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Resumo

O crescimento populacional acelerado promove um aumento consideravel na geragao de
residuos solidos urbanos. Pesquisas revelam que aproximadamente 40% desses residuos sdo
constituidos por materiais plasticos nao biodegradaveis derivados de fonte fossil, gerando
elevado impacto quando dispostos no meio ambiente. Dentro desse contexto, na ultima
década, estudos utilizando polimeros biodegradaveis para o desenvolvimento de embalagens
vém se destacando cada vez mais, buscando materiais com elevada biodegradabilidade apds o
descarte. Dentre eles, destaca-se o uso do amido, visto que além de ser uma matéria-prima
abundante, ndo toxica, biodegradavel, comestivel, de baixo custo de comercializacdo, esta
disponivel em todo o mundo e possui elevada capacidade de formacao de gel. Aliado a
questdo do impacto ambiental, verifica-se a importancia da reutilizacdo de subprodutos da
industria de alimentos, visto que durante o processamento de frutas, quantidades
consideraveis (30-50%) de cascas e bagacos, contendo elevados teores de compostos
bioativos, sdo geradas e, na maioria das vezes, descartadas. Desta forma, objetivou-se avaliar
diversas fontes de amido (milho, trigo, batata e mandioca) para a produgdo de filmes
biodegradaveis, assim como a incorporagdo do residuo do processamento do suco de mirtilo,
rico em antocianinas, para produgdo de embalagens ativas e inteligentes. Inicialmente foram
produzidos filmes a base dos diferentes amidos em diferentes gramaturas por casting; os
filmes foram caracterizados quanto a espessura, solubilidade, propriedades mecéanicas,
permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA), estrutura quimica e carater hidrofilico. Os resultados
demonstraram que os filmes de amido de trigo apresentaram os maiores valores de PVA ¢ os
menores valores correspondentes as propriedades mecanicas. Os filmes de amido de
mandioca apresentaram os menores valores de PVA e os maiores valores percentuais de
elongacdo, enquanto os filmes de amido de milho apresentaram os maiores valores de tensdao
maxima de ruptura e médulo de elasticidade. A formacao de filmes continuos a base de amido
de batata ndo foi possivel, provavelmente devido ao baixo teor de amilose. Cabe ressaltar que
diante dos resultados obtidos para a formagdo de filmes utilizando diferentes fontes de amido,
prosseguiu-se com os amidos de milho e de mandioca para incorpora¢do de residuos do
processamento do suco de mirtilo. Os filmes produzidos nesta etapa, além de serem
caracterizados conforme descrito anteriormente, foram também submetidos a testes
colorimétricos para avaliacdo da mudanca de cor em solugdes tampao com diferentes valores
de pH, solu¢des aquosas e produtos alimenticios. A incorporacdo dos residuos agroindustriais
promoveu alteragdes nas propriedades mecanicas, houve aumento na tensdo de ruptura e no
moédulo de Young e redugdo do percentual de elongacdo dos filmes. Verificou-se que os
filmes contendo residuo de mirtilo apresentaram mudancas de coloragdo apds a imersao em
solucdes tampdo contendo diferentes valores de pH. Esses resultados demonstraram o
potencial uso dos residuos agroindustriais ricos em antocianinas como indicadores de pH em
alimentos e, consequentemente, como embalagens inteligentes e/ou indicadores de
deterioragdo. Filmes de amido de mandioca com incorporagdo de diferentes teores de residuo
de mirtilo permaneceram integros ap6s 24 h de imersao em agua. Ap6s 10 dias de imersdo em
solucdo de acido acético, usada como simulante, verificou-se que houve maior migragcao de
compostos fendlicos em comparagdo com as amostras que foram imersas em solu¢do de
etanol, também usada como simulante, ressaltando o seu potencial para o desenvolvimento de
embalagens ativas. Além disso, durante a avaliacdo do processo de compressao para producao
de filmes de amido verificou-se que mesmo com a incorporagdo do residuo de mirtilo (4, 8 e
12%) os filmes apresentaram caracteristicas hidrofobicas, diferentemente dos filmes
compositos produzidos por casting.

Palavras-chave: amido; residuo de mirtilo; filme biodegradavel; casting; termocompressao;
embalagens ativas e inteligentes.






Abstract

Currently, approximately 40% of food packaging is manufactured using plastic
materials (Plastics Europe, 2016). In this regard, concerns related to improper disposal, non-
biodegradability and the difficulty of recycling these materials have attracted more attention
for the use of biopolymers to avoid serious environmental problems, particularly because they
are used as single-use products. In addition, consumers' awareness of their health, the food
nutritional value and food safety have increased (for example, some issues such as the
migration of potentially toxic compounds from packaging to food).

To overcome these problems, biopolymers are considered an attractive alternative
because they are abundant, cheap, environmentally friendly and biodegradable. Among
biopolymers, starch is considered one of the most promising materials because of its low
price, high abundance, long variety of botanical sources and good film-forming properties
(Jiménez et al., 2012; Podshivalov et al., 2017). In particular, cassava starch, one of the main
industrial starches, can be considered of great potential due to its odorless, tasteless, colorless,
non-toxic and biodegradable characteristics (Souza et al., 2012). Starch, well known for its
excellent film forming and oxygen barrier properties, is a promising alternative for non-
biodegradable synthetic polymers in food packaging (Mali et al., 2010). However, only after
thermal processing and the addition of plasticizers, the gelatinization occurs and the starch
presents a thermoplastic behavior; thus, films can be obtained using casting or compression
(Gutiérrez et al., 2015; Vu & Lumdubwong, 2016; Wang et al., 2017).

Depending on the characteristics of the raw material used, films with different
properties are formed. Therefore, in the first stage of the work, different sources of starch
(cassava, corn, potato and wheat) were tested using glycerol (as plasticizer) to produce films
by casting with starch content varying from 2 to 6%. The starch gelatinization was promoted
in a water bath (90 °C) during 40 min under mechanical stirring. Then, the solutions were
poured into Petri dishes (casting) and the drying was carried out with forced air convection
(temperature of 35 °C for 24 h). Before the characterization, the samples were conditioned for
one week at 25 °C and 55% relative humidity. In order to evaluate the correlation between the
formulations and their physicochemical and mechanical properties, a principal component
analysis methodology (PCA) was used. It was not possible to produce continuous films based
on potato starch, probably due to its low amylose content (10%). The films with corn, cassava

and wheat starch were characterized with respect to thickness (0.06-0.22 mm), moisture



content (19-26%), water solubility (13.7-26.5%), water vapor permeability (0.19-
0.48 gmm h'm™?kPa™), water contact angle (35-106°), mechanical properties (tensile
strength: 1.9-6.7 MPa, elongation at break: 41-166%, Young's modulus: 8-127 MPa), thermal
properties and biodegradability in the soil (organic compound). This stage was carried out in
the Chemical Engineering Department at the Federal University of Rio Grande do Sul
(UFRGS) in Porto Alegre, RS, Brazil.

Multivariate analysis (PCA) was a wuseful methodology to evaluate the
physicochemical and mechanical behavior of films based on starch from different sources
containing different starch contents. The principal compounds analysis allowed verifying that
the films based on wheat starch had higher water vapor permeability values and lower
mechanical properties values. The films based on cassava starch had higher elongation values
and lower water vapor permeability values, suggesting their use as packaging for products
with high water activity, such as fruits and vegetables. Finally, the films based on corn starch
presented higher values of tensile stress and Young's modulus.

In addition, with respect to the cassava starch films, it was possible to observe that the
water contact angle obtained indicates more hydrophobic surfaces (values higher than 90°)
than the films manufacture using corn and wheat starch (values lower than 90°). From these
results, it is possible to verify that the source and starch content influence the film properties
and the results presented in this study are very important to determine the best application for
starch-based films. Also, the corn and cassava starch films containing 3 and 4 g had a higher
elasticity (percentage elongation) and mechanical properties comparable to currently
commercial low density polyethylene (LDPE) films (Luchese, Spada, & Tessaro, 2017). In
addition, it was verified that the starch films showed visual aspect and color modification and
apparent disintegration of some fragments of the film during the biodegradability analysis.
These results suggest that starch films are biodegradable and, therefore, the waste treatment
used in the final disposal could be the composting process, reducing the environmental impact
caused by conventional packaging systems.

A part of these results using corn and cassava starch films produced by casting
promoted the publication of the paper "Starch content affects physicochemical properties of
corn and cassava starch-based films" in the journal Industrial Crops and Products (Ql,
JCR). https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.09.020. The other part of these results promoted

a development of the paper “Impact of the starch source on physicochemical properties and
biodegradability of different starch based films” that was submitted to Journal of Applied

Polymer Science (current status: revisions being processed).
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In addition, biodegradable packaging materials can be carriers of antioxidants
allowing the development of active packaging (Realini et al., 2014). These active compounds
could be released in the food or in the surrounding medium of the food packaging to prolong
the food shelf-life and improve its properties (Moreno et al., 2015). In this context, Brazil is
the third largest fruit producer in the world with an annual productivity of more than
43 million tons, of which around 47% are consumed fresh and 53% are processed (IBRAF,
2014), promoting a significant increase in the agroindustrial waste generation. In particular,
blueberry residues from juice processing, skins and seeds that are usually discarded are very
rich in vitamins, minerals, fibers and phenolic compounds, such as anthocyanins, an
antioxidant substance that can help prevent degenerative diseases (Konczak & Zhang, 2004;
Zafra-Stone et al., 2007; Bunea et al., 2013; Zhao et al., 2015). Because of this, the reuse and
the incorporation of blueberry residues in starch formulations to obtain films can be an
interesting alternative to produce biodegradable active packaging, adding value to these
residues and looking for the development of ecological products, contributing to reduce the
waste generation.

For this reason, the second step of this work has as general objective the valorization
of by-products or agroindustrial waste to obtain renewable raw materials and their
modification to produce films with good functional properties. In particular, the objective of
this work was to develop and characterize cassava starch films with blueberry residues by
casting for use as active food packaging.

Therefore, the idea was to incorporate different contents of the blueberry residue into
the cassava starch formulations in order to evaluate the effect of the addition of blueberry
residue on the packaging properties. In the film formulations were used: cassava starch (4%),
sorbitol (30% relative to the starch mass), blueberry residue (4, 8 and 12%) and distilled water
(100 mL). The starch gelatinization was promoted at 90 °C for 40 min with stirring. The
solutions were then poured into Petri plates (casting) and dried under ambient conditions of
temperature and relative humidity. Prior to characterization, the samples were conditioned at
25 °C and 55% relative humidity for at least one week.

Thermal (DSC and TGA analyses), optical (color and gloss), and mechanical
properties (ASTM D1708-1993), as well as the physical-chemical behavior, such as swelling
in water (ASTM D570-1998), water contact angle, X-ray diffraction (XRD), water vapor
permeability (ASTM E96-2000) and phenolic compounds migration (UE 2016/1416) were

investigated in the samples manufactured. In addition, structural characterization by Fourier



Transform Infrared (FTIR) spectroscopy and measurements of visible light absorption of the
films by UV/vis spectrophotometer were carried out. This work step was completed in the
Chemical and Environmental Engineering Department at the School of Engineering of
Gipuzkoa in San Sebastian, Spain, with the equipment specified in the memory of the
Doctorate Program of Renewable Materials Engineering, as well as the equipment managed
by the BIOMAT group and by SGlker.

The blueberry residue (from juice processing) incorporation into filmogenic solutions
promoted an improvement in the film properties. The results highlight the potential of the
cassava starch and blueberry residue for the manufacture of new renewable and biodegradable
products to promote sustainable food packaging. The results indicated that a higher
temperature was required for the degradation of the composite films containing starch and
blueberry residue in comparison with the starch films. The film thickness (from 91.3 to
124.3 um) was significantly affected (p < 0.05) by the blueberry residue incorporation.

The blueberry residue addition in starch based film formulations promoted a red
tonality (higher values of a*) in composite films. It is worth noting that all samples
maintained their structural integrity after water immersion (24 h) and the maximum swelling
showed values smaller than 300%. It was demonstrated that films with the blueberry residue
are UV resistant due to the presence of aromatic compounds in the blueberry and therefore,
the packaging manufactured could prevent the food deterioration caused by UV radiation,
delaying the shelf life of packaged products. Furthermore, the migration assays showed more
release of active compounds (after 10 days) in the acetic acid solution than in the ethanol
solution, demonstrating the feasibility of these films as packaging for aqueous food products.

The results of this step for cassava starch and blueberry residues manufactured by
casting and their physicochemical characterization promoted the paper publication
“Development and characterization of cassava starch films incorporated with blueberry
pomace” in the International Journal of Biological Macromolecules (Q1, JCR).
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.08.083

Subsequently, another film preparation technique was evaluated. The use of thermo-
processing in the films production was evaluated to assess the effect of the pressure and
temperature in the formation process of the starch based films and its effect on starch films
with the incorporation of different contents of the blueberry residue in powder.

Cassava starch, sorbitol (30% related to the starch content), blueberry residue (4, 8 and
12% related to the starch content) in powder and water (25% related to the starch content)

were mixed manually, according to Guerrero et al. (2010) and the mixture was allowed to
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stand for starch hydration (~ 24 h). This mixture (~ 1.8 g) was placed between two aluminum
plates and it was introduced in an industrial press (Santec House, Spain), previously heated at
150 °C. The aluminum molds were left in the press for 1 min for preheating and then pressure
was applied, 3 MPa for 5 min to obtain the films. All the films were conditioned in an ACS
Sunrise 700V biocamera (Alava Ingenieros, Spain) at 25 °C and 55% relative humidity for
1 week before the characterization tests. The characterization of the physicochemical
properties (film thickness, moisture content, total soluble matter content, transparency, water
contact angle), optical (color and gloss), thermal (DSC, TGA and DMTA) and morphological
(XRD, SEM) properties were evaluated. This step of the work was carried out in the Chemical
and Environmental Engineering Department at the School of Engineering of Gipuzkoa in San
Sebastian, Spain, with the equipment specified in the report of the Doctoral Program in
Engineering of Renewable Materials, as well as the equipment managed by the BIOMAT
group and by SGlker.

The films manufactured by thermo-processing showed a homogeneous visual
appearance and the incorporation of the blueberry residue significantly (p < 0.05) affected the
thickness (160 um for the formulations without blueberry residue up to 180 um for the
formulations with blueberry residue). The starch films with blueberry residue showed water
contact angle values above 90°, indicating the formation of hydrophobic films. The films with
blueberry residues also exhibited good UV light barrier properties due to the aromatic
compounds present in blueberry. The increase in protection against UV has great importance
when films are used as food packaging to protect food from the oxidation caused by light. In
addition, the films showed a homogeneous surface microstructure, which indicates a good
compatibility between all the components of the film-forming formulations. In the
microstructure of the cross section, some pores appeared in the films with the highest content
of blueberry residue (12%). These films showed high thermal stability and maintained their
integrity after immersion in different media. In addition, the film solubility was reduced by
the blueberry residue incorporation, independently of the solution pH (pH values of 2.5, 7.0
and 10.0 were evaluated), thus providing good functional properties for applications as food
packaging.

The results of the study based on the production of cassava starch and blueberry
residue in powder by thermo-compression and their physicochemical characterization

promoted the development of the paper “Hydrophobic cassava starch films prepared with



blueberry waste by compression molding” that was submitted to the International Journal of
Biological Macromolecules (Q1, JCR).

The next stage of the work was to evaluate the films as intelligent packaging, because
the anthocyanins, which are naturally present in the blueberry residue, are capable of
changing color when they are subjected to different pH values. By definition, an intelligent
packaging is a type of packaging that evaluates the quality and/or safety of the food packaged
and transmits this information to the consumer, in contrast to the conventional packaging that
has the purpose of protecting and containing the product, avoiding their contact with the
external environment. The intelligent packaging, generally, uses some type of sensor capable
of providing visual information to the consumer, such as change, appearance or even
disappearance of color.

For this, cassava starch (4 g per 100 mL), glycerol (30% in relation to the starch
mass), blueberry residue without and with previous bleaching of the fruit (0.5 g per 100 mL)
and distilled water were used in the film formulations. The starch gelatinization at 90 °C was
promoted during 35 min under stirring. Next, the solutions were spread by casting
(0.34 g cm™) and the drying was carried out using forced air convection (35 °C for 24 h).
Before characterization, the samples were conditioned at 25 °C and 55% relative humidity for
one week. This step was carried out in the Chemical Engineering Department at the Federal
University of Rio Grande do Sul (UFRGS) in Porto Alegre, RS, Brazil.

In this part of the work, the physicochemical characterization of the blueberry residue
was carried out. The content of anthocyanins in the residue was evaluated in the
spectrophotometer (differential pH method) and by high performance liquid chromatography
(ratio between peak area and mass of the sample) enabling to establish a correlation between
these two techniques. Regardless of the technique used, the anthocyanin content values
obtained for the blueberry residue with previous bleaching of fruit were approximately two-
fold greater than those obtained for the blueberry powder sample that was not subjected to
bleaching as fruit pretreatment.

The film samples were also characterized by performing the color modification
analysis (ColorQuest XE, Hunter Laboratory) after immersion in buffer solutions with
different pH values. The color analysis was performed using the CIELab scale with
illuminator D¢s and an observation angle of 10°. The potential of an intelligent packaging
system was demonstrated by observing colorimetric changes after the immersion of corn
starch film with blueberry residue (without and with previous fruit bleaching) in buffer

solutions with different pH values. The samples showed overall values of color difference



(4E*) greater than 3 (except for the bleached sample after immersion at pH 4), which
indicates that the color differences are visually perceptible to the human eye (Melgosa et al.,
2001; Lee & Coates, 2003). However, more research is needed to properly correlate the color
change with the shelf life of the products, for example, by evaluating the color change using
simulants (sugar, salt, oils and proteins) and food products in order to correlate the values
with the values found after immersion in buffer solution. Therefore, it is necessary to conduct
more research to develop sensors and/or specific indicators for the application in food
products for use as intelligent packaging.

The production of these films with cassava starch and blueberry residue by casting and
their characterization for use as intelligent packaging promoted the publication of the paper
"Effect of blueberry agro-industrial waste addition to corn starch-based films for the
production of a pH-indicator film"™ in the International Journal of Biological
Macromolecules (Q1, JCR). https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.05.149
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Resumen expandido de la Tesis

En los dias actuales, aproximadamente el 40% de los envases de alimentos se fabrican
con materiales plasticos (Plastics Europe, 2016). A este respecto, las preocupaciones
relacionadas con la eliminacién inadecuada, la no biodegradabilidad y la dificultad de
reciclado de estos materiales han atraido cada vez mas atencion para el uso de biopolimeros
para evitar serios problemas ambientales, particularmente porque se utilizan como productos
de uso unico. Ademas, ha aumentado la conciencia de los consumidores sobre su salud, el
valor nutricional de los alimentos y la seguridad alimentaria (por ejemplo, algunas cuestiones
tales como la migracion de compuestos potencialmente toxicos del envase a los alimentos).

Para superar estos problemas, los biopolimeros se consideran una alternativa atractiva
ya que son abundantes, baratos, respetuosos con el medio ambiente y biodegradables. Entre
los biopolimeros, el almidén es considerado como uno de los materiales mas prometedores
debido a su bajo precio, elevada abundancia, larga variedad de fuentes botanicas y buenas
propiedades de formacion de peliculas (Jiménez et al., 2012; Podshivalov et al., 2017). En
particular, el almidon de tapioca, uno de los principales almidones industriales, puede
considerarse de gran potencial debido a sus caracteristicas inodoras, insipidas, incoloras, no
toxicas y biodegradables (De Souza et al., 2012). El almidén, muy conocido por sus
excelentes propiedades formadoras de pelicula y de barrera al oxigeno, es una alternativa
prometedora para los polimeros sintéticos no biodegradables en el envasado de alimentos
(Mali et al., 2010). Sin embargo, sélo después de la adicion de los plastificantes y del
procesamiento térmico, los granulos de almidon gelatinizan y presentan un comportamiento
termoplastico, a partir del cual se pueden obtener peliculas usando casting o termo-
compresion (Gutiérrez et al., 2015; Vu & Lumdubwong, 2016; Wang et al., 2017).

Dependiendo de las caracteristicas de la materia prima utilizada, se forman peliculas
con diferentes propiedades. Por eso, en la primera etapa del trabajo, se probaron diferentes
fuentes de almidon (tapioca, maiz, papas y trigo) con glicerol (como plastificante) para
producir peliculas por casting con contenido de almidon que varia de 2 a 6%. Se promovio la
gelatinizacion del almidon en bafio de agua (temperatura de 90 °C) durante 40 min con
agitacion. A continuacion, las soluciones fueron vertidas en placas Petri (casting) y se realizo
el secado en equipo de conveccion forzada de aire (temperatura de 35 °C por 24 h).
Anteriormente de la caracterizacion, las muestras se acondicionaron durante una semana a la

temperatura de 25 °C y 55% de humedad relativa. La metodologia de analisis de componentes



principales (ACP) se utilizd para evaluar la correlacion entre las formulaciones y sus
propiedades fisicoquimicas y mecanicas. No fue posible producir peliculas continuas basadas
en almidon de papas, probablemente debido a su bajo contenido de amilosa (10%). Las
peliculas con almidon de maiz, tapioca y trigo se caracterizaron con respecto al espesor (0,06-
0,22 mm), contenido de humedad (19-26%), solubilidad en agua (13,7-26,5%), permeabilidad
al vapor de agua (0,19-0,48 g mm h™'m?kPa™), 4ngulo de contacto (35-106°), propiedades
mecanicas (resistencia a la traccion: 1,9-6,7 MPa; elongacién a rotura: 41-166%; modulo de
Young: 8-127 MPa), propiedades térmicas y biodegradabilidad después de enterradas en el
suelo (compuesto organico vegetal). Esta etapa del trabajo se realiz6 en las instalaciones del
Departamento de Ingenieria Quimica en la Universidad Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) en Porto Alegre, RS, Brasil.

El andlisis multivariado (ACP) fue una metodologia util para evaluar el
comportamiento fisicoquimico y mecanico de las peliculas basadas en almidon procedente de
diferentes fuentes y con distintos contenidos de almidon. El andlisis de los compuestos
principales permitid verificar que las peliculas basadas en almidon de trigo presentaban
valores de permeabilidad al vapor de agua mas altos y valores de propiedades mecénicas mas
bajos. Las peliculas basadas en almidon de tapioca presentaron valores de elongacion mas
altos y valores de permeabilidad al vapor de agua mas bajos, sugiriendo su uso como envases
para productos con elevada actividad de agua, como frutas y verduras. Finalmente, las
peliculas basadas en almidon de maiz presentaron valores de tension y modulo de Young mas
altos.

Ademas, con respecto a los sistemas de almidén de tapioca, fue posible observar que
el angulo de contacto obtenido indica superficies mas hidrofobas (valores mas altos que 90°)
que las peliculas de almidon de maiz y trigo (valores mas bajos que 90°). De los resultados, es
posible verificar que la fuente y el contenido de almidén influyen en las propiedades de la
pelicula y los resultados presentados en este estudio son muy importantes para determinar las
mejores aplicaciones para las peliculas basadas en almidon. También, las peliculas de almidon
de maiz y tapioca que contienen 3 y 4 g de almidon presentaron una mayor elasticidad
(elongacion porcentual) y propiedades mecanicas comparables a las peliculas de polietileno
de baja densidad (PEBD) actualmente comerciales (Luchese et al., 2017a). Ademas, se
verifico que las peliculas de almidon presentaron modificaciones visuales aparentes de
coloracion y desintegracion de algunos fragmentos de la pelicula durante el analisis. Estos

resultados sugieren que las peliculas de almidon son biodegradables y, por lo tanto, el



tratamiento de residuos utilizado en la eliminacion final puede ser el proceso de compostaje,
reduciendo el impacto ambiental causado por los sistemas de envasado convencionales.

