JR., 2006):

o
E = —até 2% de deformacao. )
€

O alongamento na ruptura informa sobre a capacidade de alongamento do filme,
ou maleabilidade. O autor citado acima explica que as deformagdes no escoamento e na
ruptura definem o poder de escoamento das moléculas poliméricas durante o estiramento e

sdo calculadas através da equacao (CANEVAROLO JR., 2006):

Al

8_
lo

3)

onde:Al = [ - Iy, | € o comprimento da regido util do corpo de prova no instante em que a
deformacdo é medida, e /p é o comprimento inicial da regido util (CANEVAROLO JR,,
2006).
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As propriedades mecanicas para os materiais biopoliméricos sdo de grande
importancia e interesse cientifico e tecnoldgico, tendo em vista sua fonte de obtencdo e sua
finalidade de uso. Estes devem seguir a requisitos e/ou exigéncias que os diversos polimeros
existentes impdem para que possam atender a maior parte de suas aplicagdes. Tais requisitos
para avaliacdo do desempenho mecéanico do biopolimero leva em consideracdo tensdo de
ruptura (MPa), alongamento na ruptura (%) e médulo elédstico (MPa) dentre outros parametros
que podem servir como base de comparacao do desempenho mecanico.

Rodrigues (2012) obteve resultados para filme a base de polissacarideo (amido,
goma de cajueiro) os quais apresentam maiores valores para resisténcia a tragdo e menores
elongacdo na ruptura, em relagdo aos filmes de cera de carnadba (lipidio) que apresentou um
efeito negativo sobre a resisténcia a tracdo, devido sua caracteristica quebradica. Efeito
justificado por Palmu (2003) e Petersson e Standing (2005) que demonstraram a influéncia
negativa que materiais hidrofébicos proporcionam ao filme, no que diz respeito a reducdo a
resisténcia. De acordo com Andreuccetti, Carvalho e Grosso (2009, 2010), os resultados da
elongacdo de filmes com plastificantes hidrofébicos é bem menor quando comparados aos

plastificantes hidrofilicos, devido a complexidade da cadeia e as fortes ligacdes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Foramutilizados para a elaboracio da camada hidrofilica do filme,
gelatinacomercial sem sabor e incolor (Royal) com Bloom 240 e, dcido ascorbico L(+) PA
ACS (VETECTM) com ag¢ado antioxidante. Para a camada hidrofébica, utilizou-se fécula de
batata comercial (Yoki) como matriz biopolimérica, 6leo essencial de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides) fornecido pela PRONAT (Produtos Naturais Ltda., Horizonte/CE) como
antimicrobiano natural; e, éster de monoglicerideo de &4cido acético (lipidio) (éster de
monoglicerideo de acido acético 90-50 GRINDSTED®KOSHER, Danisco)como melhorador
dascaracteristicas de hidrofobicidade e retentor de umidade. Para melhorar as propriedades
mecanicas e estruturais do filme, incorporou-se D(-)sorbitol (VETECTM).

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Embalagens de
Alimentos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA — Agroindustria

Tropical — localizada na cidade de Fortaleza-CE

4.2 Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares de acordo com o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), cujos parametros avaliados foram concentracdo de plastificante
(28 a 42%, m/m) e éster de monoglicerideo de 4cido acético (lipidio, 18 a 32%, m/m). O
DCCR foi composto por 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11
ensaios. Os dois fatores independentes foram investigados em cinco diferentes niveis (-1,41, -

1,0, +1, +1,41)(Tabela 4).



62

Tabelad4 - Delineamento fatorial completo 22 para elaboracdo do filme em bicamada, em

relacdo a base seca (m/m).

Variaveis codificadas Variaveis reais”
ENSAIO X X, %PLST % P
01 +1,00 +1,00 40,0 30,0
02 -1,00 +1,00 30,0 30,0
03 +1,00 -1,00 40,0 20,0
04 -1,00 -1,00 30,0 20,0
05 +1,41 0,00 42,0 25,0
06 0,00 -1,41 35,0 18,0
07 -1,41 0,00 28,0 25,0
08 0,00 +1,41 35,0 32,0
09(C*) 0,00 0,00 35,0 25,0
10(C) 0,00 0,00 35,0 25,0
11(C) 0,00 0,00 35,0 25,0

*Valor percentual de %LP= %lipidio (éster de monoglicerideo de &cido
acético); %PLST= %plastificante (D(-)sorbitol) em relagdo a base seca
(m/m). *Representa o composto central determinado no DCCR.

Os ensaios foram avaliados segundo os parametros para a composi¢cdo do
Delineamento Experimental: (1) a ndo formagdo do sobrenadante lipidico na solucdo
filmogeénica; (2) formagdo de filme em mono e bicamada com estrutura homogénea, nédo
quebradica, sem exsudagdo de lipidio em sua superficie ou em sua base; (3) a ndo dissociagao

das camadas quando submersos em dgua destilada.

4.3Avaliacao da acao do antimicrobiano natural

4.3.1 Teste de Difusdo em dgar para a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

4.3.1.1 Preparo do meio de cultura e diluicoes do oleo essencial

Utilizou-se 50 mL do dgar Miiller-Hinton (Becton Dickinson, EUA) e 50 mL de
agar BHI (brainheartinfusion, MERK, Marcy I’Etoile, France) estéril a 121°C/15min, vertido
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em placas de Petri estéreis e descartiveis (150mm x 15mm), deixando-o solidificar a
temperatura ambiente dentro de fluxo laminar horizontal (NCCL, 2003).

O dleo essencial de alecrim-pimenta (Lippiasidoides) foi diluido em éalcool etilico
absoluto 99,8% P.A. ACS (VETEC) nas propor¢des 1:1 (v/v) (solugcdo 1). Em seguida, foi
retirada uma aliquota de 100uL da solugcdo 1 e, colocada em 900uL de élcool etilico,
formando a solucdo 2 com 25% de 6leo essencial na solugdo. As demais proporcdes de:

12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78% e 0,39%, seguiram o mesmo principio (Figura 9).

Figura 9 - Esquema de dilui¢do fracionada do dleo essencial em dlcool etilico absoluto

99,8%.

100pL solugdo 100pL so]ugao 100pLsqugao 100pL solugdo 100pL solugdo 100pL solugdo 100pL solugdo

QDL L LY QR

6,25% 3,12% 1,56%

Soluglio 1 Soluglio 2 Soluglio 3 Soluglio 4 Soluglio 5 Soluglio 6 Soluglio 7 Soluglio 8

900uL 4lcool etilico 900uL dlcool etilico 900pL &lcool etilico 900uL alcool etilico 900y 4lcool etilico 900uL alcool etilico 900uL alcool etilico
absoluto 99,8% absoluto 99,8% absoluto 99,8% absoluto 99,8% absoluto 99,8% absoluto 99,8% absoluto 99,8%

100yL 6leo essencial
900uL dlcool etilico
absoluto 99,8%

FONTE: AUTOR.
4.3.1.2 Micro-organismos

Foram utilizados 1,5x10® UFC/mL aproximadamente de suspensdo bacteriana em
caldo BHI, o in6culo correspondente ao padrao 0,5 da escala de MacFarland (BIOMERIEUX
Inc. Darmstadt, Germany) de micro-organismos patogenos relacionados com as Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAs) de maior incidéncia,Salmonellaentérica subsp. enterica
serovar Typhimurium(ATCC® 51812) e Listeria monocytogenes (ATCC® 7644); indicadores
de contaminacdo quanto a falha no processo de manipulacdo segura e higiénico-
sanitaria,Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) e Escherichia coli (ATCC® 10436); e,
micro-organismo deteriorante de alimentos resfriados, Pseudomona aeruginosa (ATCC®
9027) adquiridas da Microbiologics® (Saint Cloud, MN, USA).

Todos os micro-organismos foram estriados nas placas de Petri, individualmente,
deixando-as secar em fluxo-laminar por 15 minutos para que ocorresse a absor¢do pelo meio

de cultura.
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4.3.1.3 Preparo das placas para o teste “in vitro”

Foram perfurados, assepticamente, pocos de 5 mm de diametro perfurados
assepticamente, sobre a superficie das placas de Petri ja inoculadas e estriadas com os micro-
organismos acima descritos. Em cada pogo, foram adicionados 25 puL das soluc¢des de dlcool
etilico/6leo essencial (Figura 9).As solugdes estéreis de dlcool etilico e amicacina (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA - 1,2 mg/mL) foram utilizadas como controles negativo e
positivo, respectivamente.

As placas com o meio de cultura estéril e as solucdes distintas de 6leo essencial,
ficaram em repouso no fluxo laminar por, aproximadamente 20 a 30 minutos para que
ocorresse a difusdo do antimicrobiano. Em seguida, foi levado para B.O.D. e incubado
durante 24 horas a 35°C. Decorrido o tempo, as placas foram submetidas a avalia¢do visual na

formacdo das zonas de inibi¢do circundantes dos pocos (NCCL, 2003).

4.3.2 Teste do antimicrobiano no filme (Teste de difusdo em dgar)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana na solucdo filmogénica foi realizada por
meio da elaboracdo de filmes pela metodologia de casting. Utilizaram-se discos dos filmes
com 22 mm de diametro, os quais tinham adicionados as suas composicoes, as diluicdes de
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78% e 0,39% da solucdo de 6leo essecial/dlcool
etilico. Os discos foram fixados na superficie do agar inoculado com os micro-organismos
anteriormente citados e, incubou-se a 35°C por 24 horas. Apds a incubacgdo, as zonas de
inibicdo em torno de cada disco foram medidas, assim como a inibi¢do no ponto de contato do

disco com o meio(NCCL, 2003).

4.4Delineamento Experimental

Apés a avaliagdo dos filmes elaborados na etapa de teste preliminar, foram
definidos os percentuais de D(-)sorbitol com agdo plastificante, de 40% m/m, e éster de
monoglicerideo de acido acético comvariagdao de 5%, 10%, 15% e 20%m/m, como mostra a
Tabela 5, com controle, sem a presenca do lipidio tanto na estrutura monocamada como

bicamada.
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Tabela 5 -Delineamento Experimental de elaboracdo dosfilmes monocamadas e bicamadas.

SIGLA Lipidio

TRATAMENTOS

(% m/m)
Monocamada de gelatinal MG -
Monocamada de amido sem lipidio® MFsL -
Bicamada de gelatina e amido, sem o lipl’dio3 BsL Controle
Monocamada de amido com 5,0% de lipidio MF5L 5,0
Bicamada com 5,0% de lipidio B5L 5,0
Monocamada de amido com 10,0% de lipidio MF10L 10,0
Bicamada com 10,0% de lipidio B10L 10,0
Monocamada de amido com 15,0% de lipidio MF15L 15,0
Bicamada com 15,0% de lipidio B15L 15,0
Monocamada de amido com 20,0% de lipidio MF20L 20,0
Bicamada com 20,0% de lipidio B20L 20,0

'Monocamada de gelatina com 300ppm de 4cido ascérbico;”Amostra controle da monocamada;
 Amostra controle da bicamada.

4.5 Preparo das solucoes filmogénicas

Foram realizadas duas solugdes para elaboragcdo do filme em bicamada proposto
por Kester e Fennema (1989). Para a primeira camada, chamada hidrofilica ou camada
proteica, utilizou-se gelatina sem sabor e incolor comercial, hidratada em dgua destilada por 5
minutos, com posterior solubilizacdo a 80°C£1°C, por 15 minutos em chapa aquecedora
(IKA®C-MAG, HS7),sob constante agitacdo de 200 rpm. Em seguida, a solucao foi resfriada
a temperatura de 39°C+1°C, para a incorporacgdo do 4cido ascérbico, agitando por 3 minutos a
100 rpm (filme com depdsito em patente n° BR1020150297700).

Para a segunda camada, chamada hidrofébica ou camada lipidica, usou-se um
polissacarideo vegetal, fécula de batata comercial, diluido em dgua destilada, na propor¢ao de
1:10, em chapa aquecedora (IKA®C-MAG, HS7)a 63°C+1°C sob agitacao de 3000 rpm. Ao
iniciar a formacao do gel, foi levado ao banho-maria a 60°C por 15 minutos para degradacao
do amido. Em seguida, incorporou-se manualmente o éster de monoglicerideo de &cido
acético ea solugdo de Oleo essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) na solu¢do de
amido. Os valores percentuais do lipidio e da solu¢do de 6leo essencial foram calculados em

relacdo ao volume da solucdo filmogénica da segunda camada. E, por tltimo,foi incorporado
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o plastificante, 40% m/m deD(-)sorbitol. Logo apds, a mistura foi levada ao Turrax
(UltraTurrax®) para maxima homogeneizacdo a 12.000 rpm por 3 minutos(filme com
depdsito em patente n° BR1020150297700).

Apd6s a homogeneizacido, a solugdo foi encaminhada ao kitassato para a realizagdo
da etapa de degaseificacio em bomba a vacuo (Vacuum Pump V-700 — BUCHI-Switzerland)
a pressao de 30 a 45mbar, com o auxilio do banho ultrassoénico (Ultra Cleaner 750 — Unique)

de 25 kHz por 15 minutos(filme com depdsito em patente n® BR1020150297700).

4.6 Obtencoes dascamadas dos filmes

Os filmes biodegraddveis mono e bicamadas, com e sem éster de monoglicerideo
de 4cido acético e gelatinaforam elaborados pelo método de casting (espalhamento) sob uma
superficie de vidro de aproximadamente 30 cm’,na qual havia uma pelicula de Mylar (filme
poliéster) com as mesmas dimensdes da placa de vidro aderida em sua superficie. Para
modelagem e padroniza¢do, foi utilizada uma barra reguldvel casting Knife (BYK-Gardner)
de acordo com a ASTM D823-53(2012).

As camadas foram obtidas com espessura de 0,8mm cada, reguladas na barra
Knife sendo, a primeira camada hidrofilica e, apds 20 min a temperatura de 25°C+1°C sob 60-
70% umidade, sobre bancada de granito, foi obtida a segunda camada hidrofébica, sobreposta

a primeira, nas mesmas condi¢des de espessura (Figura 10).

Figura 10 - Disposi¢do das camadas sob a superficie da placa de vidro + a pelicula Mylar,
onde (a) representa a camada apenas de gelatina + dcido ascérbico; (b) monocamada de amido
sem incorporacdo de lipidio e (c) a bicamada (sobreposicdo de camadas), gelatina e amido,

sem incorporacdo de lipidio.

FONTE: AUTOR.
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4.7Propriedades fisicas

4.7.1 Cor

A cor das amostras do filme foi determinada, utilizando um colorimetro (Konica
MINOLTA, modelo CR-400), realizando-se nove leituras para cada tratamento. A cor foi
expressa como L* (luminosidade/brilho), a* (do vermelho ao verde) e b* (do amarelo ao
azul), C* (saturac@o) e angulo h (tonalidade e matiz) utilizando o sistema CIE Lab (JHA,
2010). Foram feitas medi¢des em todos os tratamentos (gelatina e variacdes de mono e
bicamadas com e sem éster de monoglicerideo de dcido acético). As andlises de cor foram
realizadassob luz ambiente e superficie branca, a mesma utilizada paracalibrar o equipamento

de acordo com o fabricante.

4.7.2 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada de acordo com o método proposto por
Gontard, Gontard e Cuq (1992), utilizando espectrofotdmetro (VARIAN, modelo Cary50). Os
filmes foram cortados em formato retangular (4 x 1 cm), colocados dentro de uma cubeta
transparente de vidro aderidos a parede interna. Foi varrida a faixa do comprimento de onda
da luz visivel, entre 400 e 800nm.

O espectro foi calibrado com a cubeta sem amostra, como 100% de transmitancia.
As medidas foram realizadas em triplicata. A opacidade aparente foi definida como a area sob
a curva da absorbancia vs. comprimento de onda, determinada por integracdo, expressa como

unidades de absorbancia x nanometros (A.nm).

4.7.3 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada de acordo com Oliveira et al. (1996),
utilizando-se um micrometro digital (resolucdo 0,001lmm) MITUTOYO, modelo Digimatic
Micrometer. A espessura foi fixada como sendo a média aritmética de, no minimo, dez

medidas aleatdrias sobre a area total do filme.
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4.7.4Umidade

Foi determinado o conteddo de umidade em 50 mg de filme seco a 105°C durante
24 horas (até atingir constancia na medida da perda de massa). A perda de massa da amostra
foi determinada, para que fosse avaliado o conteido de umidade, calculado por meio da

seguinte equacdo (CERQUEIRA et al., 2012):

Mi—Mf
Mi

ConteiidodeUmidade (%) = X 100 4)

Onde M; e M representam a massa inicial e massa final (amostra seca), respectivamente.
4.7.5 Solubilidade

A solubilidade em &4gua foi determinada segundo metodologia proposta por
Gontard et al. (1994) com modificacdes. A massa seca inicial de uma amostra de filme de 2,2
cm de diametro foi determinada em funcao de sua umidade em uma estufa com circulagdo de
ar (Quimis, modelo Q-31 4M222), mantida a 105 °C por 24 h. As amostras foram imersas em
50 mL de dgua destilada e o sistema foi mantido sob agitacio lenta e periddica a 76 rpm, a 25
°C, durante 24 h, em mesa agitadora orbital (TECNAL, modelo TE 420). Ap6s este periodo,
as amostras foram retiradas da dgua por filtragdo simples e a massa seca final foi determinada
nas mesmas condi¢des descritas para obtencdo da massa seca inicial. A solubilidade em 4gua
foi expressa em porcentagem de material solubilizado, calculada a partir dos resultados em

triplicata, por meio da Equacdo 5.
Sotubilidade (%) = || x 10065
sf

Onde: M,; € a massa seca inicial do filme e M€ a massa seca final do filme ndo solubilizado.
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4.8 Morfologia dos filmes

4.8.1 Determinacdo do tamanho médio epolidispersividadedas particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas foi determinada nas solugdes
filmogénicas de MG, MFsL e MFIOL, utilizando um Zetasizer Nano Series (Malvern
Instruments, Reino Unido), o qual utiliza o principio da difracdo do raio laser. As amostras
foram diluidas na propor¢do de 1:10.000 (AOUADA, 2009) e as medidas realizadas em
triplicata a 25°C,

4.8.2 Andlise do potencial zeta (¢)

A carga superficial das particulas ou potencial zeta({)foi analisada por Zetasizer
Nano Series (Malvern Instruments, Reino Unido), o qual utiliza o principio da difracdo do
raio laser. As amostras foram diluidas na propor¢ao de 1:10.000 (AOUADA, 2009) e as

medidas realizadas em triplicata a 25°C,

4.8.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A anélise morfoldgica dos filmes foi realizada em microscopio eletronico MEV
Zeiss DSM, modelo 940A. Os tratamentos de filmes utilizados para leitura foram MG (filme
monocamada de gelatina), MFsL (filme composto monocamada sem éster de monoglicerideo
de 4cido acético), BsL (filme bicamada sem éster de monoglicerideo de dcido acético),
MFI10L (filme composto monocamada com 10% de éster de monoglicerideo de acido acético)
e B1OL (filme bicamada com 10% de éster de monoglicerideo de acido acético), os quais
foram depositados em stubs contendo fita dupla face de carbono, condutora, para incidir o
feixe de elétrons e metalizadas com platina (60nm de espessura, Emitech) em evaporadora
EMS e observada a uma voltagem de aceleracdo de 15kV (CANUTO et al., 2015). Os filmes

bicamadas foram colocados em posi¢do vertical, também, para observagdo da dupla camada.
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4.8.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
foram obtidos em um espectrofotdmetro Agilent, modelo Cary 660. Os filmes foram medidos
quanto a transmitancia, em méddulo de ATR, na faixa de 650 cm’! 24000 cm’'. Para os filmes
bicamadas, foram realizadas leituras na camada superior e inferior do filme, enquanto nos

filmes monocamadas, apenas na parte superior (CRUZ, 2014).
4.9 Propriedade de barreira
4.9.1 Permeabilidade ao vapor de dgua

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi determinada por meio do método
gravimétrico segundo método ASTM E96-00 (ASTM, 2000). Foram utilizadas células de
permeacdo com 49 mm de didmetro e 13,2 mm de altura (Figura 11) contendo 6 mL de dgua

destilada, mantendo um espaco livre na célula de aproximadamente 10 mm de altura.

Figura 11- Células de permeacdo com filmes de gelatina (MG), amido sem lipidio (MFsL),
bicamada sem lipidio (BsL) e bicamada com 5% de lipidio (B5L), respectivamente no sentido

da esquerda para a direita.

FONTE: AUTOR.

Os filmes em formato de disco foram selados no topo das células, as quais foram

colocadas em dessecador vertical ARSEC DCV-040 com circulagado de ar, contendo silica gel
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(0% UR) previamente seca a 105°C por 24 horas. Foram feitas 5 repeticdes para cada
tratamento. As células foram mantidas a 25°C e 30% UR durante aproximadamente 24 horas
e pesadas 8 vezes ao longo do tempo, com intervalos de no minimo, 1 hora. O ganho de peso
foi plotado em fun¢do do tempo. Para os filmes bicamadas, a parte que ficou na drea com
maior umidade, correspondeua camada hidrofébica, ou seja, o filme de gelatina.

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi definida como sendo:

gxe

PVA (g. mm/m2 h.kPa) = IXIXAD

(6)

Em que PVA € a permeabilidade ao vapor de dgua (g. mm/m?*.h.kPa); g € o0 ganho
de peso dos filmes; t € o tempo total em horas; A € a drea de permeacdo (m?); e espessura
média dos filmes (mm); AP € a diferenca de pressdao de vapor do ambiente contendo silica gel
(kPa, 25 °C); g/t foi calculada por regressao linear entre os pontos de ganho de peso e tempo

(regime permanente). Foram realizadas cinco repeti¢Oes para cada tratamento.
4.10 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas pelos testes de tragao.
Antes da realizac@o dos testes, os filmes foram acondicionados em um dessecador contendo
nitrato de magnésio hexahidratado, para manté-los em um ambiente com umidade relativa e
temperatura em torno, respectivamente, de 50% + 5% e, 24 °C + 2°C, no minimo 40 horas.

Os testes foram conduzidos de acordo com o método ASTM D882-00 (ASTM,
2000). Os filmes foram cortados em uma prensa estampadora Ceast (modelo pneumatica). Os
testes foram realizados com 5 corpos de prova para cada amostra.

O equipamento utilizado para andlise foi o EMIC (Maquina Universal de Ensaios,
modelo DL-3000), com uma célula de carga de 100 N. A velocidade de tracionamento
utilizada foi de 10 mm/min, sendo a distancia inicial entre as garras de 50 mm.

De acordo com a normatizagdo citada, os filmes foram avaliados em relacdo a
resisténcia a tracdo (o), elongacdo na ruptura (¢)e modulo de elasticidade em tragdo ou
modulo de Young. A resisténcia a tragdo (o), dada em MPa, foi determinada medindo-se a
forca necessdria para romper o filme dividida pela drea da seccdo submetida a tracdo. Os

valores de ¢ foram calculados utilizando a Equagdo 7.
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o = ~(7)

onde F € o valor da forca (N) de ruptura exercida e A (m?) € a drea seccional do filme.

A deformacdo (¢) das amostras (elongacdo na ruptura) foi determinada pela

Equacdo 8.
_L—Lg
&= (8)

onde L Ly sdo os comprimentos de elongacdo do filme durante o experimento e o
comprimento inicial, respectivamente.

A elongacdo na ruptura € o incremento da distincia entre marcas a um
determinado estigio de extensdo (L) relativo ao comprimento original (Lo). E geralmente

expressa em percentual (%), foi determinada pela Equacdo 9.
L

AL = —x100(9)
Lo

O médulo de Young ou médulo de elasticidade foi calculado a partir da inclinacao
inicial (regido de deformagdo elastica) da curva obtida tensdo-deformacgdo entre 0 e 1% de
alongamento. Em termos préticos, 0 modulo de Young ou moédulo de elasticidade € um

indicador da rigidez do material, sendo que, quanto maior o médulo, mais rigido é o material.
4.11 Propriedade termoanalitica
4.11.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise térmica dos filmes foi realizada no calorimetro diferencial de varredura
DSC Q20 Universal v4.7a (TA Instruments). O peso das amostras foi de,aproxidamente, 2,0 +
0,2mg, utilizando-se cdpsulas de aluminio queforam seladas. As temperaturas de transicao
vitrea (Ty) e temperatura de fusdo (T,) dos materiais foram analisadas de acordo com
Wang,Yang eWang (2003). As andlises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio a uma
vazao de 50 mL/minuto; razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/minuto. Foi realizado

um ciclodas amostras submetidas a faixa de temperatura de 25 °C a 400°C.
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4.12 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey
para comparagdo das médias, adotando-se o nivel de significincia de 5% (p<0,05), além de
andlise de correlagdo e de regressdo. Todas as andlises foram realizadas pelo programa

estatistico Statistic® versao 10 (StatSoft.Inc., 2011) para ambiente Windows.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da acao do antimicrobiano natural

5.1.1 Teste de difusdo em dagar para a Concentragado Inibitoria Minima (CIM)
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O dleo essencial (OE) de alecrim-pimenta (Lippia sidoides)mostrou-se eficiente

nas inibicdes do crescimento dos micro-organismos in Vvifro, cuja menor concentragiao

utilizada para o teste CIM foi de 0,39% em relacdo ao volume da solugdo (Tabela 6)através

dos halos de inibi¢do formados.