Una parte de los resultados de este estudio con peliculas de almidon de tapioca y maiz
producidos por casting promoviéo la publicacion del paper “Starch content affects
physicochemical properties of corn and cassava starch-based films” en la revista Industrial
Crops and Products (Q1, JCR). https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.09.020 (Luchese et

al., 2017a). Otra parte de los resultados de este estudio con las peliculas de almidén de papas,
maiz, trigo y tapioca promovio la sumision del paper “Impact of the starch source on
physicochemical properties and biodegradability of different starch based films” en el
Journal of Applied Polymer Science (current status: revisions being processed).

Ademas, los materiales de envasado biodegradables pueden ser portadores de agentes
antioxidantes permitiendo obtener envases activos (Realini & Marcos, 2014). Estos
compuestos activos podrian liberarse en el alimento o en el medio circundante del envase para
prolongar la vida util del producto alimenticio y mejorar sus propiedades (Moreno et al.,
2015). En este contexto, Brasil es el tercer productor de frutas del mundo con una
productividad anual de més de 43 millones de toneladas, de las cuales alrededor del 47% se
consumen frescas y el 53% se procesan (IBRAF, 2014), aumentando significativamente la
generacion de residuos agroindustriales. En particular, los residuos de arandanos del
procesamiento de zumos, las pieles y las semillas que suelen ser desechadas, son muy ricas en
vitaminas, minerales, fibras y compuestos fendlicos, como las antocianinas, sustancia
antioxidante que puede ayudar a prevenir enfermedades degenerativas (Bunea et al., 2013;
Konczak and Zhang, 2004; Zafra-Stone et al., 2007; Zhao et al., 2015). En razon de eso, la
incorporacion de residuos de arandanos en formulaciones de almidon para la obtencion de
peliculas puede ser una alternativa interesante para producir envases activos biodegradables,
agregando valor a estos residuos mediante el desarrollo de productos ecoldgicos y
contribuyendo para disminuir la generacion de residuos.

Por eso, la segunda etapa del trabajo tiene como objetivo general la valorizacion de
subproductos o residuos industriales para obtener materias primas renovables y su
modificacion para fabricar peliculas con buenas propiedades funcionales. En particular, el
objetivo de este trabajo fue desarrollar y caracterizar peliculas de almidon de mandioca con
residuos de ardndanos para su uso como envasado activo para alimentos.

Por eso, la idea fue incorporar diferentes contenidos del residuo en las formulaciones
de almidon de tapioca para evaluar el efecto de la adicion de residuos de ardndanos en el

rendimiento del envasado. Para eso, en la formulaciéon de las peliculas fueron utilizados:
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almidén de tapioca (4%), sorbitol (30% en relacion con la masa de almidon), residuo de
arandano (variando el 4, 8 y 12%) y agua destilada (100 mL). Se promovi6 la gelatinizacion
del almidon en bafio de aceite (temperatura de 90 °C) durante 40 min con agitacion. A
continuacion, las soluciones fueron puestas en placas Petri (casting) y se secaron en
condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa. Antes de la caracterizacion, las
muestras se acondicionaron a la temperatura de 25 °C y 55% de humedad relativa durante una
semana.

Las propiedades térmicas (analisis de DSC y TGA) y 6pticas (color y brillo), asi como
el comportamiento fisico-quimico del hinchamiento en agua (ASTM D570-1998), mediciones
del angulo de contacto, andlisis de difraccion de rayos X (DRX), evaluacion de la
permeabilidad al vapor de agua (ASTM E96-2000) y la migracion de compuestos fendlicos
(UE 2016/1416) fueron investigados en los envases producidos. Ademas fueron hechas
caracterizaciones mecanicas (ASTM D1708-1993), estructurales por espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) y mediciones de absorcion de la luz visible de
las peliculas por espectrofotometro UV/vis. Esta etapa del trabajo se realizé en las
instalaciones del Departamento de Ingenieria Quimica y del Medio Ambiente en la Escuela de
Ingenieria de Gipuzkoa en San Sebastian, Espafa, con el equipamiento especificado en la
memoria del Programa de Doctorado de Ingenieria de Materiales Renovables, asi como el
equipamiento gestionado por el grupo BIOMAT y por SGlker.

La incorporacion del residuo de arandano (procedente del procesamiento del zumo) en
las soluciones de formacion de pelicula promovidé una mejora en las propiedades de la
pelicula. Los resultados destacan el potencial del almidon de tapioca y del residuo de
arandanos para la fabricacion de nuevos productos renovables y biodegradables para
promover una produccion sostenible de envases para alimentos. Los resultados indicaron que
se requeria una temperatura mas alta para la degradacion de las peliculas basadas en
almidon/residuo de arandanos que en las peliculas de almidon. La incorporaciéon del residuo
de ardndanos afectd significativamente (p <0,05) el espesor de la pelicula (desde 91,3 um
hasta 124,3 um).

Ademas de eso, la adicion del residuo de ardndanos promovi6 una tonalidad de color
rojo (valores a* mas altos) en las peliculas compuestas. Vale la pena sefialar que todas las
muestras mantuvieron su integridad estructural después de la inmersion en agua (24 h) y el
maximo del hinchamiento mostr6é valores inferiores al 300%. Se descubri6é que las peliculas

con el residuo de ardndanos son resistentes a los rayos UV debido a la presencia de



compuestos aromaticos en el residuo de ardndanos y, por lo tanto, los envases producidos
pueden prevenir el deterioro de los alimentos causado por la radiaciéon UV, prolongando la
vida util de los productos envasados. Ademads, los ensayos de migracion mostraron mas
liberacién de compuestos activos (después de 10 dias) en la solucion de acido acético que en
la solucién de etanol, lo que demuestra la viabilidad de estas peliculas como envases para
alimentos acuosos.

Los resultados del estudio de produccion de estas peliculas con almidon de tapioca y
residuo de arandanos por casting y su caracterizacion promovid la publicacion del paper
“Development and characterization of cassava starch films incorporated with blueberry
pomace” en la revista International Journal of Biological Macromolecules (Q1, JCR).
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.08.083 (Luchese et al., 2017).

A la continuacion de este trabajo fue evaluada otra técnica de preparo de los
envasados. La utilizacién del termo-procesamiento en la produccion de las peliculas fue
evaluada para valorar el efecto de la aplicacion de presion y temperatura en el proceso de
formacion de las peliculas de almidén y su efecto en peliculas de almidon con la
incorporacion de diferentes contenidos del residuo de arandanos en polvo.

El almidon de tapioca, sorbitol (30% en masa basado en el contenido del almidon),
residuo de arandanos en polvo (contenido de 0, 4, 8 y 12% en masa basado en el contenido
del almidon) y agua (25% en masa basado en el contenido del almidon) se mezclaron
manualmente, segiin Guerrero et al. (2010); la mixtura se dejo reposar para la hidratacion del
almidon (~24 h). La mezcla (~1,8 g) se coloco entre dos placas de aluminio, se introdujo en la
prensa industrial (Santec House, Espafia), previamente calentada a la temperatura de 150°C.
Los moldes fueron dejados en la prensa 1 min para el precalentamiento y después se aplico la
presion, 3 MPa durante 5 min para obtener las peliculas. Todas las peliculas fueron
acondicionadas en una biocamara ACS Sunrise 700V (Alava Ingenieros, Espafia) a 25 °C y
55% de humedad relativa durante 1 semana antes de las pruebas de caracterizacion.

La caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas (contenido de humedad,
contenido de materia soluble total, transparencia y mediciones del espesor de las peliculas),
analisis de difraccion de rayos X, mediciones del angulo de contacto, asi como las
propiedades térmicas (andlisis de DSC, TGA y DMTA), opticas (color y gloss) y analisis
morfologico (Microscopia Electronica de Barrido) fueron evaluadas en los envases
producidos. Esta etapa del trabajo se realizd en las instalaciones del Departamento de
Ingenieria Quimica y del Medio Ambiente en la Escuela de Ingenieria de Gipuzkoa en San

Sebastian, Espafia, con el equipamiento especificado en la memoria del Programa de
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Doctorado de Ingenieria de Materiales Renovables, asi como el equipamiento gestionado por
el grupo BIOMAT y por SGlker.

Las peliculas producidas por termo-procesamiento mostraron un aspecto visual
homogéneo y la incorporacion del residuo de ardndanos afectd significativamente (p < 0,05)
el espesor (160 um para las formulaciones sin residuo hasta 180 um para las formulaciones
con residuo de ardndanos). Las peliculas de almidén y residuo de ardndanos presentaron
valores de angulo de contacto con el agua superiores a 90°, sugiriendo la formacion de
peliculas hidrofobas. Las peliculas con incorporacion de los residuos de ardndanos también
exhibieron buenas propiedades de barrera contra la luz UV debido a los compuestos
aromaticos presentes en los residuos de arandano. El incremento en la proteccion contra los
rayos UV es de gran importancia cuando las peliculas se utilizan como envases de alimentos
para proteger de la oxidacidon causada por la luz. Ademads, las peliculas mostraron una
microestructura de la superficie homogénea, que indica una buena compatibilidad entre todos
los componentes de las formulaciones formadoras de pelicula. En el andlisis de la
microestructura de la seccion transversal aparecieron algunos poros en las peliculas con
contenido de residuos de arandanos mas elevado. Estas peliculas mostraron una alta
estabilidad térmica y mantuvieron su integridad después de la inmersion en diferentes medios.
Ademas, la solubilidad de la pelicula se redujo mediante la incorporacion de residuos de
arandanos, independientemente del pH (fueron evaluados valores de pH de 2,5; 7,0 y 10,0) de
la solucion, proporcionando asi buenas propiedades funcionales para aplicaciones de
envasado de alimentos.

Los resultados del estudio de produccion de estas peliculas con almidon de tapioca y
residuo de ardndanos por compresion y su caracterizacion promovid el envio del paper
“Hydrophobic cassava starch films prepared with blueberry waste by compression molding”
a la International Journal of Biological Macromolecules (Q1, JCR).

La siguiente etapa del trabajo fue hacer la evaluacion de las peliculas como envases
inteligentes, porque las antocianinas, que estdn naturalmente presentes en el residuo de
arandanos, son capaces de cambiar de coloracion cuando son sometidas a diferentes valores
de pH. Por definicion, un envase inteligente es un tipo de envase que evalta la calidad y/o
seguridad del alimento envasado y transmite esta informacion al consumidor. A diferencia de
un envase convencional que tiene el proposito de proteger y contener el producto, apenas

evitando su contacto con el ambiente externo. Este tipo de envase, generalmente, utiliza algiin



tipo de sensor capaz de proporcionar una informacion visual al consumidor, como cambio,
aparicion o hasta desaparicion de color.

Para eso, en la formulacion de las peliculas fueron utilizados: almidén de tapioca (4 g
por 100 mL), glicerol (30% en relacion con la masa de almidon), residuo de ardndano sin y
con blanqueamiento previo del fruto (0,5 g por 100 mL) y agua destilada. Se promovid la
gelatinizacion del almidon en bano de agua (temperatura de 90 °C) durante 35 min con
agitacion. A continuacién, las soluciones fueron producidas por casting (0,34 gcm?) y se
realizd el secado en equipo de conveccion forzada de aire (temperatura de 35 °C por 24 h).
Antes de la caracterizacion, las muestras se acondicionaron a la temperatura de 25 °C y 55%
de humedad relativa durante una semana. Esta etapa del trabajo se realiz6 en las instalaciones
del Departamento de Ingenieria Quimica en la Universidad Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) en Porto Alegre, RS, Brasil.

En esta parte del trabajo fue realizada la caracterizacion fisicoquimica del residuo de
arandanos. El contenido de antocianinas en el residuo fue evaluado en el espectrofotometro
(método del pH diferencial) y por cromatografia liquida de alta resolucion (relacion entre el
area del pico y la masa de la muestra) haciendo una correlacion entre las dos técnicas.
Independiente de la técnica utilizada, los valores de contenido de antocianinas obtenidos para
el residuo de arandano en polvo con previo blanqueamiento del fruto fueron
aproximadamente dos veces mayores que los obtenidos para la muestra de residuo de
arandanos en polvo que no fue sometida al blanqueamiento como pretratamiento.

Las muestras de pelicula también fueron caracterizadas haciendo el andlisis de la
modificacion del color (ColorQuest XE, Hunter Laboratory) después de la inmersion en
soluciones tampdn con diferentes valores de pH. El analisis del color fue realizado utilizando
la escala CIELab con iluminador D65 y un angulo de observacion de 10°.

El potencial de un sistema de envasado inteligente se demostré mediante la
observacion de cambios colorimétricos después de la inmersion de la pelicula de almidon de
maiz y residuos de ardndano (sin y con previo blanqueamiento del fruto) en soluciones
tampon con diferentes valores de pH. Las muestras presentaron valores globales de diferencia
de color (4E*) superiores a 3 (excepto para la muestra blanqueada después de la inmersion en
pH 4), lo que indica que las diferencias de color son visualmente perceptibles para el ojo
humano (Lee & Coates, 2003; Melgosa et al., 2001). Sin embargo, se necesita mas
investigacion para correlacionar adecuadamente el cambio de color con la vida util de los
productos, por ejemplo, evaluando el cambio de color usando simulantes (azlcar, sal, aceites

y proteinas) y productos alimenticios para correlacionar los valores con los encontrados



después de inmersion en solucion tampén. Por lo tanto, es necesario realizar mas
investigaciones para desarrollar sensores y/o indicadores especificos de la aplicacion de
alimentos para su uso en empaques inteligentes.

El estudio de produccion de estas peliculas con almidon de tapioca y residuo de
arandanos por casting y su caracterizacion para uso como envase inteligente promovié la
publicacion del paper “Effect of blueberry agro-industrial waste addition to corn starch-
based films for the production of a pH-indicator film” en la revista International Journal of
Biological Macromolecules (Q1, JCR).
https://doi.org/10.1016/].ijbiomac.2017.05.149 (Luchese et al., 2017b).
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Capitulo 1 - Introducao

O crescimento populacional e econdmico mundial tem como consequéncia o aumento
na geracdo de lixo urbano. Dados estatisticos mostram que, somente no Brasil, 240 a 300 mil
toneladas de residuos solidos urbanos sdo produzidas diariamente, sendo estes, em grande
parte, destinados a aterros sanitarios ou descartados no meio ambiente. Cabe destacar que
cerca de 30-40% do total de residuos so6lidos podem ser atribuidos a materiais plasticos
usados como embalagens (SOTERO, 2000; DAS & TIWARI, 2018), e o descarte incorreto
desses materiais provenientes de polimeros de origem fossil causa um elevado impacto
ambiental, pois a maioria ndo ¢ biodegradavel. Além disso, no processo de reciclagem sao
consumidas grandes quantidades de energia térmica. Os nimeros e valores percentuais citados
tendem a aumentar, visto que o mercado de embalagens apresenta perspectivas de aumento,
em consequéncia do crescimento populacional e também devido a busca por praticidade e
seguranga alimentar por parte dos consumidores. Estima-se que no ano de 2030 havera mais
de 8,5 bilhdes de pessoas no mundo (ONU, 2017). Conforme dados da Associacao Brasileira
de Embalagens (ABRE, 2014), a producdo de embalagens apresenta uma estimativa de
crescimento anual de 2,7%; em 2013 a receita liquida de venda de embalagens alcancou
R$ 51 bilhoes de reais.

Sendo assim, os problemas gerados pela dificuldade de reciclagem da maioria das
embalagens sintéticas disponiveis, aliada a geracao de residuos, tém incentivado pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento de materiais biodegraddveis com caracteristicas que
permitam a sua utilizacdo na industria. Alguns biopldsticos podem ser degradados
rapidamente em condi¢cdes adequadas e ndo precisam ser incinerados; além disso, o lixo
gerado pela utilizacdo desse tipo de material plastico pode ser compostado através do

processo de mineraliza¢do por microrganismos. O didxido de carbono, que ¢ liberado quando
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os plasticos sdo submetidos ao processo de degradacdo, pode ser consumido pelas plantas que
o utilizam para a sintese de novos biopolimeros; desta forma, ndo hé liberacdo de CO, para a
atmosfera, minimizando alteracdes climaticas decorrentes dessas emissdes (FEIL, 1995).

Os biopolimeros de fontes renovaveis derivados de plantios de larga escala tém
ganhado espaco, entre os quais estdo os polissacarideos, as proteinas e os lipidios. Dentre os
polissacarideos, destaca-se o amido, visto que ele ¢ uma matéria-prima abundante, ndo toxica,
biodegradavel, de baixo custo de comercializagdo e esta disponivel em todo o mundo.
Pesquisas utilizando amido para producao de bioplasticos tiveram inicio nos anos 70, contudo
as aplicacdes ainda sdo restritas uma vez que ele apresenta limitacdes industriais devido as
pobres propriedades mecanicas dos filmes de amido produzidos. Em geral, os materiais para
embalagens devem ser resistentes a ruptura e a abrasdo, para proteger e reforgar a estrutura
dos produtos e, ainda, devem ser flexiveis, para adaptar-se a possiveis deformagdes sem se
romper (SOBRAL, 2000). Além disso, em virtude da natureza hidrofilica do amido, sua
utilizacdo pode limitar o desenvolvimento desse setor. Considerando essas informagoes,
diversas estratégias tém sido pesquisadas com o intuito de contornar algumas limitagoes,
tornando os filmes obtidos menos susceptiveis as variagcdes de umidade e mecanicamente
mais resistentes. Sabe-se que a inser¢do de fibras naturais pode melhorar as propriedades
mecanicas dos filmes.

Neste contexto, a primeira parte do trabalho tem como objetivos avaliar diferentes
fontes de amido na formacdo de filmes plasticos, entender os mecanismos de formagao dos
mesmos ¢ analisar as caracteristicas resultantes devido as diferencas existentes entre eles.

Além da producao de embalagens a base de biopolimeros, outra area de estudo de
elevada importancia no setor de embalagens corresponde as embalagens inteligentes. Este tipo
de embalagem vem ganhando importdncia devido a crescente busca por alimentos
minimamente processados e/ou alimentos “prontos para comer” (ready-to-eat), que

apresentem seguranca e qualidade facilmente detectaveis.

Por definicdo, uma embalagem inteligente ¢ um tipo de embalagem que avalia a
qualidade e/ou seguranca do alimento embalado e transmite esta informacdo ao ambiente
externo, diferente de uma embalagem convencional que tem apenas a finalidade de proteger e
conter o produto, evitando seu contato direto com o ambiente externo. Nas embalagens
inteligentes, geralmente, ¢ inserido algum tipo de sensor capaz de comunicar uma informagao
visual ao consumidor, como mudanga, aparecimento ou até desaparecimento de cor. Nesse

sentido, diferentes sensores naturais vém sendo estudados, como a clorofila e as antocianinas.
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As antocianinas correspondem a uma classe de compostos capazes de mudar de coloragdo ao
serem submetidos a diferentes valores de pH, podendo ser encontradas em diversos frutos e

flores.

No desenvolvimento de embalagens deve-se aliar competitividade com boas
propriedades, de nada vale desenvolver uma embalagem com 6timas caracteristicas, mas com
custo elevado. Sendo assim, estudos visando a reutilizagdo de residuos e de subprodutos da
agroindustria para o desenvolvimento embalagens sustentdveis e economicamente
competitivas sdo de ampla importdncia. Durante o processamento de frutas sdo gerados
residuos, tais como cascas, bagagos e sementes que, na maioria das vezes, sao descartados,
ndo sendo posteriormente utilizados. Esses residuos representam aproximadamente 30-50%
do peso total dos frutos e grande parte dos nutrientes e compostos bioativos presentes na casca

e no residuo acabam nao sendo agregados ao produto final (ALEZANDRO et al., 2013).

Diante do exposto, o objetivo da segunda etapa do trabalho foi produzir embalagens
inteligentes através do reaproveitamento de residuos agroindustriais ricos em antocianinas,
como o bagago proveniente da producdo do suco de mirtilo. Os filmes inteligentes foram
feitos com amido de mandioca ou de milho, visto que essas foram as matérias-primas que se
mostraram mais promissoras na primeira etapa do trabalho. As embalagens inteligentes foram
produzidas com o pd obtido da moagem do residuo, ao contrario dos outros trabalhos que
incorporam as antocianinas na forma de extrato obtido por extragdo com solventes. Para tanto,
foram produzidos filmes de base amildacea com residuos de diferentes granulometrias e

diferentes concentragdes iniciais de residuo do processamento de suco de mirtilo.

Na terceira etapa do trabalho, realizada na Universidade do Pais Basco / Euskal
Herriko Unibertsitatea (UPV / EHU - Espanha), foram feitos filmes por casting utilizando
sorbitol como plastificante; ensaios de inchamento apds imersdo das amostras em agua e de
migracdo dos compostos fenolicos foram conduzidos a fim de verficar a possibilidade de
desenvolvimento de uma embalagem ativa a base de amido com incorporagdo de compostos
antioxidantes presentes no residuo de mirtilo. Diferentemente da embalagem inteligente que
informa ao consumidor a real condi¢dao do produto, uma embalagem ativa € capaz de interagir
com o alimento, prolongando seu tempo de vida de prateleira. Além disso, durante o
doutorado-sanduiche, foi avaliado outro método de producdo de filmes de amido, conhecido
como termocompressdo, com intuito de viabilizar o processamento de filmes de amido em
escala industrial e melhorar algumas propriedades em comparagdo as amostras desenvolvidas

por casting.
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Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi produzir embalagens inteligentes e ativas a base de

amido, reaproveitando o residuo da produgdo do suco de mirtilo, que ¢ um subproduto rico

em antocianinas. Para melhor entendimento, as etapas desenvolvidas no presente trabalho

estdo descritas esquematica e resumidamente nos fluxogramas apresentados nas Figuras 1 e 2.

Objetivos especificos

Para alcangar o objetivo geral proposto nesse trabalho os seguintes objetivos

especificos podem ser citados:

caracterizar os diferentes tipos de amido (milho, trigo, mandioca e batata) utilizados
como matérias-primas para producdo dos filmes quanto ao teor de
amilose/amilopectina, conteido de umidade, morfologia do granulo, propriedades
térmicas, distribuicdo granulométrica, estrutura quimica, padrio e indice de
cristalinidade;

avaliar a capacidade de formagao de filmes continuos utilizando diferentes tipos de
amido, verificando a influéncia do teor de glicerol utilizado como plastificante ¢ a
influéncia da gramatura utilizada na etapa de casting;

analisar o impacto da fonte de amido utilizada sobre as propriedades fisico-quimicas,
mecanicas, térmicas, estruturais, morfologicas e a biodegradabilidade dos filmes
produzidos por casting . Buscar possiveis correlagdes entre as propriedades citadas e a
fonte de amido pela andlise de componentes principais (ACP);

comparar as propriedades dos filmes de amido produzidos por casting com aquelas
dos filmes atualmente comercializados;

caracterizar o residuo de mirtilo em po, obtido pelo processamento do suco, em
relacdo a umidade, ao tamanho de particula (analise granulométrica), aos teores de
fibras e de proteinas, e ao contetido de antocianinas;

avaliar a influéncia do branqueamento prévio do fruto sobre o comportamento e a
capacidade de mudanga de colora¢ao de filmes de amido de milho contendo residuo de
mirtilo em pd produzidos por casting, apds serem submetidos a imersdo em solugdes
tampao contendo diferentes teores de pH;

avaliar a granulometria do residuo de mirtilo na aplicabilidade de filmes de amido de
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mandioca como indicador colorimétrico em solu¢des tampao com diferentes valores
de pH (4, 5, 6 ¢ 7), em solugdes aquosas (salinas, de sacarose e proteicas), 6leo de
milho, assim como em pedacos de frango;

e avaliar a influéncia da incorporacao do residuo de mirtilo na biodegradabilidade dos
filmes a base de amido de milho;

e verificar a possibilidade de desenvolvimento de embalagens ativas a base de amido de
mandioca ¢ residuo de mirtilo por casting, utilizando como analise principal a técnica
de avaliagdo da migragdo de compostos fendlicos em solugdes que podem atuar como
simulantes (solug@o de acido acético e solucao de etanol) de alimentos;

e utilizar a técnica de termocompressao para produgdo de filmes de amido de mandioca
contendo diferentes teores de residuo de mirtilo. Avaliar as propriedades fisicas,
térmicas e oOticas ¢ buscar uma correlacdo desses resultados com as mudancas

morfoldgicas e 0 comportamento térmico dindmico-mecanico dos filmes.

Estrutura da Tese

Este trabalho esta estruturado em capitulos. No segundo capitulo, encontra-se uma
revisdo bibliografica sobre as matérias-primas utilizadas, os métodos de fabricagdo dos filmes,
alguns aspectos relacionados a caracterizacdo de filmes e o estado da arte sobre o
desenvolvimento de embalagens ativas e inteligentes. No terceiro capitulo foram descritos os
materiais e os métodos utilizados, tanto na UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do
Sul) como na UPV / EHU (Universidade do Pais Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea) para
a realizagdo das etapas experimentais deste trabalho; no quarto capitulo, sdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos para os filmes preparados com diferentes fontes de amido,
sem e com a adi¢do do residuo de mirtilo. O quinto e ultimo capitulo envolve as conclusdes

gerais deste trabalho e as sugestdes para trabalhos futuros.
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Partel

L <

Caracterizagao dos amidos de milho, trigo, mandioca e batata

4

Caracterizagdo do material produzido & base de amido de batata

| Diferentes teores de amido (2,3,4,5¢6 %)
Producao e caracterizagio dos filmes a base | _ - -
de milho com concentragéo fixa de glicerol Diferentes gramaturas de espalhamento da solu¢do filmogénica
1 (0,22;0,34 ¢ 0,43 g cm?)
Produc@o e caracterizagdo dos filmes a base | Diferentes teores de amido (2, 3, 4, 5 € 6 %)
de milho, mandioca e trigo com razio -
constante entre amido e glicerol (1:0,3) | Gramatura (0,34 g cm?)

4

Artigo 1: Starch content affects physicochemical properties of corn and cassava starch-based films.
Publicado na Industrial Crops and Products.

4

Artigo 2: Impact of the starch source on physicochemical properties and biodegradability of different starch based
films; revisions being processed no Journal of Applied Polymer Science.

Parte I

2

Produgdo e caracterizagio do bagago de mirtilo proveniente do processamento de suco

4

2

Produgéo e caracterizagdo de filmes de amido de
milho com incorporagdo de residuo de mirtilo (0,5%)
em po (gramatura 0,34 g cm?)

Producdo e caracterizagdo de filmes de amido de
mandioca com incorporacao de residuo de mirtilo (0,5%)
em pd (gramatura 0,34 g cm2)

4

. 4

Avaliagdo do uso do p6 proveniente do fruto sem ¢
com branqueamento prévio

Avaliagdo da inser¢ao dos pos de residuo de mirtilo com
diferentes granulometrias

4

4

Teste colorimétrico para avaliagdo da mudanga de
coloragdo em solugdes tampao com diferentes valores
de pH (variando entre 2 e 12)

Caracterizagdo dos filmes ¢ avaliagdo da mudancga de
coloragdo em solugdes tampao com diferentes valores de
pH, solugdes simulantes e produtos alimenticios.

4

.

Artigo 3: Effect of blueberry agro-industrial waste
addition to corn starch-based films for the production
of a pH-indicator film. Publicado no International
Journal of Biological Macromolecules.

Artigo 4: Evaluation of blueberry residue incorporated
cassava starch film as pH indicator in different simulants
and foodstuffs, Revisions Required na Food
Hydrocolloids.

Figura 1. Fluxograma das etapas do presente trabalho — Parte I e Parte I1.
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Parte I1I (UPV/EHU)

4

4

Producéo e caracterizagao de filmes de amido de
mandioca e sorbitol (30% em relagdo a massa de
amido) com incorporacdo de diferentes teores de
residuo de mirtilo (0, 4, 8 e 12%) em po
desenvolvidos por casting (gramatura 0,34 g cm2)

Producio e caracterizagio de filmes de amido de
mandioca ¢ sorbitol (30% em relagdo a massa de
amido) com incorporagdo de diferentes teores de
residuo de mirtilo (0, 4, 8 e 12%) em po
desenvolvidos por compressdo

4

i

Caracterizagdo dos filmes produzidos e avaliagdo
da migragdo de compostos fenolicos objetivando o
desenvolvimento de embalagens ativas

Caracterizagao dos filmes produzidos e avaliagdo
do processo de termocompressdo no
desenvolvimento de filmes a base de amido

4

4

Artigo 5: Development and characterization of

cassava starch films incorporated with blueberry

pomace. Publicado no International Journal of
Biological Macromolecules.

Artigo 6: Hydrophobic cassava starch films
prepared with blueberry waste by compression
molding, under review na Carbohydrate
Polymers.

Figura 2. Continuacdo do fluxograma das etapas do presente trabalho — Parte III.
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Neste capitulo estdo apresentadas a fundamentacgdo tedrica e a revisdo bibliografica
desta tese. Os seguintes assuntos serdo abordados: informacgdes importantes relacionadas a
tecnologia de embalagens, contendo um breve historico; caracteristicas das matérias-primas
que foram utilizadas; descri¢do dos processos de casting e de termocompressdo utilizados
para produ¢do das embalagens, importancia e aspectos relevantes relativos as andlises de

caracterizacao dos filmes.

2.1. Tecnologia de embalagens

A Associagdo Brasileira de Embalagens (ABRE) define a embalagem como um
recipiente ou envoltura que armazena produtos temporariamente, individualmente ou
agrupando unidades, tendo como principal fungdo proteger e estender o prazo de vida (shelf-
life) do seu conteudo, além de viabilizar a distribui¢do, a identificagdo e o consumo do
produto.

Hé mais de 10 mil anos houve o surgimento da necessidade de transportar e conservar
os alimentos durante as migragdes por procura de melhores lugares para viver. As primeiras
embalagens foram feitas de materiais naturais disponiveis na época, tais como: conchas do
mar, cascas de coco e outros frutos e folhas. Posteriormente, foram confeccionadas tigelas de
madeira, cestas de fibras naturais, bolsas de peles de animais, potes de barro, cestas de fibras
vegetais e vasos de ceramica. Anos mais tarde, durante a Revolucdo Industrial (periodo de
1760 a 1860), houve um aumento significativo na produtividade de bens de consumo através

da introdu¢do de maquinas nas industrias, o que consequentemente impulsionou a produgao
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de embalagens com diferentes formatos e tamanhos. Outro fato importante refere-se a
descoberta do processo de conservacdo de alimentos denominado apertizagdo por Nicolas
Appert em 1809. Como esse processo empregava garrafas de vidro, ocorreu uma valorizagao
do uso desse material para embalar alimentos. Essa técnica foi precursora dos atuais métodos
de conservagao de alimentos em latas. Em 1810, o inglés Peter Durand patenteou um processo
similar empregando chapas de ferro recobertas de estanho, ao invés das garrafas de vidro,
marcando o surgimento de industrias de processamento de alimentos e as latas descartaveis.
Além disso, durante a Primeira Guerra Mundial (1914-1918) houve uma série de
transformagdes que, mais tarde, se refletiram nos mais diversos setores. Nesta época, as
embalagens de produto a granel deram origem a embalagem individual, hoje designada de
embalagem de consumo. Esta tendéncia surgiu devido a maior facilidade de distribuicdo de
refei¢des aos exércitos em pequenos pacotes. Outro acontecimento marcante na histéria da
embalagem foi o surgimento dos primeiros supermercados nos Estados Unidos em 1930.
Desta forma, as embalagens, que antes somente tinham a funcdo de conter e proteger o
produto, passaram a adquirir uma nova fungao: vender o produto.

No Brasil, as primeiras embalagens utilizadas foram cestos, samburds e balaios criados
pelos indios e usadas para o transporte de seus produtos. Com a chegada dos portugueses,
alguns novos utensilios foram trazidos, dentre eles destacam-se: barris, caixas, toneis e potes.
Em 1808 com a chegada de D. Jodo VI ao Brasil e a abertura das atividades maritimo-
portudrias, o processo de producdo de embalagens de vidro teve inicio no Brasil, uma vez que
antes deste periodo a fabricagdo de produtos era proibida pela coroa de Portugal.

Sendo assim, a necessidade e o surgimento das embalagens comecgaram a aparecer a
medida que a vida do homem se tornou gradativamente mais complexa. Hoje, a embalagem
contempla diferentes é4reas de estudo envolvendo aspectos técnicos relacionados ao
conhecimento do produto e do material da embalagem, aspectos regulatorios (legislacdo e
certificagdes), aspectos ambientais (descarte e geracao de residuos) e aspectos mercadologicos

e estéticos preocupados com o marketing do produto.

2.2. Classificacdo de materiais poliméricos

A utilizacdo de plésticos sintéticos provenientes de polimeros petroquimicos na
producao de embalagens possui como principais caracteristicas o baixo custo, facilidade de
processamento, elevada aplicabilidade, versatilidade e durabilidade, sendo esta ultima

caracteristica a principal desvantagem da sua utilizagdo. De acordo com a Associacdo
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Brasileira da Industria de Plastico (ABIPLAST, 2015), foram consumidos 7,2 milhdes de
toneladas de materiais plasticos no Brasil em 2014. Dados estatisticos importantes mostram
que o pléstico representa, aproximadamente, 20% dos residuos produzidos no Brasil. Além
disso, sabe-se que apenas 15% das cidades brasileiras possuem coleta seletiva; desta forma,
pode-se concluir que a maior parte do residuo pléstico gerado ndo ¢ reciclada, o que aumenta
ainda mais o interesse na producdo de embalagens a partir de polimeros que possam ser
facilmente degradados no ambiente sob condi¢des especificas. Para contornar esses
problemas, algumas alternativas como a substituicdo dos plasticos convencionais provenientes
de fontes fosseis por biodegradaveis de fontes renovaveis estdo sendo estudadas.

Os materiais plasticos podem ser classificados em quatro tipos, em relagdo a
biodegradabilidade e a fonte de matéria-prima utilizada para sua fabricagio (GOMEZ e
MICHEL, 2013). Estes quatro tipos sdo: (I) plastico convencional, (II) plastico biodegradéavel
de origem ndo renovavel, e aqueles de base bio (matéria-prima renovavel), considerados nao
biodegradaveis (III) e biodegradaveis (IV). As principais diferencas e semelhangas dos

diferentes tipos de plasticos estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagio de materiais plasticos (Fonte: GOMEZ e MICHEL, 2013).

Classe Fonte Biodegradavel  Exemplo Classificagédo
Na Polietil . .
| Petroleo/gas natural ( 2}0 Nio © .1e ! er.lo, Plastico convencional
renovavel) polipropileno
, , (Nao . , - . ,
1 Petroleo/gas natural ) Sim PLA do petréleo Plastico biodegradavel
renovavel)
Polietileno
. . derivado do Plastico base bio
Biomassa (milho, , - . f .
1 ) (Renovavel) Nao etanol de milho (matéria-prima renovavel)
cana de agucar, etc.) C
e/ou cana de ou bioplastico
agucar
_ . PHA, PLA Plastlco. blod’egradével
Biomassa (milho, , . . base bio (matéria-prima
v i (Renovavel) Sim derivado do i L
cana de agucar, etc.) amido renovavel) ou bioplastico

biodegradavel

PLA = 4acido polilactico e PHA = resina base polihidroxialcanoatos

Os polimeros completamente biodegradaveis sdo divididos em 4 grupos de acordo
com a obten¢do do polimero, conforme apresentado na Figura 3. Agro-polimeros sdo obtidos
a partir de agro-produtos, geralmente com o fracionamento da biomassa. Estes sdo divididos

em polissacarideos, proteinas e lipidios. No segundo grupo estdo os poliésteres sintetizados
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por microrganismos a partir de fontes renovaveis, por exemplo, os polihidroxialcanoatos
(PHASs). O terceiro grupo ¢ formado por polimeros sintetizados quimicamente a partir de
monomeros derivados de processos biotecnologicos, como ¢ o caso do poli(acido lactico)
(PLA) que pode ser obtido pela polimerizagao do acido lactico, proveniente da fermentagao
do milho por microrganismos. O tultimo grupo contempla os polimeros biodegradaveis
provenientes de fontes ndo renovaveis totalmente sintetizados em processos petroquimicos.
Neste grupo, destacam-se a policaprolactona (PCL), as poliesteramidas (PEA), co-poliésteres
alifaticos, como por exemplo, o poli(butileno succinato-co-adipato) (PBSA) e co-poliésteres

aromaticos como o poli(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT) (AVEROUS, 2004).

Polimeros Biodegradaveis

I

agro-polimeros microrganimos biotecnologia petroquimico

— || policaprolactona
polihidroxialcanoatos ¢ polilactideos (PCL)
polihidroxibutiratos (PHAs e PHBs) (ex: PLA)
poliesteramidas
- (PEA)
polissacaridcos proteinas/lipidios
|| co-poliésteres
amidos: trigo, || animal: caseina e alif?’uicos (ex:
batata, milho, etc. colageno, etc. PBSA)

lignocelulosicos:
| madeira, palha, —|  vegetal: gliten -
clc.

co-poliésteres
aromaticos (ex:
PBAT)

outros: pectinas,
gomas, quitosana

Figura 3. Classifica¢io dos polimeros biodegradaveis (adaptada de AVEROUS, 2004).

Como o foco do presente trabalho sdo polissacarideos de base amilacea, a seguir estdo

descritas as principais caracteristicas e peculiaridades do amido.
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2.3. Matérias-primas utilizadas durante o processo de formacéo de filmes de amido

Para a confeccdo dos filmes deste trabalho, foram utilizados os amidos de batata,
mandioca, milho e trigo, e glicerol ou sorbitol como plastificante; desta forma, as
caracteristicas destas matérias-primas, relevantes para o desenvolvimento dos filmes, serdao
brevemente apresentadas a seguir.

O mercado mundial de amido estd dividido em cinco matérias-primas, quatro delas de
origem tropical (milho, batata, batata-doce e mandioca). Nos ultimos anos, o amido de milho
tem sido a matéria-prima predominante para a producdo de polimeros biodegradaveis,
possivelmente por ser a principal fonte de amido produzido mundialmente (aproximadamente
64%), seguido pela batata-doce (13%) e pela mandioca (11%) (SOUZA, DITCHFIEL e
TADINI, 2010). O milho ¢ a principal fonte de amido nos Estados Unidos (99% da
producio), na Europa (46%), na Asia e no Brasil. Os maiores produtores mundiais de milho
sdo os Estados Unidos, China e Brasil, que, em 2009, produziram 333, 163 ¢ 51 milhdes de
toneladas, respectivamente. O milho ¢ cultivado em praticamente todo o territdrio brasileiro,
sendo que 90% da producdo concentraram-se nas regides Sul (40,8% da produgdo), Centro-
Oeste (30,2% da produgdo) e Sudeste (19,1% da producdo) (EMBRAPA, 2012).

Quanto a mandioca, de acordo com os dados da Food and Agriculture Organization
(FAO, 2016), ela ¢ cultivada em mais de 100 paises, com produgdo de 273 milhdes de
toneladas em 2016. Dados da FAO (2016) revelam que dentre as culturas agricolas, a
mandioca ¢ a maior fonte produtora de amido no Brasil, aproximadamente 23 milhdes de
toneladas, sendo este o quarto pais com maior producdo desta raiz, estando somente atrds da
Nigéria, da Tailandia e da Indonésia, que atingiram aproximadamente 55, 30 e 23 milhdes de
toneladas, respectivamente. A mandioca € a terceira fonte de calorias mais importante nos
paises tropicais, perdendo apenas para o arroz e para o milho.

A batata (Solanum tuberosum), da familia das solanaceas, ¢ nativa dos Andes
Americanos. Dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAOSTAT, 2014) indicam que a China, a India e a Russia sdo os maiores produtores
mundiais, totalizando aproximadamente 270 milhdes de toneladas. A batata ¢ a terceira
principal fonte de alimento para a humanidade, superada apenas pelo arroz e pelo trigo. No
Brasil, a producao de batata alcanca 3,7 milhdes de toneladas, com area plantada de 142 mil
hectares. A producao de fécula de batata-doce concentra-se em 95% na China, sendo o

restante localizado, principalmente, no Japao (VILPOUX, 2016).
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O trigo, graminea do género Triticum, ¢ o segundo cereal mais cultivado no mundo,
sendo que, efetivamente somente metade ¢ colhida apos o cultivo, o restante cresce de forma
silvestre (ALVES et al., 2013). A producao de amido, a partir de trigo, encontra-se em forte
crescimento na Europa, onde a produtividade alta e o elevado valor agregado dos coprodutos
permitem a producdo com pregos muito competitivos. No Brasil, o trigo pode ser cultivado
nos estados do Parana (PR) e do Rio Grande do Sul (RS), além dos estados de Goias (GO),
Minas Gerais (MG), Sao Paulo (SP) e Santa Catarina (SC) que também sdo responsaveis pelo
fornecimento do trigo, onde as condi¢des sdao favordveis para o desenvolvimento desta
graminea. Estes estados s3o os principais responsaveis pelo abastecimento de trigo no pais
(EMBRAPA, 2016).

Cabe ressaltar que durante o processamento das culturas amilaceas citadas, diferentes
subprodutos de valor agregado sdo produzidos. O uso desses subprodutos e/ou residuos da
producdo de amido que, geralmente, contém um elevado teor de amido, poderia tornar a
confec¢do dos filmes mais viavel economicamente. Essa opcdo pode ser uma alternativa
promissora com o intuito de tornar as embalagens ainda mais competitivas comercialmente,
além de minimizar a utilizacao de fontes que podem ser usadas diretamente para alimentagao.
Sendo assim, apesar dos subprodutos ndo terem sido objeto desse estudo, a seguir sdo
apresentados alguns topicos relacionados aos residuos provenientes do processamento da
mandioca, batata e trigo.

O processamento industrial das raizes da mandioca pode gerar elevadas quantidades
de residuo. Considerando apenas a parte solida, Bianchi & Cereda (1999) definem, como
inaceitavel, que um material que apresenta na sua composi¢do amido, fibras e um alto poder
calorifico, seja subutilizado ou simplesmente disposto no ambiente, sem nenhuma utilidade.
Apbs o descascamento e a lavagem das raizes, uma parte, chamada casquinha, ¢ descartada,
podendo representar de 15 a 20% do total de mandioca processada, em peso umido (umidade
aproximadamente 10%). ApoOs prensagem, moagem e esfarelamento, temos a geracdo do
residuo conhecido como crueira, que corresponde a pouco mais de 1,0% do total de matéria-
prima, sendo que a varredura e o bagacinho alcangam em conjunto valores em torno de 0,5%.
De cada tonelada de matéria-prima processada ¢ gerado em torno de 2 kg de bagacinho.

Segundo Da Costa (2004), no setor de processamento da farinha de mandioca existe
uma forte demanda para a transformacao de residuos em subprodutos, contribuindo com o
meio ambiente e reduzindo custos. Os estudos realizados nos ltimos anos utilizando residuos

da fabrica¢do da farinha de mandioca na formulagdo de produtos alimentares apresentaram
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resultados favoraveis para sua utilizacdo em escala industrial. Entretanto, pesquisas nessa area
ainda sdo escassas. Fiorda et al. (2015) produziram snacks de amido de mandioca e bagaco da
producao de amido de mandioca desidratado (70:30, m/m) por extrusao.

No entanto, apesar de possuir destaque no setor alimenticio, aproximadamente 35%
(casca e restante de polpa) do total de batata produzida ¢ descartada durante o processo de
industrializacdo. Estima-se que no Brasil sejam descartadas mais de 300 mil toneladas de
cascas de batata por ano (AVILA, 2012). Tendo em vista o potencial desse residuo e levando-
se em consideracdo que a casca da batata possui 25,6% de amido em massa, utilizar a casca da
batata como fonte de amido para obtencdo de filmes pode ser uma alternativa interessante.

Um residuo gerado no processo de fabricagdo da farinha de trigo é o farelo, camada
externa do grao de trigo, composto por carboidratos, cinzas, proteinas, dgua, sais minerais e
impurezas vegetais. A casca que corresponde 14,5% do peso do grdo também ¢ um residuo

obtido do processo de producdo da farinha de trigo (PORTAL SAO FRANSCISCO, 2010).

2.3.1. Amido

O amido, segundo biopolimero mais abundante no mundo, perdendo somente para a
celulose, pode ser obtido de diversas fontes vegetais, como cereais, raizes e tubérculos, e
também de frutas e legumes. No entanto, a extra¢do do produto amildceo em nivel comercial
se restringe as partes comestiveis de cereais (milho, trigo e arroz), raizes (mandioca) e
tubérculos (batata).

O amido ¢ constituido pela mistura de dois polimeros, a amilose e amilopectina, cujas
estruturas moleculares podem ser observadas na Figura 4. A amilose ¢ essencialmente linear,
formada por unidades de glicose, com até 6000 unidades ligadas por ligagdes o-(1—4),
enquanto que a amilopectina possui uma estrutura ramificada cadeias glicosidicas ligadas
através de ligacoes a-(1—4) e ramificagdes em a-(1—6) (IMBERTY et al., 1991; JENKINS
et al., 1993). Um resumo das propriedades fisico-quimicas da amilose e da amilopectina ¢
apresentado na Tabela 2.

Segundo Souza & Andrade (2000), a parte linear das moléculas de amilopectina forma
estruturas helicoidais duplas, que sdo estabilizadas por ligacdes de hidrogénio entre
grupamentos hidroxila, dando origem as regides cristalinas dos granulos. A regido amorfa ¢
composta pelas cadeias de amilose e pelas ramificagdes da amilopectina. De acordo com

Rolland-Sabaté et al. (2012), a macromolécula de amilopectina, por possuir um grande
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niumero de ramificacdes e por apresentar, em geral, uma massa molar maior do que a da
amilose, provavelmente possui uma mobilidade bem mais restrita do que a da molécula de

amilose.
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura molecular da amilose e da amilopectina, formadas
essencialmente por unidades de glicose. (Fonte: COPELAND et al., 2009).

Os componentes amildceos sdo naturalmente empacotados em regides cristalinas para
formar a estrutura semicristalina granular do amido. Os amidos cerosos contém baixo teor de
amilose no interior do granulo, isto produz uma relagdo mais elevada de cristalinidade entre
amilopectina e amilose, produzindo uma estrutura mais plastica (GUTIERREZ et al., 2015).
Sendo assim, pode-se dizer que quanto maior o conteido de amilose, menor serda a
cristalinidade do granulo de amido e consequentemente, quanto maior o contetido de
amilopectina, maior serd a cristalinidade do granulo de amido.

A amilopectina ¢ uma molécula altamente ramificada, e suas ramificacdes de cadeia
lateral se entrelagam para formar as duplas hélices que sdo as bases dos cristais. Diferentes
espécies de amido apresentam distintas propor¢des de amilose e amilopectina, embora para a
maioria das espécies, a quantidade de amilopectina representa cerca de 70% do teor de
polissacarideo total; a arquitetura exata da molécula de amilopectina também ¢ dependente da

espécie.
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Tabela 2. Resumo das propriedades fisico-quimicas da amilose ¢ da amilopectina. (Fonte: BALL et al.,
1998 ¢ SAJILATA et al., 2006).