Tabela 6- Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial do alecrim-pimenta contra

cinco estirpes bacterianas. Os valores foram expressos em milimetros (mm).

Micro-organismos

Gram positivas Gram negativas
Concentracio § E "§ < g S s
2, Y Q ~ o 1]
dleo § §o S § § N = § §
(%) = S 5 3 s £ S %
’ S S =< 8 S = £ 2 B
= Q.‘ = S & S 0N
S S S v - <& S
g %) &S] i
Tamanho do halo (mm)
0,39 92+ 1,0 10,5 + 1,0°4 92+ 1,0 102 +1,7% 11,0+1,1°4
0,78 97+15®  11,0+0,8™B | 11,2058 12,5138 130220
1,56 10,7 £ 1,0 13,7+£2,1% | 150344 14,7 +1,0%% 14,2 + 1,7%A
3,12 12,7 +1,7°% 18,7 £6,0°* | 152+22% 175+0,6%" 18,0+ 3,644
6,25 227 +£45% 347 £122% | 27,0+ 12,6  19,0+0,8" 20,7 + 6,4%
12,50 342 £85%4 372+133%A | 352+£90% 2504264 23,7 £ 5,04
25,0 36,5+7848  435+70% | 38,0+5548  29(0+3208B 272+ 4,168
50,0 37244348 507+ 11,8 | 402+7,8%"8  3224+54" 26,2 + 0,58
Controle” 482 + 1,0  43,7+29% 39,7422  395+13%¢ 437 + 1,0

Zona de inibi¢@o expressa como diametro em milimetro (mm). Os valores representam média + desvio padrdo de
zonas de inibi¢do de dois experimentos. Letras mintsculas iguais sobrescritas na mesma coluna indicam ndo
haver diferenca significativa (p<0,05) entre as concentra¢des. Letras maitisculas iguais sobrescritas na mesma

linha indicam ndo haver diferenga significativa entre os micro-organismos. Controle: amicacina.
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A Tabela 6 mostra que todos 0s micro-organismos avaliados sdo sensiveis a solucao
de 6leo essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides), sendo que as Gram negativas sao
menos sensiveis em relacdo as Gram positivas. Observa-se que houve formacao de halo de
inibi¢do maior para Staphylococcus aureus (ATCC® 25923) e, menor para Pseudomonas
aeruginosa (ATCC® 9027) com 50,7 mm e 26,2 mm, respectivamente, quando comparamos
com o controle (amicacina de amplo espectro) nos mesmos micro-organismos, 43,7 mm em
ambos.OApéndice A ilustra a formagdo dos halos de inibicao das diferentes concentracdes de
6leo essencial de alecrim-pimenta e do antibiético utilizado como controle, amicacina.

O controle realizado com antibiético amicacina permite verificar que a capacidade de
inibicdo de crescimento dos micro-organismos em estudo, pelas solugdes de dleo essencial €
alta, quando comparado ao antibidtico. E importante mencionar que os resultados obtidos
neste estudo ndo sofreram influéncia da dilui¢do do 6leo essencial em dlcool etilico 99,8%
(1:1), pois o controle com &lcool 99,8% (controle negativo) ndo apresentou inibicdo no
crescimento dos micro-organismos em estudo (Apéndice A).

Para Ribeiro (2008), n3o existe um consenso sobre o nivel aceitivel para
extratos/6leos essenciais de plantas quando comparados com antibidticos padrdes. Para Porte
e Godoy (2001) é necessdrio determinar a composi¢cdo quimica do 6leo essencial para
aproveitar suas potencialidades e aplica-lo corretamente.

No caso especifico do Oleo essencial de alecrim-pimenta, a forte atividade
antimicrobiana € associada ao seu principal constituinte, o timol, composto fendlico com
atividade antimicrobiana e antisséptica, a qual estd entre as substincias naturais mais
requisitadas por diferentes setores industriais, dentre eles os de quimica e de cosméticos
(CRAVEIRO et al., 1981; MATOS; OLIVEIRA, 1998), pois este desintegra a membrana
externa presente na parede de bactérias Gram negativas, liberando os lipopolissacarideos
(LPS) e aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmética ao ATP (HELANDER et
al., 1998).

5.1.2 Teste de difusdo em dgar do antimicrobiano no filme

Os resultados obtidos para o teste de difusdo em agar do dleo essencial de
alecrim-pimenta sdo mostrados na Figura 12, onde é possivel observar que ndao houve
formacdo de halo, somente inibicao de crescimento na drea de contato do filme com o meio de

cultura.
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Figura 12—Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim-pimenta nos
filmes biopoliméricos, para os seguintes micro-organismos: (A)Staphylococcus aureus
(ATCC 25923); (B) Salmonella typhimurium (ATCC 51812); (C) Escherichia coli (ATCC

10536); (D) Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027); e, (E) Listeria monocytogenes (ATCC
7644).

Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium

Escherichia coli Pseudomona aeruginosa

Listeria monocytogenes
.. A

FONTE: AUTOR.

Apesar da acdo comprovada de 0,39% (v/v) de CIM do 6leo essencial de alecrim-
pimenta na inibi¢do antimicrobiana in vitro, foi necessario aumentar a concentracdo da
solucdo de 6leo essencial para a realizacdo do teste antimicrobiano no filme bicamada, devido

aos constituintes do mesmo que vieram a promover interacdes e possiveis barreiras, as



77

quaisndo permitiram que o 6leo migrasse do filme para o meio de cultura, a fim de inibir os
micro-organismos que circundavam o filme. Também foi considerado fator de selecdo da
concentracao inibitéria minima, a concentragao do dleo essencial que nao viesse a precipitar o
lipidio (éster de monoglicerideo de 4cido acético) na solucdo filmogénica, critério de sele¢ao
mencionado no item 4.2. A concentracdo do 6leo essencial de alecrim-pimenta passou a ser de
3,12% (v/v) calculado sobre o volume da solucao filmogénica.

A grande complexidade das cadeias poliméricas, a elaboracdo do filme em
bicamada, o uso de constituintes distintos como proteinas, lipidios e polissacarideos que
formam a matriz polimérica do filme bicamada, em contrapartida aos coadjuvantes
(plastificante e antioxidante), podem ter proporcionado a ndo formagdo do halo de inibicdo,
com possiveis efeitos sinérgicos junto ao 6leo essencial. Segundo COMA (2008), acredita-se
em uma possivel acdo bacteriostatica ou bactericida sobre a superficie da placa de Petri, de
modo que a atividade antimicrobiana ocorra com maior intensidade da superficie de contato.

Podemos considerar que o efeito bactericida nao foi devido a influéncia do dleo
essencial, mas, possivelmente, devido a alta barreira ao gas oxigénio, sendo que os micro-
organismos analisados possuem as seguintes caracteristicas quanto a presenca de oxigénio
para o seu desenvolvimento, segundo Jay, Loessner e Golden (2005): a)
Staphylococcusaureus: aerdbico, anaerdbico facultativo; b) Salmonella Typhimurium:
anaerdbico facultativo; ¢) Escherichia coli: aerdbica, anaerdbica facultativa; d) Pseudomona
aeruginosa: aerdbica estrita; e) Listeria monocytogenes: aerdbica, anaerdbica
facultativa.Assim como, ndo descartando a possibilidade da insolubilidade do 6leo essencial
de alecrim-pimentaem 4gua, impedindo com que o 6leo migrasse para a superficie da placa.

Em experimento realizado por Feitosa (2005), o OE da Lippia sidoides teve efeito
bactericida na concentragdo de 20 mg/mL sobre S. aureus e E. coli, confirmando a atividade

bactericida desse extrato vegetal.

5.2 Propriedadaes fisicas dos filmes

5.2.1 Cor

A cor dos filmes,apresentouresultados distintos entre os tipos defilmes,

monocamada (MF) e bicamadas (B), com diferenca estatistica (p<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7- Colorimetria dos filmes monocamada de fécula (MF) e bicamada (B) com diferentes concentracdes de lipidio (éster de monoglicerideo
de 4cido acético) e 6leo essencial de alecrim-pimenta e, filme de gelatina.

COLORIMETRIA
L* a* b C* Hue
MF B MF B MF B MF B MF B
0 95,5540,10°*  84,16+0,50" | -0,35+0,02" 3,56+0,33"* | 3,0940,07*® 17,21+1,11°* | 3,110,07"® 17,58+1,10°* | 96,41+0,28"*  78,29+1,22
5 95,4540,24™*  78,86+0,69"® | -0,29+0,03"®  4,00+0,76"* | 2,98+0,09"® 34,08+1,93"* | 2,99+0,10°®  34,32+1,89" | 95,59+0,44"* 83 27+1,46"
10 95,7240,26"  74,85+1,86 | -0,29+0,03"® 5,53+1,02°* | 3,1240,32"®  42,35+2,26™* | 3,02+0,09°® 42,71+2,37** | 95,6240,56"*  82,61+1,02*®
15 95,19+0,24**  71,71+4,18" | -0,25+0,06"®  8,13+3,31** | 3,0120,09°® 46,74+3,31* | 3,02+0,09°® 47,51+3,80"* | 95,19+0,64" 80,35+3,29""
20 na/nf 70,191,67° na/nf 9,30+1,53 na/nf 49,26+2,13¢ na/nf 50,14+2,31¢ na/nf 79,29+1,34°
MG 86,31+1,41 4,8+0,75 11,88+1,62 12,81+1,78 68,04+0,48

[MGA]
(%)

**Percentual de concentra¢do de éster de monoglicerideo de dcido acético; ***A amostra ndo foi analisada por ndo formar filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de 4cido
ascérbico); MF (filme monocamada de amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05); letras
mintdsculas iguais na mesma coluna indicam que nio hd diferenca significativa entre as médias; letras maitisculas iguais na mesma linha indicam que nio ha diferenca significativa entre as
médias para o pardmetro analisado.
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Observa-se na Tabela 7, que os filmes monocamadas de amido com diferentes
concentracdes de lipidio apresentaram valores de L* acima de 95, comdiferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentosMFsL (95,55+0,10) e MF15L (95,19+0,24), possivelmente,
devido a concentragdo de lipidio, possibilitando a redugaoda sua luminosidade; oudevido o
processo de gelificacdo do amido ndo ter sido suficiente,associado ao uso de éster de
monoglicerideo de 4cido acético, formandouma pasta opaca.Dessa forma, pode-se evidenciar
que os filmes monocamadas de amido apresentam maior luminosidade.Foi observado
também, que nos filmes bicamadas houveuma reducdo significativa (p<0,05) nos valores de
luminosidade (L*) das amostras com o aumento da concentracdo do lipidio nas formulagdes,
de 84,16+0,50 (BsL) para 70,19+1,67 (B20L).

Com relacdo aos valores de a* e b*, a diferenca na concentracdo do lipidio ndo
apresentou influéncia nesses parametros ao nivel de significincia de 5% para os filmes
monocamadas, mas os tratamentos em bicamadas apresentaram tendéncia a coloracdo
vermelha e amarela, respectivamente, com o aumento da concentracdo de lipidio na
formulacdo, com valores a* variando de 3,56+0,33 (BsL) para 9,30+1,53 (B20L), e, os
valores de b*, variando de 17,21+1,11 (BsL) a 49,26+2,13 (B20L),indicando tendéncia a
tonalidade vermelha (Tabela 7).

Para os filmes monocamadas, oChroma (C*) decresceu com o aumento da
concentracdo de éster de monoglicerideo de acido acético, promovendo a reducdo da cor
cinza, deixando os filmes mais claros, com menor saturacdo. Ja os filmes bicamadas, o C*
(Chroma) aumentou de 17,58+1,10 (BsL) para 50,144+2,31 (B20L) com o aumento da
concentracdo de lipidio nas formulac¢des, promovendo escurecimento no filme, justificando
assim, a reducdo da luminosidade das amostras. Quanto maior for o valor da relacdo da
saturagdo ou Chroma, maior € a pigmentagdo cinza. J4 a luminosidade ou intensidade
luminosa, pode ser avaliada apenas como clara (valores tendendo a 100) ou escura (valores
tendendo ao zero).

A Tabela 7 apresenta o angulo Hue(matiz/tonalidade) para os filmes
monocamadas com valores elevados, em relagdo as bicamadas, para as formulacdes com éster
de monoglicerideo de 4cido acético, cujo tratamento MFsL apresentou uma diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo aos demais tratamentos.Para os filmes bicamadas, a redugao
nos valores de acordo com o aumento da concentra¢do do lipidio, com forte tendéncia a
coloragdo amarela (b*).Em relacdo ao filme de gelatina (MG), obteve-se omenor valor

observado,68,04, indicando baixa nitidez.
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5.2.2 Opacidade

A Figura 13 apresenta a coloracdo e transparéncia dos filmes, tendo em vista a
presenca ou auséncia de lipidio em suas composicdes. Os filmes da Figura 13B, 13C e 13D,
apresentam em sua composicao 3,12% de 6leo essencial de alecrim-pimenta em solu¢do com

alcool etilico absoluto 99,8%.

Figura 13 - Amostras de filmes, onde: (A) filme monocamada de gelatina; (B) filme
monocamada de amido sem éster de monoglicerideo de 4cido acético; (C) filme bicamada de
gelatina e amido, sem a adicdo de éster de monoglicerideo de 4cido acético; (D) filme
bicamada, gelatina e amido, com adicao de éster de monoglicerideo de 4cido acético (10%

m/m).
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FONTE: AUTOR.

Sabe-se que a opacidade em um filme se refere ao grau de transparéncia do
mesmo, ou seja, ¢ o indicador da quantidade de transmissdo de luz visivel que o atravessa.
Quanto maior o valor da opacidade, menor o grau de transparéncia, logo, menor a transmissao
da luz visivel.

Para os filmes, a transparéncia (ou baixa opacidade) é um atributo sensorial
desejavel para embalagens e aceitacdo pelo consumidor (KURT; KAHYAOGLU, 2014), mas
a finalidade do seu uso determinard o grau de exigéncia para a transparéncia ou opacidade da
embalagem, ou seja, o tipo de alimento determinard a necessidade de ter maior ou menor

opacidade.
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Todos os filmes avaliados apresentaram perfil de opacidade quanto a absorbancia,
em relacdo a faixa de comprimento de onda da luz visivel aplicado (400 a 800nm) (Figura

14), cujos valores para filme monocamada estdo na Tabela 8.

Figura 14—Valores de absorbancia dos filmes monocamada e bicamada, com diferentes
concentracdes deéster de monoglicerideo de acido acético e, filme de gelatina em diferentes

comprimentos de onda (400 a 800nm).
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Tabela 8—Opacidade dos filmes monocamada (MF) e bicamadas (B) com 6leo essencial de
alecrim-pimenta, em diferentes concentracdes de éster de monoglicerideo de dcido acético e,

filme monocamada de gelatina, avaliados sob comprimentos de ondas de 400 a 800 nm.

[MGA] OPACIDADE (A.nm)
(%)*
MF B
0 214,74 + 17,70 161,69 + 12,628
5 265,16 + 14,52% 211,95 + 6,529
10 305,74 + 8,624 305,39 + 12,324
15 323,12 + 15,184 355,90 + 20,88
20 na/nf** 411,54 +15,70°
MG 35,68 + 3,75

*Percentual de concentragdo de éster de monoglicerideo de édcido acético; **A amostra ndo foi analisada por nao formar
filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de dcido ascérbico); MF (filme monocamada de
amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de
significAncia de 5% (p < 0,05); letras mindsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias; letras maiudsculas iguais na mesma linha indicam que néo ha diferenca significativa
entre as médias.

Observa-se na Tabela 8 e Figura 14, que os tratamentos realizados com as
diferentes concentragdes de lipidio nos filmes em monocamada de amido e bicamada,
apresentaram variagdes quanto a opacidade, com excessao dos tratamentos MF10L/B10L e
MI5L/B15L que ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%.

Conforme observado na Tabela 8e Figura 14, o aumento da opacidade ¢é
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo delipidio (éster de monoglicerideo de
acido acético) (Figural4), independente do tipo de filme, monocamada ou bicamdas.

Em contrapartida o tratamento MG, correspondente ao filme monocamada de
gelatina, apresentou o menor valor de opacidade, ou seja, maior transparéncia,
35,68+3,75A.nm, por sua constitui¢cdo ser de uma proteina hidrolisada, sem nenhuma outra
matriz polimérica que viesse a comprometer a translucidez do material.

Com relagdo aos filmes monocamadas de amido com 6leo essencial e diferentes
concentracdes de lipidio, estes demonstraram uma correlacdo direta entre o aumento da
concentracao do lipidio, com o aumento dos valores de opacidade com diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos MF5Le MFI15L. De acordo com Yang; Paulson (2000),

geralmente, a adi¢do de lipidios na elaboragdo de filmes, pode tornd-los opacos.



83

A opacidade pode variar também em fun¢do do teor de amilose do amido, pois
suas moléculas em solucdo tendem a orientar-se paralelamente ao reduzir a
temperatura,devido a linearidade apds o seu aquecimento, aproximando-se o suficiente para se
formar pontes de hidrogénio entre hidroxilas de cadeias adjacentes. Como resultado, a
afinidade do polimero por dgua é reduzida, favorecendo a formacao de pastas opacas e filmes
resistentes (WURZBURG, 1986) em associacdo com a incorporacgdo do lipidio.

Os tratamentos controles dos filmes mono e bicamadas, MFsL e BsL (Tabela 8),
apresentaram valores de opacidade de 214,74 A.nm e 161,69A.nm, respectivamente. Nota-se
que o filme monocamada apresentou o maior valor de opacidade, tendo em vista as
observacdes deWurzburg (1986), quando se associa uma segunda camada com valor de
opacidade muito menor, como é o caso da monocamada de gelatina, 35,68 A.nm, pode-se
observar uma possivel interacdo entre as fases, onde a camada de gelatina, ao sofrer uma
sobreposicdo da camada de lipidio com temperatura em torno de 45°C+2 °Cpromoveu
possiveis interacOes estruturais as quais impedem que as cadeias de amilose atinjam a
conformagdo estrutural da mesma. Ao incorporar o lipidio,houve aumento da opacidade

(Figura 15).

Figura 15 - Variacdo da opacidade dos filmes monocamada e bicamadas de acordo com o

aumento gradativo de éster de monoglicerideo de dcido acético nas formulagoes.
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Ao isolar um comprimento de onda especifico (600 nm), pode-se observar e
comparar as distingdes na opacidade especifica que, segundo a metodologia de Gémez-Estaca
et al. (2009), sugerem a divisdo do valor da absorbancia no comprimento de onda de 600 nm
pela média da espessura do filme (mm). Considerando o mesmo comprimento de onda de
600nm e extraindo os valores de absorbancia respectivos, obteve-se para a MFsL, MF5L
eMF10L (60°C/15min), os valores de 4,82 mm'l, 6,95mm'l e 8,19mm'1, respectivamente,
quando convertidos para a unidade proposta por Gémez-Estaca et al. (2009). Desta forma,
Santacruz,Rivadeneira eCastro (2015)analisaram a opacidade dos filmes de amido (fécula de
batata) e, obtiveram-se valores até 5 ,48mm'l de opacidade. Mas, quando adicionaram glicerol,
passou para 6,09 mm' e, quando expds a solucdo filmogénica atemperatura de 90°C, por
0,5min e 4min, obtiveram valores de opacidade de 6,44 mm'e 5,64 mm‘l, respectivamente.
Isto comprova que, a incorporagdo de lipidio promove um aumento na opacidade do filme,
como também a incorporacdo de outros ingredientes.A relacdo tempo/temperatura promove
alteracoes significativas noque diz respeito a gelificacdo do amido, caso ndo seja completa,

pode formar um filme mais opaco.
5.2.3 Espessura

A andlise de espessura auxilia na avaliacdo do grau de homogeneidade do filme e,
da miscibilidade dos constituintes em relacdo ao solvente utilizado. A Tabela 9indica a
variacdo de espessura entre os filmes mono e bicamadas, respectivamente. Ambos com
diferentes variacoes de éster de monoglicerideo de 4cido acético, incluindo o filme

monocamada de gelatina.
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Tabela 9 — Espessura (mm) dos filmes monocamada e bicamadas, com diferentes
concentracdes de lipidio (éster de monoglicerideo de dcido acético)e solugdo de 6leo essencial

de alecrim-pimenta, incluindo o filme monocamada de gelatina.

[MGA] ESPESSURA (mm)
(%)*
MF B
0 0,100+0,002°8 0,123+0,003°4
5 0,1010,002°8 0,160+0,0044
10 0,10120,002°8 0,167+0,005*
15 0,107+0,002%8 0,163+0,007°*
20 na/nf** 0,182+0,006°
MG 0,068+0,021

*Percentual de concentragdo de éster de monoglicerideo de édcido acético; **A amostra ndo foi analisada por nao formar
filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de dcido ascérbico); MF (filme monocamada de
amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de
significAncia de 5% (p < 0,05); letras mintdsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo hd diferenca
significativa entre as médias; letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que ndo hé diferenca significativa
entre as médias.

A Tabela 9 apresenta uma diferenca significativa ao nivel de 5%, na espessura dos
filmes monocamada e bicamadas que tiveram percentuais variados de lipidio, em relacdo ao
tratamento controle(MFsL e BsL), os quais apresentaram 0,100 mm e 0,123 mm de espessura,
respectivamente, aumentando para 0,107 mm e 0,182 mm ao ser acrescido com 15%
(MFI15L) e 20% (B20L)de lipidio. Pode-se observar que houve um aumento de 48% da
espessura entre os tratamentos BsL e B20L.

Acredita-se que a diferenca nos valores de espessura tenha sido influenciada por
alguns fatores com a presenca de bolhas, a ndo gelificacdo completa do amido, deixando
vestigios de grdos de amido ndo dissolvidos(intumescidos) na solucdo filmogénicae, a
influéncia do bindmio tempo-temperaturana etapa de secagem do filme, associadoaos
volumes de lipidio utilizados.A secagem dos filmes dura, aproximadamente, 12 a 15 horas na
temperatura de aproximadamente 25 °C + 1°C.Neste intervalo de tempo, as moléculas de dgua
podem ter formado uma intensa forca intermolecular chamada de ligacdo de hidrogénio e,
como as moléculas do lipidio ndo possuem afinidade com a &4gua, as mesmas se

reagruparame, possivelmente formam filmes mais espessos (Figura 16).
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Figura 16 -Variacdo da espessura dos filmes monocamada e bicamadas de acordo com o

aumento gradativo de éster de monoglicerideo de dcido acético nas formulagdes.
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5.2.4Umidade

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos das médias do conteudo de umidade
dos filmes mono e bicamadas em diferentes concentracdes de lipidio (éster de monoglicerideo

de 4cido acético) com 6leo essencial de alecrim-pimenta e, do filme monocamada de gelatina.
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Tabela 10 - Umidade (%) dos filmes monocamadae bicamadas, com diferentes concentragdes
de lipidio (éster de monoglicerideo de dcido acético)e solugcdao de dleo essencial de alecrim-

pimenta, incluindo o filme monocamada de gelatina.

[MGA] UMIDADE (%)
(% )*
MF B

0 8,93+4,54%A 8,15+0,63*
5 7.75+1,11%8 9,90+0,23%
10 8,86+0,86%" 12,13+1,13%
15 10,66+2,49*8 13,64+1,27°4
20 nf/na** 13.46x1,07°

MG 9,15+0.85

*Percentual de concentragdo de éster de monoglicerideo de édcido acético; **A amostra ndo foi analisada por nao formar
filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de dcido ascdrbico); MF (filme monocamada de
amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de
significAncia de 5% (p < 0,05); letras mintdsculas iguais na mesma coluna indicam que nao hd diferenca
significativa entre as médias; letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que ndo hé diferenca significativa
entre as médias.

De acordo com a Tabela 10, ndo houve variagdo (p<0,05) no conteudo de
umidade para os filmes monocamada, mas os filmes bicamadas apresentaram uma diferenca
estatistica (p<0,05) na umidade deBsL e BSL para os demais tratamentos, quando submetidos
ao aumento da concentracao de lipidio.

O tratamento MF15L apresentou 10,66% +2,49%, valor semelhante ao obtido por
Petersson e Stading (2005) ao elaborarem filmes monocamada de amido com lipidio (5,0%
dgua/massa) e secos a 23 °C, obtendo valores de umidade de aproximadamente 12,9%.

O tratamento B20L, em comparacdo com o BsL (controle), apresentou 13,46% de
conteddo de umidade em relagdo ao0s8,15% do BsL, demonstrando um aumento de 60,5% no
conteddo de umidade nos filmes bicamadas ao adicionar 20% de éster de monoglicerideo de
dcido acético.

Para Gutiérrez et al. (2015), os filmes monocamadas elaborados com amido de
inhame do tipo “cush-cush” e mandioca, obtiveram valores no contetido de umidade na faixa
de 52% e 34%, respectivamente.Essa variacdo percentualé justificada pelos autores Flores et
al. (2007) e Hu, Chen e Gao (2009), como sendo uma possivel interagdo do glicerol

(plastificante) com a amilopectina, facilitando a absorcdo de dgua. Este tipo de fendmeno
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ocorre durante a incorporagdo do plastificante da solu¢do imida, onde, possivelmente, tenha
ocorrido a interacdo do glicerol com o amido da solucdo e, a d4gua atuou como plastificante

(GUTIERREZ et al., 2015).
5.2.5 Solubilidade

A solubilidade encontrada para os filmes monocamadas de gelatina, assim como
os filmes compostos mono e bicamadas com solucdo de 6leo essencial e diferentes

concentracoes de éster de monoglicerideo de dcido acético, estdo representadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Solubilidade dos filmes compostos monocamadas de amido com variagdes na

concentracdo de lipidio, incluindo o filme de gelatina.