Propriedade Amilose Amilopectina
Fracdo percentual no granulo (%) 15-35 65 -85
Estrutura molecular Essencialmente linear Altamente ramificada
Porcentagem de ramificagoes a-1,6 (%0) <1 4-6
Massa molar (Da) 10*-10° 107 - 10*
Grau de polimerizag&o (DP) 10%- 10° 10° - 10*
Comprimento da cadeia (unidades de

glicose) 3-1000 3-50
Solugdes aquosas diluidas* Instavel Estavel
Formacéo de gel Firme, irreversivel Leve, reversivel
Cor do iodo Azul Vermelho-purpura
Digestibilidade por p-amilase (%) 100 Aprox. 60

*Amilose é, entretanto, solavel em 0,5 mol.L"' de KOH, DMSO e formamida.

O grau de cristalinidade dos amidos varia de 20 a 45% (HOOVER, 2001; MUNOZ et
al., 2015). A avalia¢do dos padrdes de cristalinidade dos granulos de amido por dngulo de
difragdo de raios-X tem sido largamente empregada. O padrdo A € tipico de amidos de cereais
(milho, arroz, trigo); o padrao B ¢ caracteristico de amidos de tubérculos (batata), de frutas, de
milho com alto teor de amilose e de amido retrogradado; o padrao C, por sua vez, ¢ uma
mistura dos precedentes sendo o amido de mandioca um exemplo tipico. Classificam-se como
tipo C, os amidos que apresentam caracteristicas de A e B, mas predominantemente do tipo A.
Este tipo compreende os amidos de leguminosas, como por exemplo, a ervilha e algumas
variedades de feijdo (HULLEMAN et al., 1999; COPELAND et al., 2009). Durante a analise
por difracdo de raios-X, sdo verificados picos de maior intensidade nos seguintes angulos:

e 20:15° 17°; 18° e 23°, para o tipo A, tipico dos amidos de cereais;
e 20:5,6° 15° 17°; 22° e 23°, para o tipo B, mais comum nos amidos de tuberosas,

sendo o representante tipico de batata com o pico em 5,6°.
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As principais diferencas entre as cristalinidades tipo A e tipo B do amido residem na
densidade do envelope da dupla hélice e no conteudo de 4gua relacionado a rede formada
(SCHMITT et al., 2015). A estrutura do tipo A ¢ descrita como um envelope monoclinico
compacto (a= 124 nm, b= 1,172 nm, ¢ = 1,069 nm e y = 123,5°) contendo oito moléculas de
agua (SARKO & WU, 1974; IMBERTY et al., 1988), enquanto a estrutura do tipo B ¢
descrita como uma célula hexagonal unitaria (a=b= 1,85 nm e ¢ = 1,04 nm) com 6 duplas
hélices e uma coluna contendo 36 moléculas de 4gua presentes no centro do arranjo
hexagonal. O tipo C, conforme descrito anteriromente, ¢ uma estrutura intermediaria entre os
tipos A e B, na qual o tipo A abrange o tipo B (JIPING et al., 2007). Cano et al. (2014),
Weber, Collares-Queiroz & Chang (2009), Muioz et al. (2015) e Majzoobi & Beparva (2014)
e outros autores avaliaram algumas caracteristicas de amidos de diferentes fontes e os

resultados estdo sintetizados e apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas e propriedades dos amidos de mandioca, batata, milho e trigo.

Propriedade / Amido Mandioca®  Batata® Milho® Trigo*
Teor de amilose (%) 16-20 18-23 25-28 20-25
Teor de amilopectina (%) 80-84 77-82 72-75 75-80
Razéo amilose/amilopectina 1:4,6 1:4 1:2,6 1:3
Padréo de cristal A,BeC B A A
indice de Cristalinidade (%) 38 28 14 -
Tamanho médio do granulo (um) 5-35 10-40 5-26 13-19
Formato do granulo Redondo ou Oval Poliedrico e Lenticular
oval arredondado

Fontes: ' Cano et al. (2014), > Weber, Collares-Queiroz & Chang (2009), * Mufioz et al. (2015) e * Majzoobi & Beparva
(2014).

Processso de gelatinizacdo e retrogradacio do amido

No processo de fabricagdo dos filmes pela técnica de casting (explicada

posteriormente no item 2.5), primeiramente, deve ocorrer a gelatinizagdo do amido, que
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corresponde ao processo de transformag¢do do amido granular em pasta viscoeldstica. No
processo de gelatinizagdo ocorrem mudangas irreversiveis na estrutura do granulo de amido
que influenciam significativamente suas propriedades (ZAIDUL et al., 2008). Isso acontece
porque durante o aquecimento de dispersdes de amido em presenga de excesso de agua,
inicialmente ocorre o inchamento dos granulos até temperaturas nas quais ocorrerd seu
rompimento (intervalo de temperatura de gelatiniza¢do), com destruicdo da ordem molecular
do amido (SOUZA & ANDRADE, 2000). Esse intervalo pode ser determinado por
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), o intervalo de temperatura de gelatinizagdo
reflete a facilidade ou a dificuldade de cozimento do amido. Na Tabela 4 estdo apresentados
os intervalos de temperatura de gelatinizagdo de alguns amidos (NODA et al., 2003; ZAIDUL
et al., 2008; BAO et al., 2009).

Tabela 4. Intervalos de temperatura de gelatinizacdo de alguns amidos.

Amido Intervalo de temperatura de gelatinizagédo (°C)
Batata 56 —66
Mandioca 58-170
Milho 62 —-72
Trigo 52-63
Arroz 6177
Milho ceroso 63-72

Fonte: NODA et al., 2003; ZAIDUL et al., 2008; BAO et al., 2009.

Durante a gelatinizagdo, inicialmente, a 4gua penetra na regido amorfa promovendo o
inchamento do granulo e decréscimo da birrefringéncia (propriedade que indica o grau de
organiza¢ao molecular do amido). Com o aumento da temperatura, o movimento térmico das
moléculas e a solvatagdo por forcas de inchamento levam a um decréscimo da ordem e
perturbacdo das regides cristalinas com o desenrolamento das duplas-hélices até a completa
perturbagcdo da estrutura granular amildcea e obtencdo de um gel (SWINKELS, 1985). A
amilopectina absorve muita agua durante a coccdo do amido, sendo a principal responsavel
pelo inchamento do granulo. Enquanto que a amilose contribui para o aumento da viscosidade
da fase continua da dispersdo amido-dgua durante o aquecimento do granulo de amido em
meio aquoso. Portanto, amidos ricos em amilopectina sdo mais soluveis em agua do que os

que contém muita amilose (GALLANT et al., 1997).
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Na Figura 5 esta representado o mecanismo de gelatinizacdo do amido, onde em (a)
estdo os granulos de amido contendo amilose (cadeia linear) e amilopectina (cadeia
ramificada); em (b) apos adicao de agua ocorre uma desorganizagao molecular, seguida pela
reduc¢do da cristalinidade e os granulos de amido tendem a inchar; em (c¢) a adi¢ao de calor em
excesso de dgua promove maior inchamento, promovendo uma tendéncia de difusdo da
amilose para fora do granulo; em (d) os granulos, agora compostos majoritariamente por
cadeias de amilopectina, sofrem um colapso ¢ sao mantidos em uma matriz de amilose

formando uma estrutura tipo gel (LAI & KOKINI, 1991; ZHOU et al., 2002).
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Figura 5. Mecanismo do processo de gelatinizacdo do amido: (a) granulos de amido, (b)
desorganiza¢ao molecular e redugao da cristalinidade, (c) aumenta o inchamento e ocorre a difusao da

amilose para o granulo e (d) colapso dos granulos e formagdo de uma estrutura tipo gel (Fonte: LAl e
KOKINI, 1991).

Quando solugdes de amido sdo resfriadas a temperatura ambiente, ou mesmo
temperaturas mais baixas (congelamento), ocorre a formagdo de géis ou de precipitados
microcristalinos, dependendo da concentragdo das solugdes e da velocidade de resfriamento.
Solugdes concentradas e resfriadas rapidamente tendem a formar géis, enquanto solugdes
mais diluidas, deixadas em repouso, tendem a precipitar. Esses precipitados cristalinos sdo
formados devido a tendéncia para formacgdo de ligagdes intermoleculares da fragcdo linear
(amilose); isso ndo acontece com a amilopectina, uma vez que essa associagdo € dificultada

pela presenca de ramificacdes. Esse fendmeno, conhecido como retrogradagdo do amido, ¢



Capitulo 2 - Fundamentos Tedricos e Revisao Bibliografica 71

acelerado pelo congelamento de solugdes aquosas. As ramificagdes da amilopectina impedem
ou dificultam a aproximacao dessas cadeias, o que faz com que a amilopectina permanega em
solucdo. No processo de retrogradacdo ocorre a liberagdo de moléculas de agua que
anteriormente estavam ligadas as cadeias de amilose, e esse fenomeno ¢ denominado sinérese
(LAI & KOKINI, 1991; BOBBIO & BOBBIO, 2003).

Um esquema representativo do efeito da temperatura durante o aquecimento e o
resfriamento de suspensdes aquosas de amido em fun¢do da viscosidade esta apresentado na
Figura 6, onde se verifica que durante a fase inicial de aquecimento, ocorre um aumento na
viscosidade devido ao inchamento dos granulos. Um pico de viscosidade ¢ obtido durante a
formacao da pasta, quando a maioria dos granulos esta totalmente inchada. Durante a fase de
temperatura constante (~95 °C), os granulos comecam a se romper e ocorre a completa
dispersdo (solubilizagdo) do biopolimero. Finalmente, durante a fase de resfriamento,
moléculas de amilose e amilopectina solubilizadas comegam a se reassociar € outro aumento
na viscosidade ¢ registrado. Este segundo aumento da viscosidade estd relacionado ao

processo de retrogradacao (TSAIl et al., 1997, MATSUGUMA, 2006).

Re-associacio
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Figura 6. Representacdo esquematica das etapas de aquecimento e resfriamento de solugdes de amido
em funcdo da viscosidade. (Fonte: MATSUGUMA, 2006).

A retrogradagdo ¢ um fendmeno que ocorre quando, com o passar do tempo, as
moléculas de amido perdem energia e as ligagdes de hidrogénio tornam-se mais fortes, de
modo que ocorre reorganizacdo das cadeias. Essa reassociacdo permite a formagdo de areas
cristalinas, alterando o indice de refragdo e a viscosidade da pasta, convertendo-se num

sistema viscoelastico ou em concentragdes de amido suficientemente altas (superior a 6%)
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(DENARDIN & SILVA, 2009). Resumidamente, Van Soest & Vliegenthart (1997)
descrevem que o processo de retrogradagdo em amido ¢é representado por mudancas
estruturais, tais como a ocorréncia de cristalizagao.

A retrogradacdo ¢ um processo que ocorre quando as moléculas de amido gelatinizado
comecam a se reassociar em uma estrutura ordenada. Desta forma, fatores como temperatura,
tamanho e concentragdo dos granulos e a presencga de outros compostos podem influenciar o
comportamento do amido (HOOVER, 1995; JANE et al., 1999; ZAVAREZE et al., 2009). O
processo de retrogradagao do amido ocorre em dois diferentes estagios: o primeiro € mais
rapido, ocorre devido a retrogradacdo da amilose, e o segundo, que ocorre mais lentamente, ¢
devido a formagao de uma estrutura ordenada de amilopectina (FORSSELL et al., 1999;
SELIGRA et al., 2016).

2.3.2. Plastificantes

Os plastificantes sdo definidos como substancias com alto ponto de fusdo e baixa
volatilidade que, quando adicionados a outro material, provocam mudancas nas suas
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas (McHUGH & KHOCHTA, 1994). Os
plastificantes alteram a flexibilidade dos filmes devido a habilidade de reduzir as ligagdes de
hidrogénio, quando estas existem, entre as cadeias dos polimeros e, desta forma, interferir nos
espacos moleculares (MALI et al., 2002).

A eficacia do plastificante estd associada as suas propriedades intrinsecas: tamanho
molecular, formato, nimero de grupos hidroxila, espagamento de atomos de oxigénio,
capacidade de ligacdo a 4gua, entre outros. Além disso, também esta associada com a
configura¢do do biopolimero, isto ¢, a compatibilidade do plastificante com o biopolimero
influencia na distribui¢do e formacao da estrutura tridimensional do filme (NGUYEN &
LUMDUBWONG 2016; SABERI et al., 2017).

Segundo Zhang & Han (2006), durante a gelatinizagdo dos granulos de amido,
conforme comentado anteriormente, as moléculas de amilose e amilopectina sdo liberadas
para a solucdo e acabam interagindo, principalmente, mediante ligagdes de hidrogénio. De
acordo com Liu & Han (2005), sem adi¢do de plastificantes, a amilose e a amilopectina
formam filmes com estrutura bifasica, uma fase rica em amilose e outra fase rica em
amilopectina. Além disso, as intera¢des entre as moléculas de amilose e amilopectina podem

ser tdo fortes que os filmes de amido sem plastificante tornam-se rigidos e quebradicos. A
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existéncia dos plastificantes nas solugdes formadoras de filmes a base de amido ajuda a
formar um filme flexivel.

Na Figura 7 esta apresentada a estrutura quimica da molécula de glicerol (1,2,3-
propanotriol, C;HgOs3), um alcool simples, sendo este um dos plastificantes mais utilizados em
filmes comestiveis (LAOHAKUNIJIT & NOOMHORM, 2002) devido a sua baixa massa
molar (92 gmol™). Durante o processo de transesterificagio do biodiesel, combustivel
alternativo produzido a partir do 6leo vegetal em relagdo aqueles produzidos a partir de fontes
fosseis, ocorre a geragdo de glicerina (ou glicerol) como subproduto. No ano de 2000, a
producdo de glicerol foi de 800 mil toneladas por ano; a produgdo de glicerol advinda de
biodiesel (na Europa e nos EUA) em 2000 ja era de 10% do total. Desta forma, a busca por
novas aplicacdes para o excedente de glicerina gerada durante a produ¢do de biodiesel ¢
essencial e necessaria.

Na Figura 7 também estd representada a estrutura quimica da molécula de sorbitol
(C¢H140¢), sendo este um polidlcool, naturalmente presente em diversas frutas, tais como
maca e ameixa. Assim como o glicerol, o sorbitol também ¢ um plastificante muito utilizado
como agente plastificante no desenvolvimento de filmes poliméricos, uma vez que também
possui baixa massa molar (182 g.mol™). Devido & presenca de seis grupos hidroxilas, este
composto pode interagir com as cadeias poliméricas de amilose e amilopectina formando

ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares (SABERI et al., 2017).

Glicerol (CgHgOg) Sorbitol (C6H1406)
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Figura 7. Estrutura quimica das moléculas de glicerol e de sorbitol.

Pesquisas mostram que a adi¢do de glicerol em filmes de amido reduz a fragilidade
dos filmes. Por outro lado, o uso deste plastificante, em geral, aumenta a afinidade dos filmes
com a agua (MALI, KARAM & PEREIRA-RAMOS, 2004, CHANG et al., 2006;
GODBILLOT et al., 2006, MULLER et al., 2009). Segundo Laohakunjit & Noomhorm
(2002), o uso do sorbitol e do glicerol como plastificantes em filmes de amido de arroz (30%

amilose) promoveu maior homogeneidade e aparéncia mais lisa quando comparados com os
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filmes produzidos sem plastificantes. O aspecto visual e o percentual de elongagdo dos filmes
melhoraram com o aumento das concentragdes de glicerol e sorbitol, assim como, em alguns
casos, dependendo da quantidade adicionada e do processo utilizado, houve uma melhora nas
propriedades de barreira ao vapor d’agua e ao oxigénio.

Os plastificantes atuam diminuindo as forcas intermoleculares entre as cadeias de
amido, provocando uma redu¢do da temperatura de transi¢ao vitrea da solugdo e, de modo
geral, a resisténcia mecanica diminui e a flexibilidade aumenta com o incremento da
concentracao do plastificante. Contudo, vale ressaltar que os plastificantes influenciam todas
as propriedades funcionais dos filmes, ndo somente as propriedades mecanicas (MALI et al.,
2010). A permeabilidade ao vapor de agua tende a aumentar com o incremento do teor de

plastificantes hidrofilicos, como € o caso dos polidis, em especial o glicerol.

2.4. Filmes poliméricos produzidos a partir do amido

Um dos primeiros filmes plasticos biodegradaveis utilizados comercialmente foi o
celofane (obtido a partir do xantato de celulose), material flexivel, transparente e com boas
propriedades mecanicas, porém, sensivel a umidade. Na década de 1970, as pesquisas se
voltaram para a introducdo de amido em matrizes poliméricas sintéticas, na proporcao de 5 a
20% em massa, levando a obtencdo de plasticos considerados biofragmentdveis, mas ndo
totalmente biodegradaveis. A partir da década de 1990, houve um aumento no interesse de
desenvolvimento de materiais termoplasticos, compostos essencialmente por amido,
envolvendo a adi¢do de plastificantes para melhorar as propriedades mecanicas. A busca por
materiais com durabilidade, quando em uso, e elevada capacidade de degradagdo apos o
descarte vem aumentando nas ultimas décadas, neste contexto, os polimeros biodegradaveis
vém se destacando cada vez mais.

Recentemente, uma série de materiais poliméricos derivados do amido de milho tem
surgido na industria, como € o caso do Mater-Bi da Novamont e BIOMIND da Cabopol.
Devido ao seu elevado teor de matérias-primas renovaveis e as propriedades de
biodegradabilidade e compostabilidade, o uso do Mater-Bi (Novara, Italia) permite reduzir o
impacto ambiental através da combinagdo de amidos, celulose e 6leos vegetais. A Cabopol
(Porto de Mos, Portugal) iniciou a produ¢do do BIOMIND, um novo composto termoplastico
biodegradavel destinado a producdao de artigos domésticos descartaveis, sacos para lixo,

embalagens alimentares, sacos de compras, filmes agricolas e muitas outras aplicagcdes de uso
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doméstico, industrial e agricola, usando processo de extrusao.

Mais recentemente, a Biomater Bioplasticos (Sao Paulo, SP, Brasil) em parceria com a
Universidade de Sao Paulo (USP), Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), outras
instituicdes e empresas alemads (BIOTEC) estdo alavancando o mercado nacional de
bioplasticos. A Biomater foca na substituicdo gradativa dos polimeros convencionais de fonte
fossil pelos polimeros obtidos a partir de fontes renovaveis, tais como PLA e fécula de batata.
Os bioplasticos compostaveis podem ser utilizados em diversos tipos de aplicagdo, como por
exemplo: na agricultura, na produgdo de filmes em geral, em artigos de cutelaria
(instrumentos para cortar) e como embalagens para alimentos. Vale ressaltar que um dos
ultimos investimentos em pesquisa realizado pela Biomater foi designado a producdo de
capsulas descartaveis para café, uma vez que requerem alta resisténcia a temperatura. Todos
os produtos sdo 100% biodegradaveis e compostaveis de acordo com as normas EN 13432,
ASTM 6400, ABNT 15448-1 ¢ ABNT 15448-2.

Entretanto, Larotonda (2002) ressalta também que poucos paises possuem a
capacidade de produzir amido (carboidratos em geral) em larga escala como o Brasil.
Atualmente existem milhares de patentes e publicagdes com filmes a base de amido. A
pesquisa no site Web of Science (realizada em 27 de novembro de 2017) confirma esta
informagdo, visto que mais de 1500 trabalhos foram encontrados utilizando as palavras
“starch food films” na busca.

Em escala industrial, os filmes de amido sdo obtidos via processamento térmico onde
ocorre a fusdo do amido; processos de injecdo, compressdo, extrusdo/sopro e
extrusdo/calandragem sdo geralmente usados. No entanto, em escala laboratorial, a técnica
mais utilizada corresponde ao espalhamento da solugdo filmogénica, denominado casting. Na
técnica do tipo casting, apos a gelatinizagdo térmica dos granulos de amido em excesso de
agua, a amilose e a amilopectina se dispersam na solugdo aquosa e, durante a secagem, se
reorganizam, formando uma matriz continua que déa origem aos filmes (MALI et al., 2010).
Um esquema representativo do processo de produgdo de filmes por casting é apresentado na
Figura 8; as solucdes filmogénicas pds gelatinizagdo do amido sdo vertidas em placas; em
seguida, ¢ realizada a etapa de evaporacdo do solvente através da utilizacdo de condicdes
ambiente e/ou em secador com convecc¢do forgada de ar, em temperatura constante por um
determinado periodo de tempo.

O mecanismo de formagdo de filmes de amido depende da concentracdo de sélidos

totais e do teor de amilose. Geralmente, a formacdo de filmes ocorre pela agregacido e
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empacotamento dos granulos de amido intumescidos de uma dispersdo com concentracdo

relativamente elevada de solidos (LIU & HAN, 2005).

- B .

Secagem por 24 h

CASTING

Solugdes filmogénicas
foram vertidas em s de Filme biodegradavel
placas de Petry 35°C a base de amido

Figura 8. Esquema representativo do processo de espalhamento (casting) utilizado para produgao dos
filmes biodegradéaveis a base de amido.

As propriedades estruturais finais dos filmes a base de amido dependem de varios
fatores, tais como: a fonte de amido; a propor¢cdo de amilose/amilopectina; o grau de
cristalinidade; as interagdes entre o amido e os plastificantes utilizados; o método de
processamento utilizado para o desenvolvimento dos filmes, entre outros (ORTEGA-TORO
et al., 2014; LOPEZ et al., 2015). Conforme comentado anteriormente, o processamento por
via imida ou casting é o método mais utilizado para o desenvolvimento de filmes de amido
em escala laboratorial (BASIAK et al., 2016, LUCHESE et al., 2015, MONTERO et al.,
2017). No entanto, o processo de moldagem por compressao ¢ um método de processamento
particularmente mais adequado para a producdo industrial, devido a sua simplicidade e a
reducdo do tempo do processo, portanto, possui maior potencial do ponto de vista industrial
(CASTILLO et al., 2015, MORENO et al., 2015; NINAGO et al., 2015). Além disso, o
processo de formacao de filme pode influenciar nas propriedades oOticas incluindo medidas de
opacidade, cor e brilho (MONEDERO et al., 2009; GARRIDO et al., 2013).

Durante o processamento de filmes por casting, a agua utilizada para fabricagdo das
solugdes filmogénicas atua de forma eficaz como um plastificante, no entanto, durante o
processamento de filmes por compressdao em que menores quantidades de agua sdo usadas e
as temperaturas de processamento sao superiores a 100 °C, torna-se ainda mais importante a
incorporacdo de agentes plastificantes, como por exemplo, glicerol e/ou sorbitol. A adi¢do
desses compostos aumenta a faixa de temperaturas de processo e permite o desenvolvimento
de filmes flexiveis em larga escala (GUERRERO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011; DU et al.,
2015).
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O processo de moldagem por compressdo ¢ uma das mais antigas técnicas de
processamento de materiais. Para os materiais plasticos, foi um dos primeiros métodos
utilizados industrialmente, com equipamentos existentes ha pelo menos 100 anos. A execugao
de um ciclo de moldagem por compressao ¢ bastante simples. Na Figura 9 estd representada
uma visdo conceitual esquematizada, onde ¢ possivel verificar que o processo ¢ dividido em
quatro estagios distintos. Em primeiro lugar, o material ¢ vertido, ou posicionado, na metade
inferior do molde. O pré-aquecimento dos moldes ¢ realizado a fim de garantir que ambas as
partes (superior ¢ inferior) estejam aquecidas. Em seguida, ¢ aplicada uma determinada
pressdo para compactar a amostra. A amostra pressurizada também utiliza o calor presente e
uma reagdo quimica (no caso de um polimero termofixo) promove a realizacdo da
transformagao dessa amostra. No terceiro passo, a amostra continua a ser transformada a
medida que a pressdo e a temperatura sao mantidas. Finalmente, a Gltima fase mostra a
liberagdo da pega, com a ajuda de um pino ejetor, a partir da metade inferior do molde a
medida que o molde ¢ aberto. Esta sequéncia se aplica a todos os moldes de compressao,
embora haja uma grande variedade de caracteristicas de amostras, design das cavidades dos

moldes e parametros de moldagem a serem utilizados (TATARA, 2017).