[MGA] SOLUBILIDADE (%)
(%)*
MF B
0 77,715,484 71,5749,18**
5 32,59+8,23"* 26,99+2,39°4
10 27,03+5,65" 26,96+9,84"*
15 33,15+3,67°* 29,90+1,73"*
20 nf/na’** 16,05+1,83"
MG 69,06%5,58

*Percentual de concentragio de éster de monoglicerideo de édcido acético; **A amostra ndo foi analisada por nao formar
filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de dcido ascérbico); MF (filme monocamada de
amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de
significincia de 5% (p < 0,05); letras minusculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias; letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que ndo hd diferenca significativa
entre as médias.

A Tabela 11 mostra que os filmes monocamadas com diferentes concentracdes de
éster de monoglicerideo de 4cido acéticovariaram a sua solubilidade de 27,03% a 77,71%,
onde houve diferenca significativa (p<0,05) entre MFsL e os demais tratamentos. Estes, por
sua vez, ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si assim, como para os filmes
bicamadas que apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos valores de solubilidade,

variando de16,05% (B20L) a71,57% (BsL).
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A variavel lipidica apresentou efeito significativo positivo, ou seja, a utilizagao de
um lipidio proporciona a melhoria da caracteristica hidrofébica do filme.Os tratamentos
MFI15L e B15L apresentaram valores inconsistentes, podendo consideradar possiveis falhas
no processo de realizacdo da andlise. No entanto, os tratamentos MF e B ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre si, com exce¢do da MF20L o qual n3o apresentou a
formacao estrutural de filme.

Cerqueira et al. (2012) em filmes de polissacarideo (galactomanana) e glicerol,
obtiveram solubilidade de 51,86% e ao adicionar 6leo de milho os valores de solubilidade
foram de 42,25%.Wang et al. (2007) obtiveram valores de solubilidade de 31,7% para filmes
de amido de batata adicionados de glicerol (1:2 (p/p), glicerol/amido) semelhantes aos
resultados dos tratamentos dos filmes compostos monocamadas com lipidio. Isto talvez se
deva a ndo solubilizacdo completa do amido na solugdo filmogénica, gerando valores ainda
altos, mesmo que o filme ndo tenha se desintegrado apds 24 horas, submerso em dgua.

Ao se comparar os resultados da Tabela 11, pode-se observar que os filmes
monocamadas apresentaram maior solubilidade em relagdo aos filmes bicamadas. Acredita-se
que a bicamada possua uma integridade entre os dois sistemas matrizes do filme, proteina e
composto (amido e lipidio), tornando-a mais resistente e integra em ambiente com elevado
teor de umidade. Assim comondo houve homogeneidade na solu¢do filmogénica de amido
quando esta foi adicionada de lipidio o que possibilitou essa diferenciacdo, quando
comparados aos filmes bicamadas que por interagdes moleculares junto ao filme de proteina
e, possiveis interacOes de cargas elétricas, tenha proporcionado melhor distribuicao do lipidio
na sua superficie. McHugh e Krochta (1994), Debeaufort e Volley (1995), Pérez-Gago e
Krochta (2001) e Falguera et al. (2011), ao avaliaram os filmes elaborados a partir de
emulsdes observaram que promoveram maior transferéncia de dgua em relacdo a filmes
bicamadas. Mas em termos de processabilidade sdo melhores em relagdo aos filmes
multicamadas que necessitam de um conjunto complexo de processos que dependem da
quantidade de camadas.

A solubilidade em &dgua associada as propriedades de barreira, como vapor de
agua, direciona a aplicacdo do filme como embalagem para produtos alimenticios. Em alguns
casos, a sua total solubilizacdo em dgua pode ser benéfica, como nos produtos semiprontos no
preparo com cozimento. Entretanto, quando o alimento tem um elevado teor de umidade, faz-

se necessario que o filme possua baixa solubilidade (FAKHOURI et al., 2007).
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5.3 Morfologias dos filmes

5.3.1 Tamanho médio, polidispersividade e potencial zeta ({)

Foram escolhidas e preparadas trés formulacdes em triplicata, de acordo com o
delineamento experimental (MG — filme monocamada de gelatina com 4cido ascoérbico,
MFsL- filme monocamada de fécula de batata, plastificante e solucdo de 6leo essencial, e
MF10L - filme monocamada de fécula, plastificante, solu¢cdo de dleo essencial e 10% de éster
de monoglicerideo de 4cido acético, escolhido por representa o valor médio entre os
formulacdes de solucdes filmogénicas).Foram avaliadas trés respostas: tamanho médio
(didmetro de particulas), polidispersividade (PDI) e potencial zeta({) das solucdes
filmogénicas de elaboracdo dos filmes, a fim de avaliar uma possivel influéncia da
incorporagdo do lipidio sobre a solucdo filmogénica e, buscar por justificara formacgdo

dasbicamadasnos filmes e o grau de estabilidade das mesmas (Tabela 12).

Tabela 12 — Tamanho médio, polidispersao (PDI) e potencial zeta ({) das solugdes
filmogénicas de gelatina (MQG), fécula de batata sem lipidio (MFsL) e com 10% de lipidio
(MFI10L).

Tamanho médio

Tratamentos PDI ¢ (mV)
(diametro, nm)
MFsL 2485 + 74,8 0,35 + 0,02 -19,17+3,21°
MF10L 407,2 £ 53,8 0,43 +0,05° -6,87+0,19°
MG 533,6 + 98,5 0,53 + 0,08 14,87+1,81

MG (monocamada de gelatina com 300ppm de acido ascérbico); MFsL (monocamada de amido sem éster de
monoglicerideo de acido acético); MF10L (monocamada de amido com 10% de éster de monoglicerideo de
dcido acético);As formulagdes MFsL e MFI10L possuem solucdo de 6leo essencial de alecrim-pimenta; Os
valores representam as médias + desvio padrao.

Observa-se na Tabela 12,quea adi¢do do éster de monoglicerideo de &cido
acéticopode ter promovido o aumento no didmetro da particula em, aproximadamente 64% do
seu tamanho.O aumento do didmetro das particulas em func¢do da concentracio de lipidio, de
248,5 nm (MFsL) para 407,2 nm (MF10L) talvez se deva a interacdo eletrocinética superficial
das particulas da suspensdo coloidal, vistono potencial zeta dos tratamentos, quando o éster de

monoglicerideo de acido acético é adicionado (MF10L) aos constituintes do tratamento
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controle (MFsL). Dessa maneira, a incorporacdo do lipidio promoveu uma modificacdo do
ambiente em torno dos coldides, devido a espécie i0nica incorporada possuir carga positiva.
Além disso, a presenca do D (-) sorbitol, 40% (m/m), promoveu aos tratamentos MFsL e
MFI10L cargas negativas.Sabe-se que o amido € um constituinte neutro e a solucdo de 6leo
essencial € carregada positivamente.

Com relacdo a polidispersividade, quando avaliados os dados obtidos, observa-se
que ndo houve diferenga significativa (p<0,05) quando o lipidio foi incorporado nas solugdes
filmogeénicas, sendo estas consideradas solugdes polidispersasdefinidas por Prado (2001)
como sendo sistemas nos quais existem particulas de formas, tamanhos e/ou composi¢des
diferentes.

A andlise de efeito para o parametro potencial zeta permitiu observar que houve
influéncia estatistica (p<0,05), como pode ser observado na Tabela 12.A concentragdo de
10% de lipidio incorporado no tratamento MFsL, formando o MFI10L, apresentou influéncia
positiva sobre o potencial zeta, com valores maiores (menos negativo), quando comparado ao
tratamento MFsL, tendo em vista que a determinagcdo do potencial zeta € indicada para
otimizacdo de formulacOes de suspensdes ou emulsdes e previsdo da estabilidade das
formulagdes.

A formacdo da dupla camada pelo método casting se deu pela possivel interacdao
de carga elétrica entre as camadas do filme MG com o MFI0L, o que pode ter auxiliado na
melhor distribuicdo da solucdo do filme composto que possui o lipidio em sua constitui¢do,
uma vez que sio carregados de forma positiva e negativa, respectivamente, indicando menor
estabilidade para a formacdo das bicamadas, uma vez que haverd menor repulsdo, e maior
probabilidade de agregacdo. Com relagdo a carga elétrica na superficie das moléculas que
compOem os filmes, Ploux et al. (2007)avaliaram que parametros como propriedades das
superficies, carga elétrica e topografia sdo importantes para adesao das células e formacao do
filmes.

A solugdo filmogénica contendo éster de monoglicerideo de 4cido acético é
sobreposta a camada semissélida de gelatina e, segundo Kaufmann, Winnefeld e Zurbriggen
(2012) o potencial zeta € um potencial eletrocinético em sistemas coloidais, o que corrobora
na formacdo da dupla camada.

Poucas s@o as informagdes disponiveis na literatura sobre o comportamento do
potencial zeta e suas tendéncias em diferentes formulagdes. Segundo Aouada (2009), a

estabilidade de uma suspensdo depende das propriedades fisicas das particulas coloidais quas
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constituem, sendo necessério determina-las para a compreensdo das interacdes individuais de

cada particula.

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Morfologias dos filmes monocamada e bicamadas com solucio de d6leo essencial
e diferentes concentragdes de éster de monoglicerideo de dcido acético, investigadas através
de microscopia eletronica de varredura se encontras nas Figuras 17 e 18.

Observa-se que a monocamada de gelatina com 4cido ascérbico é uma camada
mais homogénea (Figura 17A), em relacdao ao filme monocamada de fécula (Figura 17B), o
qual apresentou rachaduras e possiveis cristais do plastificante (D (-) sorbitol) que ndo foram
completamente dissolvidos. Pode-se considerar a existéncia de possiveis cristalitos de gelatina
que ndo foram completamente gelatinizados, possivelmente devido ao tempo que ficaram
expostos a temperatura de 62°C ou, devido as imperfeicoes e irregularidades estruturais do
mesmo. Mas quando acrescentado 10% (m/m) de éster de monoglicerideo de 4cido acético,
pode-se observar que ocorreu uma homogeneizagdo da superficie com redugdo das ranhuras,
mas, evidenciou-se a existéncia de graos de amido que nao foram gelatinizados (Figura 17C)

e com a adicao de lipidio, promoveu aglomeracdes.
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Figura 17 - Micrografia eletronica de varredura da superficie dos filmes: (A) MG
(monocamada de gelatina com dcido ascérbico); (B) MFsL (monocamada de fécula com
solugdo de 6leo essencial e plastificante); (C) MF10L (monocamada de fécula com solucao de

6leo essencial, plastificante e 10% (m/m) de éster de monoglicerideo de 4cido acético).

FONTE: AUTOR.

Ja a Figura 18, estd correlacionando a bicamada dos filmes em micrografias de
superficie e transversais. A Figura 18A, representa o filme bicamada sem adicdo de éster de
monoglicerideo de 4cido acéticoe a existéncia de pontos em sua superficie, semelhantes aos
observados na Figura 17C. Na Figura 18C, observou-se uma rachadura na superficie, mas
devido a localizagdo supde-se ter sido causada no momento do corte da amostra para

montagem do teste.
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Figura 18 - Micrografia eletronica de varredura da superficie dos filmes: (A) superficie da
bicamada sem éster de monoglicerideo de 4cido acético; (B) corte transversal da bicamada
(A), onde (1) camada proteica e (2) camada composta; (C) superficie da bicamada com 10%

(m/m) de éster de monoglicerideo de dcido acético; (D) corte transversal da bicamada (C),

onde (1) camada proteica e (2) camada composta.

FONTE: AUTOR.

Houve uma melhoria na superficie quando foi adicionado o éster de
monoglicerideo de 4cido acético na solugdo filmogénica para criagdo do filme composto. As
Figuras 18B e 18D, mostra cortes transversais, onde o nimero um representa a camada de
filme composto e dois, a camada de filme proteico. Pode-se observar na Figura 18Duma
reducdo da rugosidade na imagem, sem divisdo ou quebras em sua estrutura, ao contrdrio do

que se pode observar nas imagens das Figuras 18B-1. Mesmo apresentando fissuras internas,
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o grau de irregularidades superficiaisé semelhante, quando comparamos as Figuras18D-1 em
relacdo a 18B-1.

As imperfei¢des como as rachaduras, observadas nas micrografias podem estar
relacionadas as condi¢cdes de conservacdo da amostra, devido ao controle inadequado da

umidade e da temperatura no armazenamento.

5.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A andlise de FT-IR permite a determina¢do dos grupos funcionais presentes nos
filmes monoe bicamada, pois cada grupo absorve em uma frequéncia caracteristica de
radiacdo na regido infravermelha. Com essa técnica, verificam-se possiveis interacoes
existentes entre as matrizes biopoliméricas, bem como mudancas moleculares causadas pela
adicao de compostos, como os plastificantes, antioxidantes, lipidios, etc. As Figuras 20, 21e

22, mostram as principais bandas existentes nos filmes analisados.
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Figura 19 - Espectro FT-IR dos filmes monocamadas: (a) filme monocamada de gelatina com
acido ascérbico (MQG); (b) filme monocamada de fécula com solucdo de dleo essencial de
alecrim-pimenta, sem éster de monoglicerideo de 4cido acético (MFsL); (c) filme
monocamada de fécula com solugao de 6leo essencial de alecrim-pimenta e 5% de éster de
monoglicerideo de dcido acético (MF5L); (d) filme monocamada de fécula com solugdo de
6leo essencial de alecrim-pimenta e 10% de éster de monoglicerideo de &acido acético
(MFI10L); (e) filme monocamada de fécula com solugdo de 6leo essencial de alecrim-pimenta

e 15% de éster de monoglicerideo de dcido acético (MF15L).
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As bandas no infravermelho (IR) médio as quais caracterizam as proteinas, no
caso a gelatina, sdo atribuidasa ligacdo peptidica,compreendidas pelas bandas de vibracao das
ligacdes amida. As vibragdes amida I corresponde ao estiramento da ligacdo C=0 (carbonila),
enquanto a amida II corresponde a deformacao ou flexao da ligagdo NH (D’AVILA, 2010).

A interpretagdo dos espectros no IR obtidos é feita num primeiro momento pelo
perfil do espectro e presenca de bandas caracteristicas principais de grupos funcionais como
C=0 (1800 a 1650 cm'l), OH (3500 a 3200 cm'l), banda larga para OH de 4cidos (3400 a
2700 cm'l), C=0 (1300-1000 cm'l), N-H (3400-3200 Cm'l), C-H alifaticos saturados (3000 a
2800 cm'l), =CH insaturados (3100 a 3000 cm'l), C=C aromaticos (1650 a 1450 cm'l) entre
outras (HAACK, 2010).

Na Figura 19A, observa-se que em torno de 3300 cm'lcorresponde ao estiramento
—NH acoplado com liga¢gdes de hidrogénio; 2900 cm’’, refere-se ao estiramento assimétrico de
~CH,; 1630cm™, estiramento C=0 com ligac¢do de hidrogénio acoplado com COO™ da amida
I; aproximadamente 1548 cm™ é a deformacdo de -NH acoplada com estiramento —CN da
amida II; 1451 cm’ é a deformacdo —CH de —CH,; em 1237 cm'l, deformagdao de -NH
acoplada com estiramento de —CNj; e, 1033 Cm’l, estiramento de C-O.

As bandas de amida I e amida II estdo situadas entre 1630 cm™ e 1543 cm'l,
respectivamente, para o filme monocamada de gelatina.Pode-se observar nas Figuras 20A-E
referentes aos filmes bicamadas, na parte lisa onde houve deslocamento da banda de amida II
para valores maiores de numero de ondas, possivelmente provocada por alguma interagdo da
camada rugosa na parte superior do filme. Valores semelhantes foram obtidos por D’Avila
(2010), caracterizando os grupos amida I e amida II em 1631 cm’ e 1547 cm’,
respectivamente. Segundo Dogan, Siyakus e Severcan (2007), picos formados entre 1600 e
1720 cm™, referem-se ao grupo amida I das proteinas, particularmente do alongamento da
ligacdo C=0. Ja para Hoque, Benjakul e Prodpran (2011), o pico em torno de 1500 cm™ ¢
atribuido a banda amida II, decorrente do alongamento de grupos N-H e vibragdes de grupo

N-C.



98

Figura 20 - Espectro FT-IR dos filmes bicamadas (parte lisa): (a) filme bicamada sem éster

de monoglicerideo de 4cido acético (BsL); (b) filme bicamada com 5% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (BSL); (c) filme bicamada com 10% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (BIOL); (d) filme bicamada com 15% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (B15L); (e) filme bicamada com 20% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (B20L).
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Quando comparadosos espectros das Figuras20Dcom19A, observa-se que os

picos correspondentes ao estiramento —OH de moléculas de agua e, estiramento —-NH em

faixas de ndmero de onda entre 3200-3600 cm'l,observa—se um deslocamento devido
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asobreposi¢do de camadas no filme monocamada de amido sem e com lipidio para valores de
menor nimero de onda.

Observou-se nas regides formadas do IR das Figuras19B-E,referente aos filmes
monocamadas de fécula de batata sem e com éster de monoglicerideo de 4cido acético, picos
intensos caracteristicos dos modos de alongamento simétrico e assimétrico da ligacio —OH,
que indicam a contribui¢do majoritdria da molécula de dgua que, segundo Dias (2008) aparece

1 . ~
. Pode-se notar que com o aumento na incorporacdo da

teoricamente em 3500 cm’
concentracdo de éster de monoglicerideo de dcido acético nos filmes, ocorreram
deslocamentos para valores menores.Segundo Araujo-Farro (2008), picos que aparecem na
faixa de 1800-1700 cm™ estio relacionados a composicdo de lipidios, podendo ser observado
nas Figuras 19C e 21, referentes aos filmes bicamadas, correspondendo ao alongamento
simétrico da ligagdo C=0 pertencente as moléculas insaturadas (ARAUJO-FARRO, 2008).
Podem também estar relacionados a presenca de grupos terpenos (ANGIONI et al., 2004),
atribuidos a alguns constituintes do 6leo essencial de alecrim-pimenta, comprovando a
existéncia do mesmo, evidenciadonos filmes bicamadas (Figura 21). Mazzucato (2013)
avaliou a incorporagdo de dleo essencial de alecrim aos filmes de PVC, obtendo bandas em
torno de 1750 cm™.Assim como, pode corresponder a vibracio C=0O de grupos aldeidos

gerados pela oxidacdo do amido com &cido periédico com a abertura do anel das unidades de

glicose (HORN, 2012).
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Figura 21 -Espectro FT-IR dos filmes bicamadas (parte rugosa): (a) filme bicamada sem éster

de monoglicerideo de 4cido acético (BsL); (b) filme bicamada com 5% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (BSL); (c) filme bicamada com 10% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (BIOL); (d) filme bicamada com 15% de éster de

monoglicerideo de dcido acético (BI5SL); (e) filme bicamada com 20% de éster de

monoglicerideo de 4cido acético (B20L).
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Nas Figuras 19D e 20B, aparecem bandas em torno de 934 cm™, as quais tém sido
atribuidas as regides amorfas e cristalinas (GUPTA; PANDEY, 1988; URBANSKI, 1977).
Segundo Silva et al. (2002) tal banda provavelmente seja relativa a deformacdo NH.

As bandas na regido 1200 a 1000 cm™ (Figuras 20e 21)sdo consideradas bandas
caracteristicas de sacarideos e atribuidas ao alongamento das ligacdes C-C, C-O com alguma
contribuicao das ligagcdes -COH (VAN-SOEST et al., 1997).As bandas remanescentes exibem
diferengas caracteristicas, especialmente na regido de 800 a 200 cm’', permitindo a

diferenciagao de tipos de poliamidas (SILVA et al., 2002).
5.4 Propriedade de barreira
5.4.1Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

Filmes de amido sao hidrofilicos e, consequentemente, ndo eficazes como barreira
de umidade (PETERSSON; STADING, 2005). A Tabela 13 apresenta os valores obtidos de
permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes mono e bicamada com 6leo essencial de alecrim-
pimenta ecom variacdo na concentracdo de lipidio (éster de monoglicerideo de acido acético),

incluindo os resultados para o filme monocamada de gelatina.
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Tabela 13— PVA dos filmes, monocamadas e bicamadas, de amido com solu¢do de dleo
essencial de alecrim-pimenta com variagdes na concentracdo de éster de monoglicerideo de

dcido acético, incluindo o filme monocamada de gelatina.

[MGA] PVA (g.mm/kPa.h.m?)
(%)*
MF B

0 2,297+0,108"* 2,025+0,110°8
5 2,017+0,088°8 2,422+0,090"*
10 1,858+0,157°® 2,243+0,058°*
15 2,548+1,416" 2,232+0,050
20 nf/na** 2,344+0,097"

MG 1,008+0,208

*Percentual de concentragdo de éster de monoglicerideo de dcido acético; **A amostra nio foi analisada por ndo formar
filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de dcido ascérbico); MF (filme monocamada de
amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de
significincia de 5% (p < 0,05); letras mintdsculas iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias; letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que ndo h4 diferenca significativa
entre as médias.

Observa-se na Tabela 13que os filmes monocamadas e bicamadas apresentaram
caracteristicas hidrofébicas. Supde-se que a incorporagdo dos percentuais de 5%, 10%, 15% e
20% de lipidio tenham auxiliado, assim como a temperatura de gelificacio do amido
tenhamsido primordiaisna obtencao de tal caracteristica hidrofébica.

Os tratamentos MF5L e MF15L (Tabela 13), apresentaram 2,297 g.mm/kPa.h.m’
e 2,578 g.mm/kPa.h.m’ tendo em vista que o tipo de lipidio utilizado possivelmente tenha
influenciado nos resultados de PVA, assim como o grau hidrofilico do plastificante, estrutura
quimica dos componentes, interacdes superficiais (presenca de pequenos furos), presenca de
bolhas de ar e diferencas de espessuras. Os pesquisadores Fadini et al. (2013) elaboraram
filmes de coldgeno hidrolisado com manteiga de cacau mais sacarose e observaram que,
mantendo constantes a concentragdo de sacarose (plastificante) e de coldgeno hidrolisado
(proteina) e variando entre 8% e 12% a concentracdo de manteiga de cacau (lipidio), obteve-
se PVA baixa, de 0,52 g¢.mm/kPa.h.m” e 0,42 g.mm/kPa.h.m?, respectivamente. Sendo assim,
acredita-se que o tipo de lipidio e plastificante contribuiram para possiveis alteracdes nos
resultados das andlises de permeabilidade ao vapor de dgua.

Em contrapartida, os filmes bicamadas (Tabela 13) apresentaram valores médios

com diferenca significativa (p<0,05) para a permeabilidade ao vapor de dgua, em relacdo aos
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filmes monocamadas. Parte-se do principio que, a associa¢do entre uma camada hidrofilica
(gelatina - proteina) e outra hidrofébica (filme composto de amido e éster de monoglicerideo
de 4cido acético - polissacarideo e lipidio, respectivamente), pode-se gerar uma melhoria nas
caracteristicas estruturais do filme, desde a permeabilidade ao vapor de 4gua, propriedades
mecanicas, solubilidade, etc.

A Tabela 13 mostra os valores dessa interagdo favordvel entre as camadas as quais
todas apresentaram diferencga significativa (p<0,05). Observe que a amostra MFsL (controle,
monocamada) apresentou uma PVA de 2,297 g.mm/kPa.h.m?, valor considerado alto quando
comparado a amostra BsL (controle, bicamada), com 2,025 g.mm/kPa.h.m2.

Observa-se que MI15L apresentou uma reducdo significativa (p<0,05) da PVA,
quando submetido 2 formagdo da bicamada (B15L), de 2,548 g.mm/kPa.h.m’ para 2,232
g.mm/kPa.h.m?, respectivamente. Para Greener e Fennema (1989),uma das maneiras de
contornar o elevado valor da PVA € a elaboracdo de filmes em bicamadas.

Os filmes monocamadas com adicdo de lipidio (Tabela 13) apresentaram uma
permeabilidade mais elevada, quando comparados aos filmes bicamadas. Pode-se supor que o
aumento da PVA possa ter sido ocasionado devido a formagdo de pequenos furos (Figura 19),
considerados dutos de evaporagdo que podem ter concentrado os constituintes lipidicos em

areas do filme, tornando-o mais espesso.

Figura 22 - Imagem de um pequeno furo no filme monocamada de amido com 10,0% de

lipidio.

FONTE: AUTOR.
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Ao avaliar filmes de amido de batata plastificados com diversos polidis,Talja et al.
(2007) relataram que tanto a presenca quanto a quantidade de plastificante, influenciam a
permeabilidade, sendo o glicerol o plastificante que proporcionou os maiores aumentos nos
valores de permeacgao, independente da umidade relativa usada nos testes.

Durante a gelatinizacdo dos granulos de amido, as moléculas de amilose e
amilopectina sdo liberadas na solu¢do, interagindo mediante pontes de hidrogénio, adquirindo
estrutura linear que tende a se orientar paralelamente, aproximando-se o suficiente para se
formarem pontes de hidrogénio entre as hidroxilas de cadeias adjacentes. Como resultado, a
afinidade do polimero por dgua é reduzida (WURZBURG, 1986; LIU; HAN, 2005;
COLLARES-QUEIROZ et al., 2007).