Pressdao
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Figura 9. O processo de moldagem por compressao como descrito por um procedimento simplificado
de quatro passos: (A) carregamento da amostra no molde; (B) compactagdo da carga no molde pré-
aquecido; (C) processo de transformacao dentro da cavidade do molde; (D) remogao/extragdo da
amostra solidificada. (Fonte: TATARA, 2017).
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2.5. Caracterizacao dos filmes

Virios produtos alimenticios perdem qualidade e/ou deterioram devido a absorcao de
umidade do ambiente, isso acontece, por exemplo, em alimentos desidratados e misturas em
po6 que empedram, ou em biscoitos e bolachas que perdem a crocancia. Outros efeitos
indesejados também podem surgir como, crescimento de fungos e bactérias, surgimento de
mau cheiro e mudanga aparente na coloracdo. Assim, um dos principais papéis de uma
embalagem de alimentos ¢ atuar como barreira seletiva que controla a permeagao de vapor de
agua entre o ambiente externo € o produto em seu interior, de modo a lhes assegurar
estabilidade. Além disso, as embalagens t&ém como fung¢do proteger o produto de danos fisicos
e choques mecanicos, e evitar a permeagio de gases e odores (SARANTOPOULOS et al.,
2002).

Além de barreira ao vapor d’agua, os filmes podem ser utilizados visando a permeacao
controlada de gases como o oxigénio e o diéxido de carbono, ou de compostos aromaticos e
lipidicos (GIANCONE et al., 2008). Na Figura 10 estdo contemplados os possiveis sistemas
de transferéncia de massa entre o produto e o meio circundante, sendo a embalagem uma

barreira seletiva para tais trocas.

Meio circundante

Vapores orginicos
= Aromas
® Solventes
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ou Filme \
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Figura 10. Fungdes seletivas de filmes e revestimentos. Fonte: Adaptado de Debeaufort et al. (1998).
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Os itens seguintes focam nos fundamentos e na importancia das propriedades de
barreira ao vapor de 4dgua e a gases, assim como das propriedades mecanicas de filmes

flexiveis.

2.5.1. Propriedades de barreira ao vapor de agua

Para filmes hidrofilicos, a permeabilidade ao vapor de dgua ¢ uma das propriedades
mais discutidas, pois ¢ influenciada pelas caracteristicas intrinsecas do material, pelo teor do
plastificante e pelas condigdes ambientais de umidade relativa e temperatura as quais os
filmes estio expostos (MULLER, LAURINDO & YAMASHITA, 2009). A Norma
ASTM E96 (1995) define permeabilidade como a taxa de transmissdo de vapor de agua
através da unidade de area do material plano, a uma determinada espessura, induzida pela
diferenca de pressao de vapor entre duas superficies especificas, sob condigdes de temperatura

definidas.

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) de filmes depende de vérios fatores, tais
como: a integridade do filme, a relagdo entre as zonas cristalina e as amorfas, a quantidade de
material hidrofilico/hidrofobico e a mobilidade das cadeias poliméricas (estado vitreo ou
elastomérico). A interacdo entre o polimero formador do filme, do plastificante ou outros
aditivos sdo fatores igualmente importantes na permeabilidade do filme (GARCIA,
MARTINO & ZARITZKY, 2000). A permeabilidade ao vapor de agua através de filmes
geralmente ocorre através da parte hidrofilica, assim, a razao hidrofilico/hidrofébica ira
influenciar na PVA. A permeabilidade também ¢ dependente do tamanho dos poros do filme.
Sarantopoulos, Oliveira & Canavesi (2001) destacam que polimeros com muitas ligagdes de
hidrogénio, como ¢ o caso do amido, produzem filmes que sdo mais suscetiveis a umidade, ou
seja, possuem elevados valores de PVA. Essa caracteristica de barreira da embalagem pode
ser avaliada pela taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua, definida como a quantidade de
agua que passa através de uma unidade de area, por unidade de tempo, no estado estaciondrio,
nas condi¢des do ensaio. A permeabilidade do material ao vapor d’agua refere-se ao produto
do fluxo volumétrico pela espessura do material de embalagem, dividido pela diferenga de

pressao de vapor entre as superficies do material (ASTM E96-95, 1995).

A permeabilidade do vapor d’agua ¢ baseada na lei de Fick de difusdo de massa;
Sarantopoulos (2002) mostrou que a solubilidade dos gases em polimeros obedece a lei de

Henry e a combinou com a lei de Fick, chegando & expressao atual que relaciona o fluxo com
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a permeabilidade e com o gradiente de pressdo parcial d’agua entre os dois lados do filme.
Pode-se considerar que o processo de permeacdao de gases e vapores através dos espagos
intermoleculares acontece em trés etapas: sor¢do do permeante na superficie do material,
difusdo do permeante através do material devido a diferenca de potencial quimico expresso
em termos de um gradiente de concentragdo e dessor¢do do permeante na outra face do

material.

A permeabilidade depende fortemente da interagdo entre a matriz polimérica e o gas
permeante e das condi¢des ambientais como temperatura e umidade (GARCIA, MARTINO &
ZARITZKY, 2000). Em alguns casos, os resultados de permeabilidade podem ser usados para
melhor entender o possivel mecanismo de transferéncia de massa que ocorre entre o material
e 0 permeante, assim como, € possivel verificar se ocorre interacdo polimérica (solubilizacao
ou migracdo de monomeros) da estrutura filmogenica com o ambiente e/ou com o alimento

(BERTUZZI et al., 2007).

Phan et al. (2005) encontraram alguns resultados de permeabilidade ao vapor de agua
em filmes de diferentes fontes. Segundo os autores, o tipo de amido influenciou nos
resultados, sendo que os filmes de amido de arroz ceroso (waxy starch, amido particularmente
rico em amilopectina, extraido a partir de cereais mutantes) foram os filmes com maior

permeabilidade, seguido de filmes de amido de arroz ndo-ceroso, dgar e amido de mandioca.

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua sdo essenciais para definir as possiveis
aplicacdes dos filmes no setor de embalagens. Resumidamente, um material que € muito
permeavel ao vapor de agua pode ser adequado como embalagem para produtos frescos ou “in
natura”, como por exemplo, na conservacao de massas frescas (ANDRADE-MOLINA et al.,
2013) enquanto que um filme menos permeével pode ser Util como embalagem para produtos

desidratados (PAGNO et al., 2015).

Adicionalmente, diversos trabalhos avaliam o efeito dos plastificantes em filmes de
amido, no entanto, nem sempre os resultados encontrados apresentam concordancia, visto que
as interacdes entre esses componentes sao de natureza complexa. Caner et al. (1998)
verificaram que nos filmes produzidos sem adicdo de plastificante ocorre a presenca de
microfissuras que aumentam a permeabilidade dos filmes. Por outro lado, em geral, a adi¢ao
de plastificante em filmes de amido promove um aumento da afinidade do sistema em relagdo
a captacdo de d4gua, devido a sua natureza hidrofilica, levando a um aumento da
permeabilidade ao vapor de 4gua (SOTHORNVIT & KROCHTA, 2000; PINHEIRO et al.,

2010). Entretanto, na maioria dos casos, a obtencdo de baixos valores de permeabilidade ao
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vapor de 4dgua ¢é requerida, uma vez que pode auxiliar na prevengdo da condensacio do vapor
de 4gua, minimizando possiveis problemas por contaminagdo microbiana (PARK et al.,

1994).

Sendo assim, a adi¢cdo de compostos lipidicos, com propriedades hidrofobicas, aos
filmes de polissacarideos pode ser realizada objetivando diminuir a PVA. A incorporagao de
substancias como Oleos vegetais e surfactantes em filmes com amido pode diminuir a
hidrofilicidade, favorecendo as aplicagdes destes como embalagens. Diversos tipos de agentes
lipidicos podem ser adicionados, como por exemplo: 6leo de girassol, 4acido oleico, 6leo de
milho, 6leo de alho, entre outros (PRANOTO et al., 2005; BRAVIN et al., 2006; VARGAS et
al., 2009). Garcia, Martino & Zaritzky (2001) mostraram que a adicdo de 10% de 6leo de
girassol nas formulagdes diminuiu consideravelmente a PVA dos filmes a base de amido de
milho. Song et al. (2017) realizaram adi¢do de 2% (v/v) de 6leo essencial de limdo em
formulagdes de amido de trigo e apresentaram aproximadamente 16% de redu¢do nos valores
de PVA. Assis et al. (2017) verificaram que foi necesséria a incorporagdo de pelo menos 8%
de licopeno em formulagdes de filmes de amido de mandioca para que houvesse uma redugao

significativa na permeabilidade ao vapor de agua das amostras.

2.5.2. Propriedades de barreira a gases

Os valores desejados para as propriedades de barreira dependem da aplicacdo dos
filmes flexiveis. Alta permeabilidade ao oxigénio ¢ desejada para filmes utilizados no
acondicionamento de carnes vermelhas frescas, uma vez que a transferéncia do oxigénio
permite a formacdo de oximioglobina, pigmento responsavel pela cor caracteristica do
produto. No caso de alimentos ricos em lipidios, deseja-se baixa permeabilidade ao oxigénio,
a fim de evitar a formacao de radicais livres e desenvolvimento de odor e sabor de rango em

virtude do processo de oxidacgao.

Segundo Rindlav et al. (1997), os filmes obtidos a partir do amido sd3o conhecidos por
exibirem baixa permeabilidade ao oxigénio. Para polimeros sintéticos, um aumento na sua
cristalinidade ocasiona um aumento das propriedades de barreira do material, esse

comportamento também pode ocorrer para os filmes de amido.

A comparacdo entre os valores de taxa de permeabilidade a gases em filmes muitas
vezes ¢ dificil de ser realizada, uma vez que diferentes condi¢des operacionais sdo utilizadas
para a realizacdo dos testes. Além disso, diversos fatores podem influenciar nos resultados,

tais como: a integridade e espessura do filme, a relacdo entre as 4reas amorfas e cristalinas, a
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relacdo hidrofilicidade/hidrofobicidade das amostras e a mobilidade da cadeia polimérica, a

interacdo entre o polimero, o plastificante e outros aditivos usados, entre outros.

Filmes de amido de ervilha (3, 4 e 5%) contendo glicerol (0, 10 e 20%), goma xantana
(0, 0,05 e 0,1%) e agua destilada produzidos por casting apresentaram valores de
permeabilidade ao oxigénio variando de 5 a 18 mL m™ dia' (MATTA, 2009). Filmes de
amido (2, 5 e 8%) com alto teor de amilose desenvolvidos por Pagella et al. (2002) pela
técnica de espalhamento (casting) apresentaram valores de permeabilidade ao oxigénio de
aproximadamente 130 mL m™ dia™'. Desta forma, em comparacio com a permeabilidade ao
oxigénio dos filmes comerciais de polietileno de alta densidade (PEAD) e polietileno de baixa
densidade (PEBD), aproximadamente 3000 e 10000 mL m™ dia, respectivamente (GARCIA

et al., 2000), os filmes de amido possuem elevada propriedade de barreira ao oxigénio.

A permeabilidade depende da interagdo entre o polimero da matriz e o gds que
permeia, bem como as condi¢des ambientais, tais como temperatura e umidade relativa. Os
trabalhos citados a seguir, referem-se aos testes de permeabilidade de gases realizados na
temperatura ambiente. Spada et al. (2014) produziram filmes de amido de pinhdo, goma
xantana e glicerol e encontraram valores de permeabilidade para N, e CO, de 42,7+ 1,8 e
36,4 = 1,6 Barrer, respectivamente. Bifani et al. (2007) encontraram permeabilidade ao CO,
de 40,9 + 0,9 Barrer para filmes feitos com carboximetilcelulose, glicerol e 6leo de girassol.
Os valores mais baixos (entre 3 e 29 Barrer) em relacdo a permeabilidade CO, foram obtidos
para filmes de amylomaize (amido extraido de milhos mutantes, rico em amilose) e amido de
milho, com sorbitol ou glicerol (GARCIA, MARTINO & ZARITZKY, 2000). Materiais
sintéticos como o polietileno de baixa densidade (PEBD) também mostram baixa

permeabilidade ao CO; (9,4 Barrer).

E importante ressaltar que ambientes com altos niveis de CO, e N, reduzem as taxas
de respiracdo e producao de etileno, retardando o processo de deterioracdo de produtos
alimentares, como frutas e legumes. Por conseguinte, uma elevada permeabilidade a estes
gases ¢ necessaria para os filmes quando utilizado para esta finalidade. Entretanto, a fim de
testar a aplicabilidade dos filmes em alimentos vegetais, tais como legumes e frutas, também

sd0 necessarios estudos de permeabilidade com outros gases, tais como O, e etileno.

2.5.3. Propriedades mecanicas

O uso para o qual os filmes sdo destinados requer uma clara compreensdo das

propriedades mecanicas, tais como: resisténcia a tensdo (TS) e elongag¢do na ruptura (E).
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Esses parametros relacionam propriedades mecanicas de filmes com as suas estruturas
quimicas e dependem fortemente da composicdo do filme. Trés propriedades, tensdo na
ruptura, elongacdo na ruptura e modulo de Young (MY) ou mddulo de elasticidade, podem
ser obtidas através dos testes de tracao. Resisténcia a tensao indica a tensao de tragdo maxima
que o filme pode sustentar, elongacdo na ruptura representa a alteragdo maxima no
comprimento de uma amostra de teste antes de romper, ¢ mdédulo de Young ¢ uma medida da
rigidez do filme, calculado pela razdo entre tensdo e deformacdo da mesma (PEREDA,

AMICA & MARCOVICH, 2012; VICENTINI, 2003).

A fim de promover um melhor entendimento da analise de propriedades mecanicas, na
Figura 11, estd representada uma curva caracteristica da relagdo entre tensdo e deformacao de
filmes flexiveis sintéticos. Inicialmente o material oferece resisténcia crescente a solicitagao
de tracdo, a qual provoca seu alongamento, que € totalmente reversivel. A partir do ponto A
(limite de proporcionalidade do material), o aumento de resisténcia passa a ser menor para um
mesmo aumento de deformacdo até o ponto de escoamento (B), a partir do qual a forga
requerida para deformar a amostra diminui e, uma vez cessada a tensdo, o material estara
permanentemente deformado. Com o decorrer do alongamento, o material resiste até que
ocorra a ruptura no ponto C. A tensdo neste ponto ¢ denominada de tensdo na ruptura e
corresponde a deformacdo na ruptura ou elongacdo na ruptura. O modulo de Young
representa a inclinagdo da curva tensdo versus deformacgdo, dentro do limite elastico

(SARANTOPOULOS et al, 2002; VICENTINI, 2003).
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Figura 11. Curva de tensdo versus deformagao de filme sintético flexivel, onde (A) representa o limite
de proporcionalidade do material, (B) representa o ponto de escoamento e (C) o ponto de ruptura
(Adaptado de Miltz, 1992).
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As propriedades mecanicas dos filmes dependem das interagdes entre os componentes,
ou seja, da formacdo de ligacdes moleculares fortes ou numerosas entre as cadeias. A
interacdo de proteinas, hidrocoldides e outros aditivos incluindo agua, plastificantes e
compostos bioativos desempenha um papel importante na TS e E dos filmes (BOURBON et
al., 2011). Hidrocoldides, que geralmente requerem plastificagdo mostram menor resisténcia a
tensdo, mas sua deformagdo ¢ principalmente dependente do contetido do plastificante. Em
estudo realizado utilizando farinha de banana na elaboragao de filmes comestiveis, o0 aumento
do contetido de farinha de banana e de pectina melhorou a resisténcia do filme. Em contraste,
o aumento do teor de glicerol (plastificante) reduziu a resisténcia a tensdo e aumentou a

flexibilidade (SOTHORNVIT & PITAK, 2007).

2.6. Embalagens ativas e inteligentes

Nos ultimos anos, verificou-se um aumento crescente da demanda por alimentos
minimamente processados mais frescos, facilmente preparaveis e prontos para comer (ready-
to-eat). Levando em consideragdo a necessidade de aumentar o tempo de vida de prateleira
dos alimentos, assim como minimizar o risco de contaminacao dos alimentos devido aos
microrganismos patogénicos, muitas embalagens convencionais sofreram mudancas para
atender a essas exigéncias do mercado atual. Dentro deste contexto, surge o conceito de
embalagens ativas e inteligentes, que foram definidas pelo projeto Europeu “Actipak”,

conforme apresentado a seguir (AHVENAINEN, 2003).

e Embalagens ativas sdo aquelas que alteram a condi¢ao do alimento embalado para
prolongar seu tempo de vida de prateleira ou melhorar a seguranga e as propriedades
sensoriais, mantendo ao mesmo tempo a qualidade do alimento embalado.

e Embalagens inteligentes sdo aquelas que monitoram a condi¢gdo de alimentos
embalados para fornecer informacdes sobre a sua qualidade, tragando os pontos

criticos durante o transporte € armazenamento.

Adicionalmente, de acordo com Yam et al. (2005), embalagens inteligentes que
utilizam o sistema de identificagdo por frequéncia de radio (RFID) sdo capazes de detectar,
entender, registrar, tragar, comunicar e aplicar a logica cientifica para facilitar a tomada de
decisdo do consumidor. Sendo assim, embalagens inteligentes sdo sistemas capazes de

monitorar as condi¢des dos alimentos em tempo real, facilitando o controle de qualidade de
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um produto. Em alguns casos, a informacdo ¢ comunicada diretamente através de mudangas
de coloragao.

Vanderroost et al. (2014) ressaltam que as embalagens inteligentes ndo devem ser
confundidas com as embalagens ativas. A embalagem ativa possui uma extensao da fungdo de
protecdo de embalagens convencionais para produtos, de tal forma que contém agentes que
permitem a liberacdo ou a sor¢do de substincias entre o produto embalado e o ambiente
circundante. Desta forma, embalagem ativa torna-se um sistema no qual o produto, a
embalagem, e o ambiente sdo capazes de interagir de forma positiva para prolongar o tempo
de vida de prateleira, melhorando a qualidade dos alimentos embalados, ou entdo objetivando
alcangar algumas caracteristicas que nao podem ser obtidas de outro modo. As embalagens
inteligentes e as embalagens ativas ndo sdo mutuamente exclusivas. Ambos os sistemas de
embalagem podem trabalhar em sinergia para obter a chamada “smart packaging”. Essas
embalagens oferecem uma solu¢do completa para os desafios enfrentados pelas embalagens
ditas convencionais, pois além de monitorarem as mudancas no produto ou no ambiente
(embalagens inteligentes), atuam sobre essas mudancas (embalagens ativas). Embora os
conceitos de embalagem inteligente e “smart packaging” sejam frequentemente usados
alternadamente na literatura, Vandesrroost et al. (2014) enfatizam que eles ndo possuem essa
equivaléncia.

Com o objetivo de situar a pesquisa cientifica relacionada ao desenvolvimento de
embalagens ativas e inteligentes utilizando biopolimeros para a industria de alimentos no
panorama mundial, foi realizada uma busca na plataforma de base de dados do “Scopus”

(https://www.scopus.com/ no dia 16.11.2017) com as palavras “active food packaging and

biopolymer” e “intelligent food packaging and biopolymer”. Os resultados referentes ao
numero de publica¢des desde 1997 até o presente momento estdo apresentados na Figura 12.
Observa-se que houve um crescimento expressivo de publicagdes e estudos nessa area a partir
do ano de 2010, demonstrando seu potencial. Contudo, a literatura ainda € um pouco escassa,
visto que foram encontradas 2.000 publicagdes para embalagens ativas e 321 para embalagens
inteligentes.

E importante destacar que quando a palavra “biopolymer” nio foi utilizada nessa
busca, uma quantidade substancialmente superior de publicagdes foi encontrada;
15.751 publicagdes no caso de embalagens ativas e 3.177 para embalagens inteligentes.

Portanto, pode-se concluir que ainda sdo poucas as pesquisas dedicadas ao estudo da
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producdo de filmes ativos e inteligentes a partir de biopolimeros, demonstrando a importancia

e o potencial para o desenvolvimento de pesquisas nessa area.

120 (@) _ 4 (b)

Itenspublicadosporano
1
Itenspublicadosporano
o
1

Ano de publicagio Anode publicagdo

Figura 12. Numero de publicagdes cientificas na area de embalagens ativas e inteligentes para
alimentos por ano obtidos a partir da plataforma de busca de dados “Scopus”
(https://www.scopus.com/ no dia 16.11.2017) utilizando como palavras-chave (a) “active food
packaging and biopolymer” e (b) “intelligent food packaging and biopolymer”.

Especificando um pouco mais a busca, uma pesquisa utilizando uma combinagdo de
palavras “active and intelligent food packaging and biopolymer”, levou a um numero de
publicacdes bastante reduzido; foram encontradas somente 269 publicacdes até o presente
momento. E importante ressaltar que a mesma pesquisa foi realizada no inicio do trabalho, e,
no periodo de 1997 a 2014, foram encontradas somente 126 publicagdes, permitindo
vislumbrar que nos ultimos 3 anos houve um aumento expressivo de pesquisas na area de

embalagens ativas e inteligentes, qualificando e justificando o estudo desenvolvido nesta tese.

2.6.1. Embalagens ativas

Conforme comentado anteriormente, a embalagem ativa ¢ um tipo de embalagem que
mantém ou melhora a qualidade e/ou a seguranca do produto pela interacio do produto
alimenticio com o ambiente (KRUIJF & VAN BEEST, 2003, MUNOZ-BONILLA &
FERNANDEZ-GARCIA, 2012). Por exemplo, a liberagio de compostos bioativos e/ou
antimicrobianos adicionados a embalagem pode retardar a ocorréncia de processos quimicos
e/ou microbiologicos de deterioracdo, promovendo um aumento no tempo de vida de
prateleira de um produto, além de permitir melhoras nas caracteristicas sensoriais e

nutricionais do alimento (OTONI et al., 2016).
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Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos publicados na area de embalagens ativas
avalia a incorporacdo de agentes antimicrobianos, tais como: Oleos essenciais, zedlitas
impregnadas com prata, nisina, dacido propionico, entre outros (APPENDINI &
HOTCHKISS, 2002), objetivando conferir um efeito inibitério no desenvolvimento de
microrganismos, retardando as reagdes de deterioragdo em alimentos e prolongando o tempo
de vida de prateleira dos produtos alimenticios. Numa pesquisa realizada no site de busca Web

of Science (http://apps-webofknowledge.ez45.periodicos.capes.gov.br/, em 05/12/2017)

usando as palavras-chave “antimicrobial food packaging” foram encontrados
1.538 resultados. Além disso, verificou-se uma tendéncia de crescimento em publicagdes
nessa area de pesquisa nos ultimos anos. No entanto, a fim de situar nosso estudo, uma nova
pesquisa foi realizada, na mesma plataforma (Web of Science) utilizando as palavras-chave
“antioxidant food packaging” e foram encontrados apenas 897 resultados, demonstrando que
esse campo de pesquisa ainda requer mais informagdes e o desenvolvimento de pesquisas
nessa area merece receber mais atengdo. Ainda mais, quando a palavra “residue” ¢ incluida na
busca, o nimero de publicacdes na area de embalagens ativas para alimentos contendo
compostos antioxidantes obtidos a partir de fontes residuais da agroindustria ¢ reduzido para
21 documentos.