Petersson e Standing (2005) realizaram estudos de PVA em filmes monocamadas
de amido com lipidio (0,1%, 5% e 10%) e, obtiveram valores variando entre 5,3 a 7,8
g.mm/kPa.h.m® quando aplicados temperaturas de gelificacdo para o amido de batata. J4
Anker et al. (2002) elaboraram filme tipo composto de proteina (isolado proteico de leite)
com lipidio (éster de monoglicerideo de acido acético 50) e obtiveram resultados para PVA
em torno de 6,5 a 7,7 g.mm/kPa.h.mZ.

Yang e Paulson (2000) conseguiram reduzir em 53% a PV A dos filmes de gelana
com adi¢cdo de cera de abelha, gerando uma discussdo quanto aos aspectos microestruturais
observados na matriz filmogénica, como possiveis influenciadores para reduzir ou aumentar a
PVA. Quando h4 incorporacdo do material lipidico a matriz, o espaco livre para passagem de
dgua acaba sendo reduzido, assim como a PVA (GROSSO; BATISTA; TANADA-PALMU,
2002).

O aumento da PVA observado com o aumento do teor de lipidio (Tabela 13),
possivelmente pode ter ocorrido devido a desestabilizagdo da matriz filmogénica, permitindo
que houvesse a migracdo de vapor de dgua.Embora os dcidos graxos se apresentem como
hidrofébicos, eles contém grupos carboxilicos altamente polares que podem interagir com
moléculas de dgua e, consequentemente, facilitar a transferéncia de umidade através do filme
(YANG; PAULSON, 2000).

Os resultados obtidos deste trabalho estdo semelhantes aos de Petersson e Standig
(2005), que encontraram pequenos aumentos na PVA devido a incorporagcdao de diferentes
concentracdes de lipidio, pois o éster de monoglicerideo de d4cido acético
promoveudesordensna estrutura do amido,quebrando as pontes de hidrogénio ou dificultando

as interacdes entre as cadeias.
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Outro possivel fator promovedor do aumento dos valores de PVA pode ter sido o
uso de D(-)sorbitol, por sua caracteristica hidrofilica e elevada capacidade de interacdo com o
filme, possivelmente, promoveu o aumento da permeagao do filme, resultados semelhantes
aos obtidos porCuq,Gontard eGuilbert (1997),Sobral et al.(2001) eAndreuccetti et al.(2009).

Fatores estruturais de filmes bicamadas podem afetar a permeabilidade do mesmo,
como a sua composicdo (hidrocoléide, lipidios), espessura, tipo de filme (composto, blenda),

contetido de dgua, tipo de lipidio, dentre outros constituintes.

5.5 Propriedades mecanicas

A Tabela 14 apresenta os resultados dos ensaios mecanicos realizados nos filmes
mono e bicamadas, respectivamente, podendo-se observar que em ambos os filmes, a
elongacdo de ruptura apresentou valores baixos, podendo ter sido proporcionado pela

existéncia de bolhas de ar no filme,induzindo a ruptura para o local da bolha.
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Tabela 14 -Resisténcia a tracdo (RT), elongacao na ruptura (ER) e médulo de elasticidade (ME) dos filmes monocamada e bicamadas (contendo

fécula de batata, comsolucao de 6leo essencial de alecrim-pimenta,sob diferentes concentracdes de éster de monoglicerideo de 4cido acético) e,

do filme monocamada de gelatina.

[MGA] RT (MPa) ER (%) ME (MPa)
(%)*
MF B MF B MF B
0 5,02 + 0,82 19,66 +2,31°%4 11,33 +1,07°* 1,34 +0,05® 266,88 +4,32°%  1990,58 + 145,98
5 5,33 + 0,048 21,40 + 1,47°4 16,56 + 1,93* 1,40 +0,19® 288,61 29,00 2051,24 + 227,814
10 7,69 +0,21° 17,12 + 1,27% 8,59 + 0,69"* 1,50 +0,18"" 378,32 52,99 1564,46 + 28,35
15 6,49 + 0,628 27,24 + 0,95 7,86 + 0,414 1,79 +0,10°® 323,89 + 35,24 2065,51 + 147,07*
20 na/nf** 24,13 + 0,96 na/nf 1,62 + 0,08 na/nf 4002,00 + 159,65
MG 95,41 +7,18 2,45 +0,19 5195,96 + 539,90

*Percentual de concentra¢@o de éster de monoglicerideo de dcido acético; **A amostra ndo foi analisada por ndo formar filme; MG (filme monocamada de gelatina com 300ppm de
acido ascorbico); MF (filme monocamada de amido); B (filme bicamada); Os valores representam as médias + desvio padrao, pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5% (p < 0,05); letras mintisculas iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias; letras maitsculas iguais na mesma linha indicam que nao

ha diferenca significativa entre as médias.
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A Tabela 14 apresenta os resultados dos ensaios mecénicos para os filmes
monocamadas, os quais apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) para os parametros de
resisténcia a tragdo (RT), elongacdo na ruptura (ER) e médulo de elasticidade (ME). O ME e
a RT aumentaramproporcionalmente em relagdo ao aumento da concentragdo de lipidio, o que
demonstrou maior rigidez.Segundo Petersson e Standig (2005) a incorporacdo de éster de
monoglicerideo de 4cido acético em filmes de fécula de batata promoveu alteragdes nas
propriedades mecanicas dos mesmos. Cerqueira et al. (2012) observaram mudangasnas
propriedades mecénicas quanto a resisténcia a tracdo e elongagdo de ruptura, em filmes de
polissacarideo (galactomanana), quando acrescidos de lipidios.

O tratamento MFsL apresentou valores de baixa resisténcia a tragdo e moddulo
elastico, o que demonstra que o filme possui caracteristicas de baixa rigidez, 5,02 MPa e
266,88 MPa respectivamente, quando comparados a 6,49 MPa e 323,89 MPa,
respectivamente, do tratamento MF15L. De acordo com a Tabela 9, houve um aumento da
espessura de forma proporcional ao aumento da concentracdo do lipidio que pode ter
proporcionado uma possivel interferéncia quanto a rigidez dos filmes. Essa caracteristica pode
ter sido obtida devido as condi¢cdes de armazenamento sem o controle da umidade e
temperatura, podendo ter promovido essa conformacao estrutural.

Petersson e Standing (2005) ao avaliarem filme de fécula de batata com 10% de
éster de monoglicerideo de acido acético (50%) obtiveram os seguintes valores: 1,9 GPA
(ME), 29,9 MPa (TR) e 2,3% (ER), o que resultou em um filme muito rigido, podendo
ocasionarvariacdes na deformacdo, quando comparado ao tratamento do presente estudo,
MFI10L, o qual obteve-se um filme menos rigido e que, sofreu uma maior deformacgao: 378,32
MPa (ME), 6,49 MPa (RT) e 7,86% (ER). Segundo Mali, Grossman e Yamashita (2010) o
teor de amido incorporadopode vir a resultar em filmes com maior resisténcia a tragdo, uma
vez que este polimero € capaz de aumentar o grau de interacdo da matriz. Debeaufort e
Voilley (1995) justificam essa redu¢do no RT e ER, utilizando o tamanho do didmetro do
glébulo do lipidio, quanto maior for esse didmetro dentro da matriz biopolimérica, menor
serdo os valores de resisténcia a tracio e a elongac¢do de ruptura.

No filme monocamada de gelatina (MG) (Tabela 14), pode-se observar que este
apresenta caracteristicas de filme rigido, 95,41 MPa (RT), 2,45% (ER) e 5.195,96 MPa (ME),
quando comparados aos filmes de gelatina de pescado desenvolvidos por Santos (2012), os
quais apresentaram caracteristicas de filmes mais flexiveis: 16,28 MPa (RT), 13,95% (ER) e

475,68 MPa (ME). Essa diferenca talvez se devaa utilizagdo de plastificante e,
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possivelmente,a origem do material (coldgeno bovino) tendo em vista que o tratamento MG ¢é
composto apenas de gelatina e 4cido ascorbico.

A Tabela 14 apresenta os resultados para os filmes bicamadas que, devido a
incorporagdo da camada de gelatina (proteina), proporcionou alteragdes considerdveis nos
valores de resisténcia a tragdo, elongacdo na ruptura e modulo de elasticidade, com diferenca
estatistica (p<0,05). Os filmes também sdo considerados rigidos e ndo flexiveis. A
incorporagao de lipidio aumentou tanto a RT, a ER e o ME dos filmes bicamadas, supondo-se
que houve integragdo do lipidio a rede biopolimérica do amido e demais constituintes.O
oposto foi observado por Standing et al. (2002)ao analisarem filmes de proteina isolada do
leite com éster de monoglicerideo de dcido acético (70%), onde o aumento da concentracio de
lipidio promoveu reducdo nos valores de RT (1,2 MPa para 0,3 MPa) , ER (50% para 29%) e
ME (52 MPa para 7 MPa), justificadospela reducdo proveniente da nao integralizacdo do
lipidio com a proteina (SHELLHAMMER; KROCHTA, 1997; WELLER; GENNADIOS,
SARAIVA, 1998), promovendo efeito de enfraquecimento da rede proteica, assim como
também observado por Debeaufort et al. (2000b).

Ao avaliarmos o médulo de elasticidade dos filmes bicamadas de 1990,58 MPa
(BsL) para 4002 MPa (B20L) em relacdo aos filmes monocamadas (Tabela 14) de 266,88
MPa (MFsL) para 323,89 MPa (MFsL), observamos que a incorpora¢do da camada proteica
de gelatina (5195,96 MPa), considerada uma camada rigida, promoveu caracteristicas de
rigidez aos filmes bicamadas, aumentando o médulo de elasticidade, possivelmente, como
dito anteriormente auxiliado pelo aumento da espessura.Segundo Arvanitoyannis e Billiaderis
(1999), o tipo de plastificante pode influenciar na elongacdo e no mddulo eldstico, pois os
mesmos elaboraram filmes distintos com o mesmo percentual (30%) de glicerol e sorbitol, e
obteveram valores de 30% e 5%, respectivamente, para o alongamento e redu¢do do médulo
elastico.

Como descrito anteriormente, o tipo de filme (mono e bicamada), o
armazenamento (tempo, temperatura e umidade) e as substincias que constituem os filmes
(plastificantes, lipidios — 6leo essencial e éster de monoglicerideo de 4cido acético — ea matriz
biopolimérica), sdo fatores que podem promover alteracdes significativas nas propriedades
mecanicas dos dois tiposde filmes. Deve-se ressaltar que a umidade presente nos
constituintes, como a gelatina, em torno de 9% e, dos filmes (Tabela 14) favoreceuao aumento
da elongacdo, ja que a dgua pode atuar como plastificante (RIVERO; GARCIA; PINOTTI,
2010).
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As propriedades mecénicas nos filmes sdo indicadores importantes quanto as
condi¢cdes fisicas da embalagem, no que se refere a resisténcia a quebra, abrasdo e
flexibilidade, a fim de proteger o alimento. Segundo Chen (1995), as interacdes entre os
biopolimeros e pequenas moléculas como 4dgua, plastificantes, lipidios e outros aditivos

dispersos na matriz, também contribuem para o comportamento mecanico das embalagens.

5.6 Propriedades termoanaliticas

5.6.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A temperatura de transicdo vitrea € aquela na qual se inicia 0 movimento de
segmentos da cadeia polimérica, fazendo com que o material passe de um estado vitreo para
um estado mais maledvel, tendo-se uma transi¢do de segunda ordem, portanto, um processo
acompanhado de variacdo de capacidade calorifica da amostra, manifesta como variagdo da
linha base da curva do termograma de DSC (CANEVALORO, 2006).

Pode-se considerar que os eventos endotérmicos formados em torno de 100 °C
corresponde a vaporizagdo da dgua livre absorvida pelos filmes. Na Figura 23A, filme
monocamada de gelatina, o primeiro evento endotérmico na temperatura de 62,7 °C esta
relacionado a transicdo da estrutura de tripla-hélice para a estrutura espiral, estrutura de
origem na solugdo dgua/gelatina antes da secagem. Resultado semelhante foi obtido por

CHIOU et al. (2008), caracterizada como sendo a temperatura de fusdo da gelatina.
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Figura 23 - Termograma de DSC dos filmes monocamadas: (a) filme monocamada de
gelatina com 4cido ascorbico (MG); (b) filme monocamada de fécula com solugdo de 6leo
essencial de alecrim-pimenta, sem éster de monoglicerideo de dcido acético (MFsL); (c) filme
monocamada de fécula com solug@o de 6leo essencial de alecrim-pimenta e 5% de éster de
monoglicerideo de acido acético (MF5L); (d) filme monocamada de fécula com solucdo de
Oleo essencial de alecrim-pimenta e 10% de éster de monoglicerideo de acido acético
(MF10L); (e) filme monocamada de fécula com solugdo de 6leo essencial de alecrim-pimenta

e 15% de éster de monoglicerideo de dcido acético (MF15L).
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O segundo evento visualizado por volta de 92,9 °C se refere a remocdo da dgua
ligada as estruturas dos aminodcidos. Segundo Langmaier et al. (2008) e Santos (2012), pode
estd associado a continua fusdo e recristalizacdo dos pequenos cristalitos de
gelatina.Visualiza-se na andlise de MEV (Figura 23A) do presente trabalho a existéncia
desses cristalitos de gelatina ndo dissolvidos e/ou recristlizados.

A Tabela 15apresenta os valores obtidos de temperatura vitrea (T,), temperatura

de cristalizacdo (T.), fusdo (Ty,) e decomposicao (Tge.) da matéria dos filmes monocamadas.

Tabela 15 —T,, T, Ty € Tqec dos filmes monocamadas de fécula de batata com solugdo de
6leo essencial de alecrim-pimenta e diferentes concentracdes de éster de monoglicerideo de

acido acético e, filme monocamada de gelatina.

TRATAMENTOS
EVENTO/PICO
MG MFsL MFSL MF10L MF15L. MF20L
Ty (°C) 134,1 137.4 136,0  137,7 141,1
T, (°C) - - 148,3  153,6 152,2  na/nf**
154,2/165,6 /
Twm (°C) 153,5/160,2 150,8  155,5 153,0 na/nf
2247
Tgec. (°C) 208.9 313,3 293,7 3112 315,3 na/nf

**A amostra ndo foi analisada por ndo formar filme; MG (monocamada de gelatina com 300ppm de &4cido
ascorbico); MFsL (monocamada de amido sem éster de monoglicerideo de 4cido acético); MF5L (monocamada
de amido com 5,0% de éster de monoglicerideo de dcido acético); MF10L (monocamada de amido com 10,0%
de éster de monoglicerideo de acido acético); MF15L (monocamada de amido com 15,0% de éster de
monoglicerideo de 4cido acético); MF20L (monocamada de amido com 20,0% de éster de monoglicerideo de
dcido acético); T, (temperatura de transi¢do vitrea); T, (temperatura de cristalinidade); T,, (temperadura de fusao
ou melting); Tye. (temperatura de decomposi¢io).

Observa-se na Tabela 15e¢ Figura 23A a existéncia de dois eventos no MG
referentesa temperatura de fusdo e, acredita-se que devido a irregularidades dos cristalitos de
gelatina, promoveu a gelatinizacdo incompleta, gerando o segundo evento. O mesmo
apresentou uma temperatura de decomposi¢ao da matéria organica a partir de 208,9 °C. Ja nos
demais tratamentos, observou-seque as temperaturas de decomposi¢do (evento exotérmico)
ficaram em torno de 293,7 °C a 315,3 °C.

Ao analisar os valores de T, dos tratamentos MFsL, MF5L, MFI10L e MFIS5L,
pode-se observar que de acordo com o aumento da concentracdo de éster de monoglicerideo

de 4cido acético, ocorre deslocamento da T, para valores maiores.
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Perdomo et al. (2009) observaram que o alto valor de umidade resulta na
diminui¢do da T,, deste modo, a d4gua atua como plastificante promovendo maior mobilidade
dos solutos e dificultando a transicao destes ao estado vitreo. Neste trabalho, o éster de
monoglicerideo de dcido acético, impediu que ocorresse essa reducdo da T, mesmo que ndo
tenha havido diferenca significativa (p<0,05) nos filmes monocamadas (Tabela 15).

Nos tratamentos com 5%, 10% e 15% de éster de monoglicerideo de dcido acético
foram evidenciados eventos de cristalinidade, entre 148,3 °C a 152,2 °C, possivelmente
devido a gelatinizagdo incompleta do amido da fécula de batata em associacio com o
plastificante, incorporados com éster de monoglicerideo de 4cido acético. Para Miller e
Krochta (1997) a cristalinidade € definida como a medida de grau da ordem das moléculas no
polimero, podendo ser afetada pela regularidade estrutural e mobilidade das cadeias de
polimero, pela presenca de cadeias laterais repetidas que permitem ligacOes intermoleculares
e, pela auséncia de cadeias laterais carregadas, que interferem na formacao de cristal.Portanto,
o desenvolvimento da cristalinidade em um polimero € dependente de sua regularidade
estrutural e os fatores que afetam esta cristalinidade incluem polaridade, presenca de ligacOes
de hidrogénio, assim como capacidade de “empacotamento” das cadeias poliméricas.

Segundo Sasaki, Yasui e Matsuki (2000), a amilopectina desempenha o papel
principal na cristalinidade do granulo de amido e, a amilose por interferir na parte amorfa do
granulo, interfere na energia necessaria para fusdo dos cristais. Em amidos de alto teor de
amilose hd mais regides amorfas e menos regides cristalinas e, portanto, menor entalpia de
gelatinizacdo € obtida.

Os filmes bicamadas apresentaram apenas um evento de cristalinidade no
tratamento B1OL e valores reduzidos da T,, quando comparados aos filmes monocamadas,

como mostra a Tabela 16.

Tabela 16 — T, T., T, € Tqec dos filmes bicamadas de fécula de batata com solucdo de dleo
essencial de alecrim-pimenta e diferentes concentracdes de éster de monoglicerideo de acido

acético.

EVENTO/PICO TRATAMENTOS
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BsL BSL B10L B15SL B20L

Ty (°C) 125,8 /138,7 133,5 129,5 132,3 133,1
T, (°C) - - 142,2 - -

Tm (°C) 150,8 / 183,3 150,4 /164,3 146,6 153/189.4 148,7

Tgec. (°C) 308,2 308,6 298,7 301,2 308,5

BsL (bicamada de gelatina e amido, sem o éster de monoglicerideo de dcido acético, controle); BSL (bicamada
com 5,0% de éster de monoglicerideo de dcido acético); B10L (bicamada com 10,0% de éster de monoglicerideo
de 4cido acético); B15L (bicamada com 15,0% de éster de monoglicerideo de dcido acético); B20L (bicamada
com 20,0% de éster de monoglicerideo de dcido acético; T, (temperatura de transi¢do vitrea); T, (temperatura de
cristalinidade); T, (temperadura de fusdo ou melting); Ty.. (temperatura de decomposicao).

Observa-se que houve formacdo de T.apenas no tratamento B10L.Supde-se que
ocorreu a desestruturacdo dos cristais pelo aumento da temperatura nos demais tratamentos e,
essa formacdo de um evento de cristalizacdo possa ter sido promovido pela camada de
gelatina, ja questionado anteriormente.

A Tabela 16 mostra que com a incorporacdo da camada proteica (camada

hidrofilica), ocorreu uma diminui¢@o nos valores da T, como ilustra a Figura 24.
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Figura 24 -Termogramas de DSC dos filmes bicamadas: (a) filme bicamada sem éster de

monoglicerideo
monoglicerideo
monoglicerideo

monoglicerideo

de acido acético (BsL); (b) filme bicamada com 5% de

de acido acético (BSL); (¢) filme bicamada com 10% de
de acido acético (B10L); (d) filme bicamada com 15% de

de acido acético (B15L); (e) filme bicamada com 20% de

monoglicerideo de 4cido acético (B20L).
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Pode-se observar que esse efeito possa ter sido minimizado com incorpora¢ao
deéster de monoglicerideo de 4cido acético, tendo em vista ser a Unica varidvel existente entre
as formulagdes dos filmes bicamada, indicando, assim, uma interacdo do lipidio com a matriz
polimérica.O mesmo ocorreunos filmes monocamadas. As temperaturas de decomposi¢ao
ficaram em torno de 298,7 °C a 308,6 °C, evidenciado pela presenca de um evento exotérmico
e, quando comparamos com os dados da Tabela 16, observou-se uma reducdo na faixa da
temperatura.

Segundo Borges et al. (2005) reportaram, picos/eventos na regido de 180 °C a 190
°C sdo atribuidos a quebra da interacio entre grupamentos NH3* e COO- do 4cido. Portanto, a
area total dessa regido nos fornece o calor necessario para o rompimento dessa interacao.

Como ndo existem muitas evidéncias quanto a fatores que venham a influenciar a
T, dos filmes, principalmente no que se refere aos filmes bicamadas, acredita-se que o grau de
acetilacdo do éster de monoglicerideo de dcido acético venha a influenciar nos valores
vitreos.Tal questionamento foi levantado por Ratto et al (1995), Sakurai et al. (2000), Kittur et
al. (2002) e Netto et al. (2005) que obtiveram diferentes valores de T, para filmes elaborados
com quitosana em diferentes grau de desacetilacdo. Assim como, o envelhecimento fisico de
filmes pode vir a se manifestar de forma negativa nas propriedades térmicas e mecanicas,
principalmente, se analisarmos os mesmos através do grau de entalpia, ocorrendo um

relaxamento.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que os filmes produzidos neste estudo, monocamada e
bicamadas, com os diferentes percentuais de éster de monoglicerideo de 4cido acético,
possuem potencial aplicabilidade como biomateriais para alimentos com elevado teor de
umidade, estando eles minimamente processados ou ndo. Destacam-se os filmes bicamadas
com matriz biopolimérica de proteina e polissacarideo queapresentaram grandes vantagens
com relagdo a redu¢do na permeabilidade ao vapor de dgua, propriedades mecanicas e baixo
contetdo de dgua, sendo potenciais alternativas aos filmes sintéticos usados atualmente.

O teste do antimicrobiano in vitro apresentou resultados excelentes quanto a
formacdo de halo de inibicdo em todas as concentragdes estudadas, principalmente o
Staphylococcus aureus, com halo de 10,5 mm e, Pseudomona aeruginosa, com 11,0 mm, na
menor concentracdo, 0,39% de solugdo de 6leo essencial de alecrim-pimenta, Lippia sidoides.
Quando avaliado a acdo antimicrobiana no filme, acredita-se que ndo ocorra acdo inibitdria,
mas sim bacteriostatica, tendo em vista que nao ha formacao de halo.

Nos termogramas de DSC foi possivel observar picos de cristalizagdo,
principalmente nos filmes monocamadas com variagdo de 5% a 15% de éster de
monoglicerideo de dcido acético e, apenas no tratamento B10L apresentou esse pico. Esses
resultados indicam falha no processo quanto a aplicacdo do bindmio tempo-temperatura no
processo de gelatinizag@o da fécula de batata.

Os espectros obtidos ppor FT-IR mostraram que as bandas de amida I e amida II
nos filmes bicamadas (parte lisa) em relacio a monocamada de gelatina, apresentaram
pequenos deslocamentos.

A integridade na formacgdo dos filmes bicamadas, assim como a estabilidade
doéster de monoglicerideo de dcido acéticocom a matriz biopolimérica da fécula de batata,
estd associada a vérios parametros como o didmetro das particulas e o baixo grau de
polidispersdo, tornado a solu¢do coloidal homogénea, associada a carga eletrocinética
superficial do potencial zeta. Sdo essas interagdes moleculares que corrobora na explicacao da
insolubilidade dos filmes estudados em agua.

O teste de solubilidade apresentou excelentes resultados para os filmes obtidos,
principalmente, as bicamadas com baixa solubilidade, 16,0% soldvel em ambiente aquoso,
enfatizando a aplicabilidade do uso deste biopolimero para alimentos com elevado teor de

umidade.
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As propriedades mecanicas dos filmes apresentaram resultados promissores com
caracteristicas flexiveis (monocamadas) e rigidas (bicamadas), mas ndo apresentaram uma
tendéncia plastica a fim de substituir o material sintético tradicional.

Os filmes analisados, monocamada e bicamadas, apresentam boa barreira a
permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), sendo insolivel em ambiente timido, o que favorece
a aplicacdo em alimentos de origem animal e vegetal com elevado teor de umidade.

Os filmes bicamadas mantiveram as caracteristicas de colora¢do da camada de
gelatina, com altos valores de opacidade e saturagdo. Tais resultadosse tornam interessantes
para o controle da foto-oxidag¢do nos alimentos com elevado teor de lipidios, como as carnes

bovinas, auxiliado pela opacidade promovida pela incorporagdo do lipidio.
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APENDICE

APENDICE A - RESULTADOS DA AVALIACAO DO TESTE IN VITRO DE
FORMACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE
ALECRIM-PIMENTA, NOS SEGUINTES MICRO-ORGANISMOS: (A)
STAPHYLOCOCCUS AUREUS (ATCC 25923); (B) SALMONELLA TYPHIMURIUM
(ATCC 51812); (C) ESCHERICHIA COLI (ATCC 10536); (D) PSEUDOMONA
AERUGINOSA (ATCC 9027); E, (E) LISTERIA MONOCYTOGENES (ATCC 7644).

Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium Escherichia coli

Pseudomona aeruginosa Listeria monocytogenes
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