De acordo com a regulamentacdo Europeia 1935/EC e 450/2009/EC, os materiais
ativos podem atuar absorvendo ou liberando substancias do ou para o produto embalado ou
para o ambiente envolvido (RESTRUCCIA et al., 2010). Exemplos tipicos de embalagens
ativas sdo: sistemas com atmosfera modificada; embalagens a vacuo; absorvedores de gases
(oxigénio, etileno, odores); absorvedores de umidade; emissores de antimicrobianos e
compostos antioxidantes. Luchese et al. (2018) apresentaram uma revisao sobre o cenario da
producdo de embalagens ativas, e relataram que existem diversos compostos ativos que
podem ser utilizados como antioxidantes naturais, por exemplo: acido ascorbico (ASHWAR
et al., 2015), catequinas extraidas de chas, preto e verde (PENG et al., 2013), polifenois (LI et
al., 2014 ¢ TALON et al., 2017), antocianinas (ZHANG et al., 2010; CRIZEL et al., 2016),
entre outros.

A maioria dos compostos ativos ¢ extraida de plantas, frutas e outros vegetais. No
entanto, a utilizacao de residuos ricos em compostos de interesse, processados como farinhas,
sem tratamento prévio ou algum processo extrativo, pode representar uma maneira mais facil
e barata de incorporagdo de ativos em embalagens. Além de agregar poder antioxidante

quando incorporadas aos filmes, as farinhas podem melhorar caracteristicas tecnologicas
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como resisténcia a trag¢do, devido ao elevado contetido de fibras. Pensando nisso, a obtengao
de farinhas provenientes de co-produtos industriais torna-se uma alternativa promissora para a
producao de embalagens ativas comercialmente viaveis.

Alguns trabalhos relatam que o descarte de co-produtos agroindustriais pode chegar
até¢ um ter¢o da producao, sendo preocupante e oneroso para o fabricante fornecer um descarte
adequado, principalmente pelo alto valor nutricional da maioria desses produtos (O'SHEA,
ARENDT & GALLAGHER, 2012). Comumente os residuos da industria de processamento
de frutas sdo destinados a producao de ragao animal (BUSTAMANTE et al., 2008; TELES,
2014), o que acarreta elevado desperdicio, visto que esses residuos possuem uma grande
quantidade de fibras e ingredientes bioativos, tais como, compostos fendlicos (LOPEZ-
MARCOS et al. 2015).

Sendo assim, o uso dos residuos provenientes do processamento de frutas ¢ de grande
interesse para a industria, a fim de isolar compostos fitoquimicos especificos para aplicagao
como suplementos nutracéuticos, aditivos alimentares e desenvolvimento de novos produtos,
contribuindo para a reutilizagdo de residuos de processos agroindustriais. Além de serem
fonte natural de compostos antioxidantes, antimicrobianos, aromatizantes, corantes ¢
texturizantes, também s3o fontes de pectina e fibra alimentar, substancias comumente
utilizadas na industria de alimentos (O'SHEA et al., 2012; AYALA-ZAVALA et al., 2011;
PETKOWICZ et al., 2017). Os compostos antioxidantes obtidos a partir de residuos do
processamento de frutas podem ter diversas aplicagdes. Recentemente, alguns pesquisadores
tém voltado sua atengdo para aplicacdo desses compostos em embalagens ativas, tais como:
cinamaldeido e carvacrol (DU et al., 2012), residuos de cenoura e de beterraba minimamente
processadas (IAHNKE et al., 2016) e residuos de mirtilo — fibras e extrato etandlico (CRIZEL
et al., 2016). Filmes comestiveis e revestimentos podem ser usados como agentes
transportadores de compostos bioativos, de compostos antimicrobianos tais como O6leos
essenciais de frutas ou qualquer outra substancia que prolongue o tempo de vida util de um
produto embalado.

Iahnke et al. (2015) avaliaram a produ¢do de embalagens a base de gelatina com a
adicdo de residuos de cenoura minimamente processada e comprovaram seu elevado
potencial, uma vez que foram capazes de evitar a ocorréncia de reagdes de rancificacdo em
6leo de girassol, contribuindo para o desenvolvimento de novas embalagens ativas através da

incorporacdo de agentes antioxidantes naturais provenientes de fontes residuais.
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Crizel et al. (2018) avaliaram a incorporagdo do residuo de azeitona (bagago obtido a
partir da primeira extra¢do do 6leo), adicionado na forma de farinha e de microparticulas, em
uma matriz de quitosana. Os autores verificaram que as embalagens produzidas com 30% de
residuo apresentaram efeito benéfico, evitando a formacgdo de peroxidos, visto que foram
encontrados valores de formacgio de peréxido menores (1,8 ¢ 1,7 mEqkg” para o dleo
extraido de nozes armazenadas durante 31 dias usando o residuo na forma de farinha e de
microparticulas, respectivamente) em comparagdo com as amostras de filme controle
(3,1 mEq kg"). Vale ressaltar que, a determinacio do valor de peroxido ¢ um dos métodos
mais importantes para avaliar a qualidade dos 6leos vegetais, e sua medicao indica o estado de
oxidacdo primaria do 6leo, que pode facilmente levar a mais estdgios de rancificagdo
(PIZARRO et al., 2013 YANG et al., 2014). Os resultados encontrados permitiram observar
que a embalagem desenvolvida apresentou elevada eficidcia contra oxidacdo de nozes,
prolongando seu tempo de vida de prateleira e, viabilizando, a obtengdo de uma embalagem

ativa.

2.6.2. Embalagens inteligentes

Para que uma embalagem seja considerada inteligente, ela deve interagir com o
produto e responder a mudancgas especificas do alimento ou do ambiente que o cerca
(ROONEY, 1995), tendo como componentes os sensores € indicadores que sinalizam o
resultado dessa medicgao.

Os sensores sdo dispositivos capazes de fornecer continuamente informac¢ao quimica
ou fisica do sistema, convertendo-a em sinal elétrico de saida continua (TREVISAN &
POPPI, 2006). Os indicadores, por sua vez, sdo substancias que indicam a presenca ou a
auséncia de algum composto ou o grau de reacdo entre duas ou mais substancias através de
mudangas nas caracteristicas do indicador, especialmente mudangas de cor. Na Figura 13 esta
representado um sistema indicador de auséncia/presenca de oxigénio, onde se verifica que o
indicador muda de coloragao, passando da cor rosa para a cor azul quando a concentragcdo de

oxigénio presente € superior a 0,5% (VANDESRROOST et al., 2014).
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Figura 13. Exemplo de um sistema indicador de auséncia/presenc¢a de oxigénio. Fonte: Adaptado de
Vandesrroost et al. (2014).

O aumento na formacao de metabolitos (tais como CO,, SO,, NH4, aminas volateis e
acidos orginicos) pode ser utilizado para informar a contaminagdo microbioldgica em
produtos alimentares, visto que alguns corantes (tais como azul de bromotimol, xilenol azul,
purpura de bromocresol, vermelho de cresol, vermelho de fenol, e alizarina) reagem na
presenca destes subprodutos. Além disso, alguns compostos naturais podem ser utilizados
como indicadores devido a sua capacidade de mudanga de coloragao, como por exemplo, as
antocianinas, compostos hidrossoliveis que podem ser extraidos de diversos tipos de vegetais

(repolho roxo, berinjela, entre outros) e frutas (mirtilo, uva, jabuticaba, entre outros).

Antocianinas

As antocianinas correspondem a uma classe de compostos capazes de mudar de
coloracdo ao serem submetidos a diferentes valores de pH (TERCI & ROSSI, 2002). Em
condi¢do 4cida (pH 1,0) ocorre predominio de formas estruturais intactas de intensa coloragdo
(cation flavilico); em pH igual a pH 4,5 h4 formacdo de estruturas incolores (carbinol); e em
condi¢do basica (pH >7) ocorre formagdo de bases quinoidais, de coloragdo azulada. As
mudangas estruturais que ocorrem nas antocianidinas com a variagdo do pH, responsaveis
pelo aparecimento das espécies com coloragdes diferentes, incluindo o vermelho em meio
fortemente acido e o amarelo em meio fortemente alcalino, podem ser exemplificados pelo
esquema das principais transformacgoes ilustradas na Figura 14 (TIMBERLAKE & BRIDLE,
1975; BROUILLARD et al., 1982; FRANCIS & MARKAKIS, 1989). Logo, as antocianinas
podem ser incorporadas nas solugdes filmogénicas durante o preparo dos filmes para a
producdo de embalagens inteligentes, sendo possivel fornecer ao consumidor uma informacgao

de qualidade através de mudangas de cor. O processo de degradacdo de antocianinas, € sua
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consequente mudanga estrutural pode ocorrer devido a diversos fatores, entre eles:
temperatura; luminosidade; contato com oxigénio; presenca de agucares; presenca de

enzimas; pH; presenga de proteinas; presenca de ions metalicos, etc.
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Figura 14. Possiveis mudangas estruturais das antocianinas em meio aquoso em fung¢do do pH
(TIMBERLAKE & BRIDLE, 1975; BROUILLARD et al., 1982; FRANCIS & MARKAKIS, 1989).

As antocianinas sdao pigmentos naturais que pertencem a classe dos flavonoides que
sdao metabolitos secundarios dos frutos ou legumes e que na natureza apresentam-se na forma
glicosilada. A cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, pelargonidina e a malvidina sdo as
seis antocianidinas mais comuns que diferem entre si por terem varias substitui¢des de grupos
hidroxilo e metoxilo no anel B, representadas na Figura 15 (GAO & MAZZA, 1994). A
delfinidina € a principal antocianidina encontrada em todos os estddios de maturagdo, e em
quantidades menores a malvidina, cianidina e petunidina. Segundo Maiittd-Riihinen et al.

(2004), os mirtilos tém o perfil de antocianinas mais complexo entre as bagas mais comuns
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(uvas, amoras e framboesas), contendo mais de vinte e cinco antocianinas diferentes
resultantes da glicosilagdo das seis antocianidinas (delfinidina, cianidina, petunidina,
pelargonidina, peonidina, e malvidina) com diferentes tipos de agucares (glicose, galactose e

arabinose).

Petunidina

Malvidina

Figura 15. Principais antocianidinas encontradas na natureza (Fonte: GAO & MAZZA, 1994).

Indicadores de deterioracéo

Os indicadores de deterioracdo de alimentos utilizam os metabolitos passiveis de
serem detectados como "informacdo" necessaria para monitorar o estado de deterioracdo em
produtos alimenticios.

Muitos fatores podem influenciar na determinagdo do tempo de vida de prateleira de
produtos alimenticios, tais como: pH, atividade da dgua, os niveis de nutrientes e oxigénio
disponiveis, temperatura, etc. A deterioragdo de um alimento pode ser detectada através de
analises de quantificacdo de enzimas ou microrganismos, ou medidas indiretas pela presenga

de metabolitos e medidas de pH (HAN, HO & RODRIGUES, 2005; YOSHIDA et al. 2014).
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Cabe ressaltar que os indicadores de deterioracdo podem ser diretos ou indiretos. Os
indicadores visuais diretos sdo sistemas de embalagens inteligentes anexados ao produto,
como rétulos incorporados, ou impressos no material da embalagem de alimentos. Esses sao
capazes de fornecer informagdes mais precisas e direcionadas sobre atributos de qualidade.
Enquanto os indicadores visuais inteligentes indiretos podem ser sensores de
tempo/temperatura (ITT), cujo principio de funcionamento baseia-se numa mudanca
irreversivel que pode ser mecanica, quimica, eletroquimica ou microbiologica; eles atuam
com base nas taxas de polimerizagdo, difusdo, reagdo quimica ou enzimatica levando em
consideracdo o bindmio tempo-temperatura.

Na Tabela5 estd apresentado um resumo dos principais indicadores tempo-
temperatura (ITT) atualmente comercializados utilizados para monitorar a qualidade de
alimentos. O ITT CheckPoint® (VITSAB A.B., Malmd, Suécia) é um sistema enzimatico. O
ITT Fresh-Check® (Temptime Corp., Morris Plains, NJ, EUA) ¢ baseado numa reagdo de
polimerizagao em estado solido, resultando num polimero altamente colorido. O ITT OnVu™
(Ciba Specialty Chemicals & Freshpoint, Switzerland) ¢ um indicador fotoquimico cuja
reacdo ocorre em estado solido. O ITT TT Sensor™ (Avery Dennison Corp., EUA) ¢ baseado
em reacdes de difusdo de corante. O ITT 3M Monitor Mark® (3M Co., St Paul, Minnesota),
também chamado de Freshness Check, também é baseado na difusdo de materiais com
propriedades poliméricas. O ITT (eO)® (CRYOLOG, Gentilly, Franga) baseado na mudanga

de pH devido ao crescimento microbiano.

Tabela 5. Resumo dos principais ITT comercializados atualmente para monitorar alimentos.

Faixa da E,

Tipode ITT Principio Tipo de resposta (ka/mol) Custo (U$)
C_:heckPOInt® Enzimatico Verde para amarelo e entdo 70-170 515
tipos M, L para vermelho

Fresh-Check® Polimérico Incolor para verde escuro 80-90 1-5
OnVu™ Fotoquimico Azul escuro para incolor 90-150 1-5
TT Sensor™ Reacdo de difusdo Amarelo para rosa 115-125 5-15

Indicadores de pH colorimétricos podem ser incorporados ao material da embalagem
ou inseridos interna ou externamente na embalagem alimenticia a fim de detectar € monitorar

as alteracdes nas condigdes de qualidade de produtos embalados pela varia¢ao visual de cor
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(MACIEL, YOSHIDA & FRANCO, 2012). No entanto, segundo Puligundla et al. (2012),
algumas questoes, tais como: umidade do produto, o tempo de vida, o custo, a seguranca ¢
geracao de protons durante as reagdes oxidativas devem ser levadas em consideracao antes de
decidir sobre a eficiéncia de sensores baseados no pH.

As publicacdes cientificas sobre indicadores de deterioracdo para alimentos ainda sdo
escassas. A seguir sdo apresentados trabalhos reportados na literatura envolvendo a
possibilidade de utilizagdo de indicadores em sistemas alimenticios, assim como a
caracterizacdo dos materiais utilizados, incluindo analise das propriedades mecanicas,
propriedades de barreira ao vapor de 4gua, e analise microestrutural.

Pacquit et al. (2006 e 2007) desenvolveram um sensor de aminas volateis de baixo
custo baseado em analises colorimétricas para monitoramento em tempo real da qualidade de
peixes. Esse sensor continha um corante sensivel ao pH, bromocresol verde, que responde
pela mudanga de cor visivel para os compostos de deterioragdo volateis basicos, tais como
trimetilamina, amoénia e dimetilamina conhecidos coletivamente como Nitrogénio Bdsico
Volatil Total (TVB-N). A resposta do sensor permitiu correlacionar os resultados obtidos com
os padrdes de crescimento de bactérias em amostras de peixe, possibilitando assim,
acompanhar em tempo real o processo de deterioragao. A abordagem apresentou sensibilidade
para aminas volateis, com uma resposta linear variando entre 0 e 15 ppm de concentragdao do
gas amoniaco.

Maciel, Yoshida & Franco (2012) estudaram o desenvolvimento de um indicador de
temperatura inteligente e biodegradavel para monitorar a qualidade dos alimentos através de
mudancas de coloracdo irreversiveis. As antocianinas, que geralmente sdo utilizadas como
indicadores de pH, também podem ser utilizadas como indicadores naturais de temperatura.
Para tanto, os autores espalharam solugdes filmogénicas contendo quitosana e antocianinas
sobre a superficie de papel cartio (0,045 m®), formando o sistema chamado “CH-Sys”. Os
papéis cartdo revestidos foram secos em estufa (150 °C durante 90 s); neste processo de
secagem, as caracteristicas de cor purpura das ATH foram mantidas. O teste com o CH-Sys
foi realizado através da exposicdo desse sistema em diferentes temperaturas (20, 40, 60 °C),
sem (01lux) e com luminosidade (1000 lux) durante 72 h. Ocorreu uma mudanca visual
progressiva e irreversivel de coloragdo, desde o roxo claro até ligeiramente amarelada,
associada as mudancgas na estrutura quimica das moléculas de antocianinas. Os resultados

mostraram que o bioprotdtipo desenvolvido possui um elevado potencial para ser utilizado
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como indicador de temperatura. Entretanto, os autores ndo testaram a sua aplicacdo em
sistemas alimenticios reais.

Golasz et al. (2013) avaliaram o desempenho de filmes de amido de mandioca,
glicerol e antocianinas extraidas da casca de uva produzidos pela técnica de casting, como
indicador de degradacdo de carne suina refrigerada (mantida a 4 °C). Durante 14 dias, a
deterioracdo da carne de porco foi avaliada por andlises microbioldgicas e pH, e os filmes
também foram submetidos a andlise colorimétrica. A partir dos resultados obtidos na
contagem de microrganismos psicrotroficos aerdbios em carne de porco refrigerada por
14 dias, concluiu-se que seu consumo seria aceitavel (contagem até 6,7 log UFC/g; segundo
Bomar, 1985) imediatamente antes do décimo dia de armazenamento. Portanto, este foi
considerado o ponto final do tempo de vida de prateleira. O pH do tecido (pH carne suina pos-
morte: 5,7 - 5,9) ndo se alterou substancialmente antes de 10 dias de armazenamento. A partir
deste dia, foi observado um aumento acentuado do pH devido a produgdo de amonia e aminas
por enzimas enddgenas e microbianas que degradaram as proteinas. Durante o
armazenamento, os filmes perderam a intensidade de coloracao apresentada inicialmente e se
tornaram progressivamente acromadticos, exibindo uma cor mais cinzenta. Além disso,
conforme os resultados encontrados pelos autores, os consumidores provavelmente seriam
capazes de distinguir mudangas visuais na cor dos filmes durante o armazenamento, caso uma
escala de cores fosse apresentada conjuntamente na embalagem do produto. No entanto, apds
o 7° dia, os filmes demonstraram baixa reprodutibilidade de dados, ou seja, eles ndo foram
capazes de demonstrar claramente o fim do prazo de validade, portanto, estudos mais
detalhados seriam necessarios.

Zhang et al. (2014) utilizaram materiais de base bioldgica para desenvolver um filme
colorimétrico sensivel as variagdes de pH: antocianinas extraidas da flor Bauhinia blakeana
Dunn e quitosana (grau de desacetilagdo, 18 - 20%) para imobilizacdo dos corantes naturais.
Neste trabalho, a incorporacdo das antocianinas no filme a base de quitosana foi feita por
imersdao em uma solucao concentrada dos corantes naturais durante 24 h, seguida de lavagem
com agua ultrapura e armazenamento em solucdo tampao de acido citrico e hidrogenofosfato
dissodico (Na,HPO4) (pH 5,0) overnight. Os resultados indicaram que a mudanga de cor dos
filmes pode ser observada a olho nu na gama de pH variando entre 2,2 - 9,0, apos 48 h em
contato com alimentos como a carne de porco e de peixe (mudanga da cor purpura para a cor

verde). No entanto, os autores salientam que novos estudos devem ser conduzidos a fim de
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estabelecer uma correlagdo entre a cor do filme e a contagem de microrganismos para estimar
o grau de deterioracdo das amostras.

O objetivo de Yoshida et al. (2014) também foi obter e caracterizar um sistema
indicador colorimétrico rapido para embalagens devido a alteracdo do pH. Para tanto, os
autores produziram filmes a base de quitosana (grau de acetilagdo de aproximadamente 18%)
pela técnica de casting usando antocianinas extraidas de uvas. Os filmes produzidos
apresentaram inicialmente cor violeta escuro e, depois de imersos em diferentes solugdes
tampao, apresentaram colorag¢ao rosa (pH acido), verde-azulada (pH neutro) e amarela (pH
basico). Entretanto, a modificagdo colorimétrica envolvendo sistemas alimenticios reais nao
foi realizada.

Silva-Pereira et al. (2015) desenvolveram um sistema para o monitoramento do pH
utilizando como base, quitosana, amido de milho e extrato de repolho roxo Brassica oleracea
var. capitata. O filme apresentou resposta sensivel a variagdo do pH, permitindo detectar
mudancas de pH. A fim de validar o uso desse sistema como um sensor de deterioragdo, testes
de aplicagdo foram realizados com tiras de peixe. Os autores verificaram que na temperatura
ambiente (25 °C), durante 12 h nenhuma mudanga de cor foi visivel no filme indicador,
entretanto, apds 16 h, a cor comegou a mudar para azul, indicando o aumento do pH do peixe
¢ o inicio da deterioragdo, somente apds 72 h, a cor mudou completamente para amarelo,
indicando, assim, a deterioracdo completa do alimento. O mesmo teste foi realizado na
temperatura de refrigeracdo (4 — 7 °C), ndo sendo observada alteracdo de cor durante 72 h,
mas apés 7 dias, a cor mudou de azul claro para amarelo, indicando deterioragdo do alimento.
O filme permitiu detectar mudangas de coloragdo em fun¢do da alteracdo do pH do alimento,
que ¢ um indicativo de deterioracdo. Contudo, os autores apontam que outros testes, tais como
testes de deterioracdo microbiana, sdo necessarios para validar e correlacionar o estado

microbioldgico dos peixes com a alteragdo de cor do indicador.

2.7. Residuos agroindustriais provenientes da producao de mirtilo

Nos tltimos anos houve um aumento do consumo de mirtilo in natura e também na
forma de suco, principalmente devido as suas reconhecidas propriedades antioxidantes
decorrentes da presenca de compostos fenolicos, que sdo sequestradores de radicais livres e,
portanto, desempenham uma importante funcdo na prevencao de doencas, tais como cancer,
diabetes, doencas cardiovasculares e doencas neuroldgicas (BUNEA et al., 2013; KONCZAK
& ZHANG, 2004; ZAFRA-STONE et al., 2007). Além disso, durante o processamento de
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suco de mirtilo, sdo geradas amplas quantidades de residuo, que ¢ rico em antocianinas,
porque estes compostos estdo presentes preferencialmente na casca do mirtilo. Estes residuos
podem representar um alto custo de tratamento para a industria, uma vez que eles apresentam
potencial poluidor.

Dados da FAOSTAT (2014) registraram os Estados Unidos como o maior produtor
mundial de mirtilo (262.539 toneladas - aproximadamente 55% da produ¢do mundial),
seguido pelo Canada, responsdavel por aproximadamente 30% da producdo
(182.275 toneladas) e pelo continente europeu (principalmente Franga, Alemanha e Polonia),
com aproximadamente 13%; o restante do mundo produz cerca de 2% de montante total do
fruto. Os Estados Unidos sdo os maiores consumidores mundiais de mirtilo. Apesar de ser o
maior produtor mundial, no periodo de entressafra, o pais ndo ¢ autossuficiente e para
satisfazer a demanda, importa aproximadamente 82% da producao do restante do mundo.

De acordo com Santos (2007) e Fachinello (2008), na América do Sul, os maiores
produtores de mirtilo sdo o Chile (aproximadamente 7.500 toneladas sdo produzidas por ano
numa area superior a 2.000 hectares), Argentina e Uruguai (4dreas superiores a 1.500 e
500 hectares, respectivamente). No Brasil, os primeiros estudos com mirtilo foram registrados
por pesquisadores da Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS), em 1983, utilizando a
variedade Rabbiteye (ANTUNES & RASEIRA, 2006), proveniente da Universidade da
Flérida (Estados Unidos). No entanto, a primeira tentativa de comercializacdo desse fruto
ocorreu em 1990, no municipio de Vacaria, que € pioneiro no cultivo de mirtilo, e a partir de
entdo, tornou-se referéncia na producao de mirtilo (SANTOS, 2007 e FACHINELLO, 2008).

Estima-se que a area cultivada no Brasil seja superior a 150 hectares, sendo o estado
do Rio Grande do Sul o maior produtor de mirtilo, com mais de 50 produtores rurais (cerca de
150 toneladas sdo produzidas por ano), em uma area de aproximadamente 70 hectares. A
produtividade varia entre 6 e 10 toneladas por hectare com elevado custo de comercializagao
(FACHINELLO, 2008). As perspectivas de cultivo de mirtilo no pais s3o bastante
promissoras, tanto para o consumo interno como para exportagdo. Além da comercializagao
do fruto “in natura”, o seu processamento, buscando manter as propriedades funcionais esta
em constante crescimento (MORAES et al., 2007).

O mirtilo ¢ utilizado industrialmente na fabrica¢ao de sucos e derivados, entretanto
durante seu processamento sdo gerados cerca de 20-30% de residuo solido (bagago) que €
composto basicamente de cascas e sementes contendo aproximadamente 70% do teor total de

antocianinas do fruto (CACACE & MAZZA, 2003). Isto destaca a importincia econdmica,
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ambiental e nutricional da reutilizagdo dos residuos agroindustriais gerados durante o
processamento de frutas.

A maior parte dos trabalhos encontrados na literatura visa o aproveitamento desse
bagaco para extracdo de compostos antioxidantes e/ou corantes ou utiliza os residuos para a
producdo de farinha e posterior inser¢do em produtos alimentares. A seguir, serdo citados de
forma resumida alguns importantes trabalhos que avaliaram a utilizagdo do residuo de mirtilo.

Zardo (2014) avaliou diferentes tratamentos térmicos, solventes e¢ a técnica do
ultrassom para otimizar o processo de extragdo das antocininas; o extrato obtido foi
posteriormente microencapsulado por spray dryer. Paes et al. (2014) avaliaram os efeitos da
pressdo, da temperatura e do solvente no rendimento global e qualidade do extrato durante o
processo de extragdo de antocianinas presentes no bagago de mirtilo usando liquidos
pressurizados ¢ CO, supercritico. Neste trabalho foi verificado que as concentragdes de
compostos bioativos extraidas do residuo de mirtilo foram superiores as relatadas para as
amostras de mirtilo frescas. Além disso, os autores conseguiram identificar dezesseis
antocianinas nos extratos usando cromatografia liquida de alta performance.

A caracterizagao fisico-quimica, assim como a determinagao da atividade antioxidante
do teor de antocianinas e de polifenois do fruto de mirtilo, do residuo de mirtilo proveniente
da producdo de bebidas fermentadas e da farinha obtida deste bagaco foi realizada por
Goldmeyer et al. (2014). Os resultados desse trabalho demonstraram que o residuo apresentou
maior teor de antocininas, apresentando elevado valor agregado.

Silva et al. (2014) apresentaram os principais resultados da avaliacdo sensorial, fisico-
quimica e microbiologica apods produgdo de uma bebida lactea fermentada com adi¢cao de uma
farinha produzida a partir do residuo do processamento de suco de mirtilo (Vaccinium
myrtillus, L.). Os autores destacam que o aproveitamento do residuo de mirtilo na saborizagdo
de bebida lactea fermentada apresentou-se como uma alternativa viavel, pois manteve o
padrdo de identidade e qualidade e resultou em produto com potencial de aceitagdo no
mercado, além de apresentar elevado contetido de compostos fendlicos.

Caldas (2014) avaliou as propriedades antioxidantes do bagaco de mirtilo como
potencial conservante para produtos carneos, uma vez que a industria alimenticia direcionada
a esse setor tem procurado compostos naturais que minimizem a oxidagdo do produto e
aumentem o seu tempo de prateleira. Nesse trabalho, os autores fizeram testes na presenca de
peptona (um modelo proteico), e verificaram que o teor de compostos fenolicos totais e a

capacidade antioxidante (analisada usando radicais peroxila como agente sequestrador) foram
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influenciados tanto pela atividade da peptona como pelos compostos presentes no residuo de
mirtilo. Entretanto, os autores citam que para avaliar o potencial conservante do extrato
aquoso de residuo de mirtilo em produtos carneos deveria ser também testado um modelo
lipidico (contendo acidos graxos insaturados e triglicerideos) submetido a diversos fatores
promotores da oxidagdo (tais como: luz, temperatura, metais). Kechinski (2011) estudou o
processo de extragdo de antocianinas do residuo de mirtilo e avaliou a estabilidade a luz das
antocianinas presentes no extrato aquoso obtido para posterior aproveitamento como corante
natural na industria de alimentos. Crizel et al. (2016) avaliaram a incorporagao de fibras na
forma de farinha e extratos etanolicos de antocianinas do bagago de mirtilo em filmes a base
de gelatina e constataram a eficiéncia dessa estrutura filmogénica na preven¢do da oxidagao
lipidica de o6leo de girassol.

Diante do exposto, a reutilizagdao do residuo proveniente do processamento do suco de
mirtilo, como ingrediente na formulacdo de estruturas filmogénicas, pode ajudar a reduzir o
alto custo do tratamento para a industria, contribuindo para o desenvolvimento de novos

materiais com propriedades funcionais aprimoradas.
2.8. Considerac0es finais

Este capitulo teve o intuito de situar o presente trabalho no panorama atual, tanto para
o desenvolvimento de filmes a base de amido, quanto para o desenvolvimento e uso de
embalagens ativas e inteligentes. A revisdo bibliografica apresentada permite identificar os
principais pontos de interesse em relagdo ao desenvolvimento e fabricacdo de filmes
biodegradaveis de amido, vislumbrando estabelecer hipdteses e responder as questdes a serem
avaliadas. Também ¢ possivel determinar os pontos de deficiéncia relativos a literatura, e
assim contribuir para o avango desta area de pesquisa com os resultados encontrados.
Constatou-se que existem informagdes divergentes e resultados desencontrados em relagdo ao
grau de cristalinidade e a influéncia da relacdo amilose/amilopectina nas propriedades finais
das estruturas filmogénicas produzidas. Verificou-se que a compreensao dos fendmenos que
ocorrem permite melhor entendimento dos resultados encontrados. Desta forma, a escolha e
caracterizacdo das matérias-primas, a técnica de processamento utilizada e as analises de
caracterizagdo dos filmes produzidos sdo fatores importantes para o desenvolvimento solido
de uma embalagem que venha a ser aplicada em um alimento.

E importante ressaltar que ndo foram encontrados na literatura trabalhos avaliando a

utilizagdo de residuos da indistria de producdo de farinhas e amidos para a formagdo de
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filmes biodegradaveis e que, ao pesquisar trabalhos relacionados com incorporagdo de
residuos do processamento de sucos para producdo de embalagens inteligentes a base de
amido, os resultados da bibliografia pesquisada foram escassos.

Adicionalmente, verificou-se que a maioria dos trabalhos desenvolvidos na éarea de
embalagens ativas refere-se a incorporagdo de agentes antimicrobianos na formulagdo. No
entanto, existem poucos estudos na literatura envolvendo a adi¢do de compostos antioxidantes
para o desenvolvimento de embalagens ativas, principalmente a partir de fontes residuais da
agroindustria, aumentando a importancia das pesquisas nesta area.

Vale destacar que o sucesso no desenvolvimento de embalagens biodegradaveis, ativas
e/ou inteligentes consiste em aliar as propriedades fisicas, quimicas e bioquimicas de diversos
materiais com as caracteristicas do produto para o qual a embalagem esta sendo desenvolvida.
Esta ¢ uma 4area de atuacdo com grandes possibilidades e perspectivas e com mercado em
expansdo, devido, principalmente, a crescente exigéncia de consumidores por produtos de

exceléncia, de alta qualidade e que contribuam para o desenvolvimento sustentavel.
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Neste capitulo estdo apresentadas as etapas de aquisicdo e a caracterizagdo das
matérias-primas e dos residuos agroindustriais utilizados, assim como o processo de obtencao
dos filmes, as metodologias de caracterizagdo, os equipamentos e os métodos analiticos
utilizados. A metodologia utilizada para a realizagdo dos testes de migracdo, inchamento e
aplicabilidade através da mudanga de coloragdo, visando obtengdo de embalagens ativas,
embalagens inteligentes e/ou sensores de deteriora¢do, também estdo descritos, assim como a
metodologia de andlise de biodegradabilidade. O presente trabalho foi desenvolvido no
LASEM (Laboratério de Processos de Separagdo por Membranas) e no LATEM (Laboratorio
de Tecnologia e Desenvolvimento de Embalagens e Membranas) situados no Departamento
de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na cidade de Porto

Alegre, estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Alguns equipamentos pertencentes a laboratérios colaboradores aos trabalhos
realizados no LASEM foram utilizados para realizagdo das andlises de propriedades
mecanicas, analise de tamanho de particula e difragdao de raios X, analises termogravimétricas
e analises colorimétricas: Laboratorio de Andlise de Propriedades Fisicas dos Alimentos,
pertencente ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, ICTA, UFRGS; Laboratorio
de Materiais Ceramicos (LACER) pertencente ao Programa de Poés-Graduagdo Minas,
Metalurgica e Materiais, PPGE3M, UFRGS; Laboratério 201 pertencente ao Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncia dos Materiais, PGCIMAT, Instituto de Quimica, UFRGS;
Laboratério de Fotoquimica e Superficies (LAFOS) pertencente ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia dos Materiais, PGCIMAT, UFRGS; Laboratorio de Tecnologia e
Processamento de Alimentos (LATEPA) pertencente ao Departamento de Engenharia

Quimica, UFRGS.
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Uma parte do trabalho foi feita na Universidade do Pais Vasco / Euskal Herriko
Unibertsitatea (UPV/EHU) em San Sebastian, na Espanha, durante o doutorado sanduiche, de
junho de 2016 até junho de 2017. A infraestrutura utilizada perntencia ao Programa de
Doutorado em Engenharia de Materiais Renovaveis do Departamento da Engenharia Quimica
e do Meio Ambiente da Escola de Engenharia de Gipuzkoa, mais especificamente, nas
dependéncias do SGlker (Servicios Generales de Investigacion) sob coordenagdo do grupo de
pesquisa BIOMAT. Durante esta etapa foi realizado o desenvolvimento de filmes pelos
processos de casting ¢ de compressdo. Os filmes feitos na UFRGS foram desenvolvidos

apenas pela técnica de casting.

3.1. Matérias-primas

O amido de milho e 0 amido de mandioca foram adquiridos da empresa Delaware (RS,
Brasil) e do Mercado Publico, da cidade de Natal (RN, Brasil), respectivamente. O amido de
trigo utilizado para realizacdo do presente trabalho foi gentilmente cedido pela Molinos Juan
Semino S.A. (Carcarafia, Argentina) ¢ o amido de batata foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA); o glicerol e o sorbitol usados foram de grau PA (Nuclear, SP, Brasil).

Os mirtilos (Vaccinium corymbosum L.) foram adquiridos congelados da empresa

Italbraz Ltda, situada na cidade de Vacaria, RS, Brasil.

3.2. Caracterizacao dos granulos de amido

Os granulos dos diferentes tipos de amido utilizados nesse trabalho foram
caracterizados em relagdo aos seguintes aspectos: conteido de umidade, teor de
amilose/amilopectina, morfologia dos granulos, distribui¢do granulométrica, padrdo e indice
de cristalinidade, estrutura quimica e propriedades térmicas. As técnicas utilizadas estdo

brevemente descritas a seguir.

3.2.1. Determinacéo do contetido de umidade

A determinacao do conteudo de umidade foi realizada através do método gravimétrico

(AOAC 930.04, 1990).
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3.2.2. Determinacao do teor de amilose

O contetido de amilose dos amidos foi determinado pelo método colorimétrico,
conforme metodologia de Martinez & Cuevas (1989), descrita no APENDICE I. Foram
utilizados como reagentes: alcool etilico 96% GL; NaOH 1 M; acido acético 1 M; solugdo de

iodo (2%) e padrao de amilose (Sigma-Aldrich).

3.2.3. Andlise morfoldgica

As amostras foram examinadas em diferentes escalas de aproximacdo em um
microscopio eletrénico de varredura de bancada (marca Hitachi, modelo TM 3000,

Alemanha), utilizando uma aceleracao potencial de 15 kV durante as analises de microscopia.

3.2.4. Analise granulométrica

A distribui¢do do tamanho de particula das amostras de amido foi determinada por um
analisador de tamanho de particulas (Cilas, Modelo 1180, Franca) pelo principio da
difratometria a laser usando 4gua como agente dispersor. O equipamento utiliza trés lasers
para cobrir uma ampla faixa analitica de tamanhos variando entre 0,04 ¢ 2500 um, com 6tima
reprodutibilidade (precisao superior a 99%). O calculo da medida de dispersao granulométrica

(SPAN) foi realizado utilizando a Equagao (3.1):
SPAN = (dg()% - le%)/dSO% (31)

sendo que dj, representa o diametro de particula correspondente a 10% da distribuicao
acumulada; dsoy, € 0 diametro de particula correspondente a 50% da distribui¢do acumulada;

e doge, representa o didmetro de particula correspondente a 90% da distribuicao acumulada.

3.2.5. Analise de cristalinidade

A fim de averiguar as estruturas cristalinas presentes, bem como o indice de
cristalinidade das amostras de amido, foi utilizado um difratometro de raios-X (DRX) Philips,
modelo X’Pert MPD equipado com monocromador de grafite e anodo fixo operando a 40 kV
e 30 mA. As medigdes foram realizadas utilizando radiacdo Cu-Ka, com passo de 0,05 e 1 s
em cada passo e angulo (20) de varredura, variando de 2-80°. A determinacdo do indice de
cristalinidade (X,) foi realizada através da relagdo entre a area dos picos e a area total abaixo

da curva, em relagdo a linha de base, usando o programa computacional Origin 6.0 para
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calcular as areas dos difratogramas, de acordo com o esquema representado na Figura 16. O

indice de cristalinidade (X,) foi calculado de acordo com a Equagao (3.2):

Xc e (3.2)

T Aot Ag)

sendo que, A. corresponde a area da regido cristalina e A, corresponde a area da regido

amorfa.
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Figura 16. Esquema representativo para calculo do indice de cristalinidade (X.); a area hachurada
corresponde a regido cristalina (A.), onde se encontram os picos.

3.2.6. Andlise de estrutura quimica

O equipamento de espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), Perkin Elmer, modelo Spectrum 1000, foi utilizado para analise da estrutura quimica
das amostras. Os espectros foram obtidos com uma resoluc¢io de 2 cm™, usando uma média de
verredura de 32 scans. As ligagdes presentes vibram com frequéncias na qual absorvem
energia em faixas caracteristicas, sendo conhecidas como bandas de absorcdo. Essa anélise

permite determinar as ligacdes quimicas presentes nos compostos € nas amostras investigadas.

3.2.7. Analise de propriedades térmicas

Para a realizagdo das andlises termogravimétricas (TGA) utilizou-se o equipamento
TA Instrument, modelo Q50; as amostras foram aquecidas de 25 °C até 800 °C usando
10 °C min™' como taxa de aquecimento, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL min™).

Para a determinagdo da temperatura de fusdo e gelatinizagdo das amostras, foram feitas

analises de calorimetria exploratoria diferencial (DSC 600, Perkin Elmer, Estados Unidos).
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Para encontrar a temperatura de fusdo, aproximadamente 6 mg de amido foram colocados em
suportes metalicos, selados hermeticamente. Essas amostras foram aquecidas de -60 °C até
250 °C usando 10°C min"' como taxa de aquecimento, sob atmosfera de nitrogénio
(50 mL min™). Para encontrar a temperatura de gelatinizacdo das amostras, suspensdes de
amido em 4agua (propor¢do 1:4) foram preparadas e deixadas em repouso por
aproximadamente 24 h anteriormente a realizacdo das analises para garantir a ocorréncia da
gelatinizagdo durante o aquecimento das amostras, que ocorreu entre -60 °C e 250 °C usando
10 °C min™' como taxa de aquecimento, em atmosfera de argénio (20 mL min™).

A entalpia de gelatinizacdo (AH,, expressa em J g) foi obtida através da integracio da
curva endotérmica obtida, tomando como referéncia a massa de amido em base seca utilizada
na analise. As temperaturas iniciais e finais, bem como a temperatura de gelatinizagao (Ty, T
e T,, respectivamente) foram obtidas através do termograma gerado automaticamente pelo

software acoplado ao equipamento.
3.2. Processo de obtencéo do residuo da producéo do suco de mirtilo

Os mirtilos (Vaccinium corymbosum L.) foram adquiridos congelados da empresa
Italbraz Ltda, situada na cidade de Vacaria, RS, Brasil. Apds seu recebimento, os mirtilos
foram armazenados na temperatura de -18 °C até a extracdo do suco. Os residuos de mirtilo
sem e com branqueamento prévio do fruto foram produzidos de acordo com o fluxograma
apresentado na Figura 17. Para realizar o tratamento térmico de branqueamento, as frutas
descongeladas foram colocadas no interior de uma autoclave (Autoclave Vertical, Phoenix
Luferco) na temperatura de 100 °C por 3 minutos, e logo ap6s resfriadas com agua gelada, de
acordo com a metodologia de Rossi et al. (2003). Apds a producao de suco em processador
(Juicer, Wallita), o residuo foi separado por filtragdo em malha de tecido e posteriormente
liofilizado durante trés dias (modelo LS 6000, Terroni Equipamentos, Brasil). O residuo
liofilizado foi moido (MOINHO MF 10, IKA®, Werke, Staufen, Alemanha) e duas fragdes
granulométricas foram separadas para a produgao dos filmes: a fragdo que passou pela peneira

de 100 mesh (abertura 0,149 mm) e a fragdo que ficou retida na peneira de 100 mesh.
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Figura 17. Fluxograma simplificado do processo de obtengdo do residuo de mirtilo sem e com
branqueamento prévio dos frutos.

3.3. Caracterizacdo dos residuos agroindustriais

Neste trabalho as diferentes fracdes de residuo obtidas do processamento de suco de
mirtilo foram caracterizadas em relacdo aos seguintes aspectos: conteudo de umidade, teor de
fibras, proteinas e antocianinas totais, e distribui¢do granulométrica. As técnicas utilizadas

estdo brevemente descritas a seguir.

3.3.1. Analise de umidade

O conteudo de umidade foi determinado de acordo com o método

AOAC 930.04 (1990).



Capitulo 3 - Materiais e Métodos 57

3.3.2. Andlise do teor de fibras e proteinas

O conteudo de fibras soluveis e insoluveis foi determinado de acordo com o método
AOAC 991.43 (2005). O total de fibras ¢ representado pelo somatorio do teor de fibras
soluveis e insoluveis. O contetudo total de proteinas foi determinado de acordo com o método

AOAC 991.20 (2005).

3.3.3. Anélise granulométrica

A metodologia de andlise por difratometria a laser utilizada ¢ idéntica ao que foi

descrito anteriormente no item 3.2.4.

3.3.4. Extracdo e quantificagdo do contetido de antocianinas presente no residuo de mirtilo

A extragdo das antocianinas presentes nos residuos de mirtilo foi realizada pelo
método de extragdo exaustiva utilizando aproximadamente 1 g de amostra em pd em 20 mL
de metanol e agua acidificada com 1% de acido citrico (razdo 50:50) em cada extragdo. A
metodologia completa utilizada est4 descrita no APENDICE II.

A quantificagdo do teor de antocianinas total presente nas fragdes de residuo de mirtilo
em po (sem e com branqueamento prévio do fruto) contendo diferentes granulometrias foi
realizada pelo método de pH diferencial através de analise espectrofotométrica (Pro-Analise,
modelo UV 1600, Brasil), de acordo com a metodologia de Giusti & Wrolstad (2001). O
calculo da absorbancia (LEE et al., 2005) da amostra diluida foi realizado de acordo com a
Equacdo (3.3) e o célculo da concentragdo de antocianinas monoméricas (ATM) foi realizado
através da Equacao (3.4):

A = (Ays20 — Ar700)pH 1,0 — (Ars20 — Ar700)pH 4,5 (3.3)
ATM (mg L") = (A x MM x FD x 1000) / (¢ x 1) (3.4)

Na Equacdo (3.4), A representa a absorbancia; MM, a massa molar da antocianina
predominante na amostra; FD ¢ o fator de dilui¢do utilizado; ¢ representa a absortividade
molar. Utilizou-se a cianidina-3-glucosideo como base, para fins de comparagdo com a
literatura. Para essa antocianina, MM equivale a 449,2 gmol’ e & corresponde a
26.900 L mol™ em™.

O mesmo extrato utilizado para analise do método do pH diferencial foi empregado

para analise por CLAE (Agilent, 1260 Infinity, Califérnia, EUA), usando uma coluna C-18 de
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fase reversa (Brownlee Validated, 250 x 4,6 mm; tamanho de particula 5 um; Perkin Elmer,
EUA) acoplada a cartuchos de guarda (15 x 3,2 mm; 5 um, Perkin Elmer, EUA) e ao detector
de arranjo de diodos (DAD, Diodo Array Detection). Os solventes e as amostras foram
filtrados em uma membrana de 0,22 um. As fases moveis utilizadas para a andlise de
antocianinas consistiam de: 5% (v/v) de 4cido formico em agua destilada (solvente A) e 100%
acetonitrila (solvente B). A separagdo foi alcangada usando um gradiente linear de 5% até
20% de B em 30 minutos, de acordo com a metodologia de Bochi (2013). No final do
gradiente a coluna foi lavada aumentando para 100% o solvente B, mantendo essa condi¢dao
por 5 minutos, e equilibrou-se o sistema para as condigdes iniciais por 10 minutos. O volume
de injegdo foi de 20 pL, temperatura de 30 °C e vazio de 1 mL min™"

Segundo Bochi (2013) e Rossi et al. (2003), em colunas de fase reversa (C-18) a
retengdo de antocianinas é determinada pelo ntimero de hidroxilas e metoxilas da parte
aglicona da estrutura, ou seja, os compostos possuem diferentes tempos de retengdo; a ordem
de elui¢do inicia com o aparecimento da delfinidina, seguida pela cianidina, petunidina,

pelargonidina, peonidina e finalmente, a malvidina.

3.3.5. Analise espectrofotométrica UV-vis dos extratos antocianicos

A extracdo das antocianinas do residuo de mirtilo em po6 foi realizada com uma
solucdo solvente contendo &cido citrico (1%, v/v), com base no método proposto por
Machado et al. (2017) com algumas modificagdes. O residuo de mirtilo em po6 foi colocado
em contato com o solvente de extracdo sob agitacdo durante 30 min em condi¢des de
temperatura ambiente (4 mg mL™"). Apos este periodo, a solu¢do foi centrifugada e filtrada
(papel de filtro Whatman n°3) para remog¢do do material sélido. Em seguida, foi realizado o
ajuste do pH da solugdo de residuo de mirtilo (pH inicial equivalente a 3,5) adicionando
0,1 M de HCI (4cido cloridrico) ou NaOH (hidréxido de sodio), dependendo do valor de pH
desejado, variando entre 2 e 11, seguindo a metodologia proposta por Choi et al. (2017). As
solucdes com os valores de pH ajustados foram lidas em espectrofotometro UV-vis (Pro-

Andlise, UV 1600, Brasil) na faixa de comprimento de onda variando entre 400 ¢ 700 nm.
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3.4. Preparo dos filmes de amido

A produgao dos filmes a base de amido foi realizada pela técnica de casting de acordo
com a metodologia de Talja et al. (2008), com algumas modificagdes. Para o preparo das
solucdes filmogénicas seguiu-se a seguinte formulagdo: amido de milho, amido de trigo,
amido de batata e amido de mandioca nas concentragdes variando entre 2 e 6 g por 100 mLde
solugdo, glicerol (utilizando um teor fixo equivalente a 0,9 g por 100 mL de solugdo e,
posteriormente, fixando a razdo de amido e glicerol, usando 30% de glicerol em relacdo a
massa de amido). Na Tabela 6 estdo apresentadas as quantidades de cada ingrediente
utilizadas para o preparo dos filmes & base de amido. As solucdes filmogénicas foram
submetidas a agitagdo mecanica em banho termostitico a 90 °C durante 35 min para
gelatinizagdo do amido. Apos, as solugdes filmogénicas foram espalhadas em placas de Petri
em diferentes gramaturas: 0,43 g cm'z; 0,34 ¢ cm'z; 0,22 ¢ cm'z). Essas placas foram dispostas
em um secador de alimentos (DeLLeo ASAFD/0915, Brasil) com convecgdo forcada de ar por

24 h na temperatura de 35 °C.

Tabela 6. Formulagdes utilizadas para o preparo de filmes a base de amido com teor de glicerol fixo
(0,9 g por 100 mL) e com 30% em relacdo ao teor de amido.

Concentragdo de amido Glicerol Agua (mL) Percentual de glicerol em
(9/100 mL) (9/100 mL) g relacdo ao amido (%)
2 97,1 45,0
3 96,1 30,0
4 0,9 95,1 22,5
5 94,1 18,0
6 93,1 15,0
Concentracgdo de amido Glicerol Agua (mL) Percentual de glicerol em
(9/100 mL) (9/100 mL) g relacdo ao amido (%)
2 0,6 97,4
3 0,9 96,1
4 1,2 94,8 30,0
5 1,5 93,5

6 1,8 92,2
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Hoover (2001); Singh, Chawla & Singh (2004); Singh et al. (2006); Majzoobi &
Beparva (2014) e Muioz et al. (2015) reportaram que cada tipo de amido apresenta diferentes
faixas de temperatura de gelatinizagdao. Para o amido de milho, a temperatura de gelatinizagao
varia de 66 até¢ 78 °C, para o amido de trigo varia de 52 a 67 °C, para amido de mandioca,
entre 63 e 74 °C e para o amido de batata, de 60 a 69 °C. Entretanto, objetivando minimizar
estas variagdes e para garantir a completa gelatinizagdo do amido, a temperatura de operagao

e o tempo de processo foram fixados, conforme mencionado anteriormente.

3.5. Preparo dos filmes com incorporacéo de residuo de mirtilo

A metodologia de preparo dos filmes inteligentes ¢ similar aquela descrita
anteriormente no item 3.4. No entanto, os filmes a base de amido contendo residuo foram
preparados utilizando duas técnicas de processamento: casting e termocompressdo, conforme
dados apresentados na Tabela 7. E importante ressaltar que, nesta etapa do trabalho, os filmes
contendo amido foram utilizados como formulacdo controle para fins de avaliacdo da
influéncia da incorporacao do residuo nas propriedades dos filmes.

Primeiramente, os filmes foram preparados com os amidos de milho ¢ mandioca (3 ¢
4 g por 100 mL), glicerol (30% em relagdo a massa de amido) como plastificante, residuo de
mirtilo (0,5 g por 100 mL de solugdo filmogénica), e 4gua destilada, somente pela técnica de
casting.

Na terceira parte do trabalho, realizada na UPV/EHU, foi avaliada a producdo de
filmes por casting contendo amido de mandioca (4 g por 100 mL), sorbitol (30% em relagdo a
massa de amido) como plastificante, a fragdo mais fina (que passou na peneira de 100 mesh)
do residuo de mirtilo com prévio branqueamento do fruto (4, 8 e 12% em relacdo a massa de
amido) e agua destilada. Posteriormente, foi realizada a avaliacdo do desenvolvimento de
filmes por termocompressao contendo o amido de mandioca, sorbitol (30% em relacdo a
massa de amido) como plastificante, a fracdo mais fina do residuo de mirtilo com prévio
branqueamento do fruto (4, 8 e 12% em relagdo a massa de amido) e 4gua destilada (25% em
relacdo a massa de amido). Os ingredientes descritos anteriormente foram manualmente
misturados, de acordo com a metodologia proposta por Guerrero et al. (2010), em seguida,
foram deixados em repouso para hidratacao do amido por aproximadamente 24 h. Apds esse
periodo de tempo, a mistura dos ingredientes (aproximadamente 1,8 g) foi colocada entre duas

placas de aluminio, que foram introduzidas em uma prensa industrial (Santec House,
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Espanha) a 150 °C sob pressao de 3 MPa por 5 min. Cabe ressaltar que os moldes (duas

placas de aluminio) foram pré-aquecidos durante 1 min na temperatura de 150 °C.

Tabela 7. Formulagdes experimentais utilizadas para a producao de filmes a base de amido contendo
residuo de mirtilo.

) Residuo de
Concentracgéo de Percentual de glicerol em o .
) 3 ) mirtilo Agua (mL) Processo
amido (g/100 mL) relacdo ao amido (%)
(9/100 mL)
3
30 0,5 100 Casting
4
Concentracgéo de Percentual de sorbitol em Residuo de i
) B ) o Agua (mL) Processo
amido (g/100 mL) relacdo ao amido (%) mirtilo (%)
0
4
4 30 100 Casting
8
12
) Percentual de sorbitol em Residuo de i
Teor de amido B ] o Agua (%) Processo
relacdo ao amido (%) mirtilo (%)
0
4
* 30 25 Compressao
8
12

*Q teor de amido usado na preparagdo depende da quantidade de amostra necessaria para formacdo da massa utilizada para a
produgdo dos filmes.

3.6. Caracterizacéo dos filmes

A fim de padronizar os filmes, anteriormente as analises de caraterizagdo, 0s mesmos
foram acondicionados em ambiente com umidade relativa de 55% e temperatura controlada

de aproximadamente 25 °C por no minimo uma semana.
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3.6.1. Analise do teor de umidade e da solubilidade em agua

O conteudo de umidade dos filmes foi determinado gravimetricamente, medindo a
perda de massa dos filmes, apds secagem em estufa na temperatura de 105 °C por 24 h de
acordo com o método AOAC 930.04 (1990). Para a realiza¢dao da analise de solubilidade em
agua, seguiu-se a metodologia proposta por Hosseini, Razavi & Mousavi (2009) que se baseia
na diferenga de massa. Os filmes previamente secos em estufa foram imersos em béqueres
contendo aproximadamente 80 mL de agua destilada e armazenados na temperatura de 25 °C
por 24 h. Apos esse tempo, os filmes foram novamente pesados e a perda de massa foi
relacionada a solubilidade do material. Cada formulagdo foi analisada, pelo menos, em

duplicata, e cada amostra foi caracterizada em triplicata.

3.6.2. Anélise de permeabilidade ao vapor de 4gua

A andlise de permeabilidade ao vapor de agua foi feita conforme as normas da
ASTM E96 (2000). Para tanto, amostras de filmes foram sobrepostas em células de
permeacdo de aluminio preenchidas com silica (UR = 0%). Para promover a diferenca de
pressdo de vapor de agua, as células de permeacao foram colocadas em uma camara de vidro
contendo solucdo saturada de nitrato de magnésio (UR = 55% na T = 25 °C). Apds um
periodo de 48 h, as cépsulas de permeacdo foram novamente pesadas (Shimadzu ATY224,
Sao Paulo, Brasil) para avaliar o ganho de massa. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

dos filmes foi determinada em triplicata usando a Equacao (3.5):

PVA = tiA Aip (3.5)

sendo W ¢ a massa de agua que permeou através do filme (g); € representa a espessura dos
filmes (mm); A € a 4rea de permeagdo (m?); t representa o tempo de permeagdo (h); 4p € a
diferenca de pressao de vapor de 4gua entre os dois lados do filme (kPa). Para a anélise de
PVA, cada formulacdo foi analisada, pelo menos, em duplicata, e cada amostra foi
caracterizada em triplicata.

Na UPV/EHU, a analise de permeabilidade ao vapor de dgua foi realizada em uma
cAmara com umidade ambiente controlada PERME™ W3/0120 (Labthink Instruments Co.
Ltd., China) segundo ASTM E96 (2000). Capsulas de permeacdo com érea de 33 cm” foram
usadas. As condi¢des operacionais de temperatura e umidade relativa foram de 38 °C e 90%,

respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicata para cada formulacao.
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3.6.3. Andlise de espessura

A espessura dos filmes foi medida utilizando um micrometro digital (Mitutoyo IP 65,
Japao) em 5 pontos aleatorios em cada amostra de 8,5 cm de diametro. Pelo menos 5 amostras
de cada formulagao tiveram sua espessura avaliada.

Na UPV/EHU, a espessura dos filmes foi medida com um micrometro digital
QuantuMike Mitutoyo (Neurtek, Espanha), precisao de 0,001 mm. Foi realizada uma média

de cinco medi¢des em cada amostra em diferentes posigdes.

3.6.4. Analise do carater hidrofilico

O angulo de contato foi medido pelo método da gota séssil com o equipamento
KRUSS (Hamburgo, Alemanha). Agua deionizada (3 pL) foi gotejada na superficie dos
filmes utilizando uma microsseringa ¢ o software Drop Shape Analysis (DSA 4) para a
aquisi¢ao das imagens fotograficas. Os valores do angulo de contato foram medidos na
temperatura ambiente instantaneamente ap6s a aplicacdo das gotas de agua.

Na UPV/EHU, a andlise de angulo de contato foi realizada no equipamento Oca20
(Dataphysics Instruments, Neurtek, Spain) e o software SCA20 foi usado para aquisi¢ao das

imagens. Todas as medi¢des foram feitas em triplicata para cada formulagdo analisada.

3.6.5. Anélise de propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas usando um texturdmetro
(Texture analyzer TA.XT2i) de acordo com a ASTM (American Society for Testing and
Materials) método D882-12 (ASTM, 2012), que se aplica a determinag@o das propriedades de
tracdo de filmes com espessura inferior a 1 mm. Para tanto, pelo menos, 5 filmes de cada
formulagdo foram recortados (70 mm de comprimento e 25 mm de largura) e colocados no
equipamento com separagdo inicial das garras de 50 mm e velocidade de operacdo de
0,8 mm s”. Um esquema simplificado das etapas utilizadas para realizagio dessa analise estd

apresentado na Figura 18.

Os dados fornecidos pelo equipamento correspondem as curvas de tensdo versus
deformacdo de onde sdo obtidos os valores das propriedades mecanicas, como a resisténcia
maxima a ruptura [TS; MPa], a elongacdo maxima de ruptura [E; %] e o modulo de Young ou
modulo de elasticidade [MY; MPa]. Conforme comentado anteriormente, a deformagao ¢ o

alongamento relativo da amostra analisada em relacdo ao seu comprimento inicial. O modulo
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de elasticidade expressa a relacdo entre a resisténcia a tracao e a deformagao na regido eléstica

do filme (coeficiente angular da reta), sendo, portanto, um indicador de rigidez do filme.

(a) (b) © "3

Acondicionamento
dos filmes em
umidade relativa
controlada

Figura 18. Materiais para teste de tragdo: (a) condicionamento das amostras em umidade relativa
controlada; (b) corpo de prova nas dimensdes adequadas (100 x 25 mm); (c) analise em texturdmetro.

3.6.6. Andlise de estrutura quimica

A estrutura quimica dos filmes foi analisada por espectrometria no infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR), de maneira idéntica a descrita anteriormente no item 3.2.6.

3.6.7. Andlise de propriedades de barreira a luz

As propriedades de barreira a luz dos filmes foram determinadas por
espectrofotometria UV-vis (Jasco, Modelo V-630, Japao) avaliando a faixa de comprimento
de onda variando entre 200 e 800 nm. A opacidade das amostras foi calculada dividindo o
valor da absorbancia em comprimento de onda definido (A = 600 nm) pela espessura do filme.
Considerando um valor de espessura constante, quanto menores forem os valores da
absorbancia de uma amostra, menores serdo os valores de opacidade e, consequentemente, as

amostras apresentardo maior transparéncia. Essa andlise foi realizada somente na UPV/EHU.

3.6.8. Anélise morfoldgica

A morfologia da superficie e da secdo transversal dos filmes foi analisada usando um
microscopio eletronico de varredura (S-4800, Hitachi, Japao). As amostras foram fixadas em
um stub com fita dupla face e revestidas com ouro sob vacuo, usando um pulverizador i6nico
(JEOL-1100, Izasa Scientific, Espanha) sob atmosfera de argonio. Todas as amostras foram
examinadas usando uma tensdo de aceleracdo de 15 kV. Essa andlise foi realizada apenas na

UPV/EHU.
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3.6.9. Analise de cristalinidade

Para averiguar as estruturas cristalinas presentes, bem como o grau de cristalinidade
das amostras de amido e dos filmes produzidos a partir desses amidos, utilizou-se um
difratdmetro de raios-X marca Philips, modelo X’Pert MPD equipado com monocromador
curvado de grafite e anodo fixo de cobre, operando a 40 kV e 30 mA. As medi¢des foram
realizadas utilizando radiagio Cu Ka (1,54184 A), Kal (1,54056 A), Ka2 (1,54439 A) e KB
(1,39222 A), com passo de 0,05° por 1 s em cada passo e angulo (20) de varredura, variando
de 5-75°, com fendas de divergéncia e anti-espalhamento de 1/2°.

Na UPV/EHU, as analises de difracdo de raios X foram realizadas em um difratdmetro
PANalytical, operando em 40 kV e 40 mA (6 representa o valor do dngulo de incidéncia de
raios X nas amostras), usando uma fonte de radiagio Cu Ka (A = 1,5418 A). Os dados de

difracao foram coletados de 2,5 até 50°.

3.6.10. Analise de brilho

As analises de brilho (“gloss”) foram realizadas de acordo com a ASTM D-523 (2014)
com angulo de incidéncia de 60° usando um medidor de brilho Multi Gloss 268 Plus (Konica
Minolta, Espanha). Foram realizadas dez (10) medi¢des para cada composi¢ao. A média e o

desvio padrao dessas medidas foram reportados. Essa andlise foi realizada apenas na

UPV/EHU.

3.6.11. Analise de propriedades térmicas

Para a realizagdo das analises termogravimétricas (TGA), as amostras foram colocadas
em uma termobalanca (modelo Q50, TA Instrument) e aquecidas de 25 °C até 800 °C usando
10 °C min"' como taxa de aquecimento, em atmosfera de nitrogénio (50 mL min'l). A
temperatura de fusdo das amostras foi detectada por calorimetria diferencial exploratéria
(DSC), aquecendo-as de -60 °C até 250 °C usando 10 °C min" como taxa de aquecimento,
em atmosfera de nitrogénio (50 mL min'l).

Na UPV/EHU, as analises termogravimétricas foram realizadas em uma termobalanga
TGA SDTA 851 (Mettler Toledo S.A.E., Barcelona, Espanha), variando a temperatura entre
25°C e 800 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min™'; as analises foram realizadas sob
atmosfera de nitrogénio (10 mL min™") para evitar a ocorréncia de reagdes termo-oxidativas.

Além disso, as andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram realizadas em
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equipamento DSC 822 (Mettler Toledo S.A.E., Barcelona, Espanha). As amostras de filme
com e sem residuo de mirtilo (aproximadamente 3,5 mg) foram hermeticamente fechadas
usando cépsulas de aluminio para prevenir a perda de massa durante a analise. O aquecimento

foi feito usando 10 °C min™ de 50 °C até 250 °C sob atmosfera inerte (10 mL min" de N»).

3.6.12. Analise térmica dindmico-mecanica

As andlises térmicas dinamico-mecanicas (DMTA) foram executadas utilizando um
equipamento DMTA Explexor 100 N, Gabo Qualimeter (JM Toneu, Espanha). Os filmes
foram analisados em temperaturas variando entre -100°C e 50 °C sob uma taxa de
aquecimento de 2 °C min™'. As medidas de tensdo foram realizadas sob frequéncia constante
de 1 Hz e a deformacdo aplicada foi fixada em 0,08%. Essa analise foi realizada somente na

UPV/EHU.

3.6.13. Ensaios de migracéo de compostos fenolicos

Os ensaios de migra¢do de compostos fenolicos foram realizados de acordo com a
norma Europeia UE 2016/1416 (2011). Solugdes de etanol (96%, v/v) e acido acético (3%,
v/v) foram selecionadas como solug¢des simulantes representativas para alimentos gordurosos
e aquosos, respectivamente (TOVAR et al., 2005). Os testes de migragdo realizados por
imersdo total das amostras foram realizados da seguinte forma: 6 cm® de cada filme e 10 mL
do simulante foram colocados em frascos de vidro; em seguida, esses frascos (com filme e
solu¢do simulante) foram introduzidas em um ambiente com temperatura controlada (20 °C),
durante 10 dias. Imediatamente apds a exposicao dos filmes aos simulantes durante o periodo
de tempo pré-estabelecido, os filmes foram removidos dos frascos de vidro e medidas de
absorbancia UV-vis (Jasco, Model V-630, Toéquio, Japao) foram realizadas nas solugdes
simulantes. As amostras foram ensaiadas em triplicata para cada formula¢do de filme e para

cada agente simulante. Essa analise foi realizada somente na UPV/EHU.

3.6.14. Ensaio de inchamento (swelling) em agua

O inchamento dos filmes foi medido gravimetricamente de acordo com a norma
ASTM D 570 (1998), em triplicata. As amostras foram inicialmente pesadas (W,) € imersas
em agua destilada, e apos tempos fixos foram removidas e pesadas novamente (W;); utilizou-

se um papel para remover o excesso de dgua nesta etapa. As medi¢des foram feitas a cada 1 h
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nas primeiras 10 h de analise e apds 24 h. A porcentagem de inchamento (swelling) foi
calculada utilizando a Equagao (3.6):

Inchamento (%) = We— Wo)

x 100 (3.6)

o

3.6.15. Determinacédo do contetdo de matéria solavel total

O contetido total de matéria soluvel (TSM) foi expresso como a percentagem de
matéria seca do filme solubilizada apds imersao em diferentes meios durante 24 h
(GUERRERO et al., 2013). Solugdes acidas (pH 2,5), neutras (pH 7) e basicas (pH 10) foram
selecionadas para a realizagdo dos testes. O ajuste do pH das solugdes utilizadas foi realizado
utilizando 4gua destilada, HCl (1 mol L") ¢ NaOH (1 mol L'"). Os valores reportados no
presente trabalho representam a média de trés repeti¢des. Essa analise foi realizada somente

na UPV/EHU.

3.6.16. Analise de biodegradabilidade dos filmes em composto organico

A norma brasileira para avaliacdo da biodegradacdo e compostagem de embalagens
plasticas degradaveis e/ou de fontes renovaveis, ABNT NBR 15448 (2008), ¢ baseada nas
premissas da norma Europeia EN 13432 (2000): “Requirements for packaging recoverable
through composting and biodegradation”.

Para avaliagdo da biodegradabilidade dos filmes foi utilizado um composto organico
(solo) para imersdo das amostras a serem avaliadas. Por defini¢do, um composto organico ¢
obtido a partir do solo por biodegradacio de uma mistura que consiste principalmente de
residuos vegetais, com outros materiais organicos, ocasionalmente presentes, € na presenca de
conteudo mineral limitado (BRIASSOULIS, 2007; CERRUTI et al., 2011).

A amostra de solo foi caracterizada segundo metodologias da EMBRAPA (1997,
1998) para pH, teor de umidade e matéria organica; SMEWW 2540-G para solidos totais e
EPA 200.2 para conteudo de foésforo. O composto organico (solo) utilizado no presente
trabalho apresentou pH bésico (8,6 +0,1), 287 £47 g de carbono por kg de amostra,
30,7% % 0,2% de solidos totais, 69,2% = 0,1% de umidade e 6,165 + 1,141 mg de fosforo por
kg de amostra.

As amostras de filmes preparadas por casting (contendo 4% de amido sem e com
residuo de mirtilo em diferentes granulometrias (0,5 g) foram cortadas em pedagos de

25 mm x 25 mm e acondicionadas em telas de plastico para facilitar a sua retirada apos serem
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enterradas no solo. Os testes foram realizados sob condi¢cdes ambiente de temperatura
(~25 °C) e pressdo. Para a realizagdo da analise de biodegradabilidade, as amostras foram
enterradas no solo at¢ uma profundidade de aproximadamente 10-20 mm em um recipiente de
polipropileno estéril contendo cerca de 40 mg do composto organico (solo). As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente e agua foi pulverizada uma vez por dia para manter a
umidade. Em diferentes periodos de tempo, as amostras foram cuidadosamente removidas do
solo e registros fotograficos foram realizados. O processo de desintegragao foi monitorado
qualitativamente por inspe¢ao visual de acordo com Cerruti et al. (2011) e Pifieros-Hernandez

et al. (2017).

3.7. Testes para validacdo dos filmes produzidos com residuo de mirtilo como

embalagem inteligente

Além das analises de caracterizacdo dos filmes descritas anteriormente (umidade,
solubilidade, permeabilidade ao vapor de dagua, espessura, propriedades mecanicas,
estruturais, térmicas, Oticas, grau de biodergradagdo e capacidade de migracao) foram feitos
testes colorimétricos para avaliagdo dos filmes como indicadores de mudanga de pH.
Adicionalmente, os extratos antocidnicos foram analisados por espectrofotometria UV-vis em

diferentes pHs. As metodologias estdo descritas a seguir.

3.7.1. Teste colorimétrico para avaliacédo dos filmes como indicador de mudanca de pH

Amostras dos diferentes filmes obtidos foram cortadas (2 x 2 cm) e submersas em
solugdes tampdo com valores de pH variando entre 2 e 12, a fim de avaliar seu potencial
como indicador colorimétrico. Apos a imersdao em solugdes tampao com diferentes valores de
pH, a mudanca de cor dos filmes ocorreu instantaneamente, no entanto, foi estabelecido que a
leitura colorimétrica das amostras seria realizada ap6s um tempo de 20 min de imersdo nas
solugdes tampdo, para padronizar as respostas, minimizando, desta forma, possiveis
diferencas de variacao de cor decorrentes de diferentes tempos de contato. Os calculos de
diferencga total de cor (4AE*) foram realizados utilizando como padrdo a amostra original ndo
submetida ao teste de mudancga de cor.

As analises de cor foram realizadas em colorimetro de bancada ColorQuest XE (Hunter
Laboratory, USA) usando a escala CIELab* com D65 como iluminante e angulo de

observacado de 10° (CIE, 1978). Os valores encontrados para os parametros de analise de cor
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correspondem a média de trés determinacdes. A coordenada L* ¢ uma medida de
luminosidade, com valores variando de O (totalmente preta) a 100 (totalmente branca). A
coordenada de cromaticidade a* pode assumir valores negativos (cor verde) e valores
positivos (cor vermelha), enquanto que a coordenada de cromaticidade b* pode variar de
valores negativos (cor azul) a positivos (cor amarela); este comportamento pode ser
observado nos diagramas apresentados na Figura 19. As diferengas de cor sdo determinadas
pelo parametro AE*, que ¢ calculado pela distancia Euclidiana entre dois pontos em um
espago tridimensional definidos pelos parametros L*, a* e b*. Matematicamente, o parametro

colorimétrico AE* pode ser descrito pela Equacdo (3.7), apresentada a seguir:

AE* = J(AL*Y +(Aa*) +(Ab*)? (3.7)

Neste espaco de cor, C*,, representa a saturagao ¢ hay € o angulo de tonalidade. O
valor de saturacdo C*,, representa a distdncia do eixo de luminosidade (L*) e inicia em zero
no centro. O angulo de tonalidade comega no eixo +a* e se movimenta em sentido anti-
horario, medido em graus em uma escala de 0° a 360°, por exemplo: 0° ¢ vermelho e 90° ¢
amarelo. Uma cor em qualquer um dos planos a* e b* também pode ser descrita em termos de
cromaticidade ou Chroma (C*y) e do seu angulo de tonalidade, hz. O valor de

Chroma (C*4) e o angulo hyy podem ser determinados a partir das Equagdes (3.8), (3.9),
(3.10) e (3.11) descritas a seguir (CIE, 1978):

' =@ +(0*F (3.8)

h,, =tan"'(b*/a*)  quando a* e b* sdo positivos (3.9)
h, =180+tan'(b*/a*) sea* e b* negativos e se a* negativo e b* positivo (3.10)
h,, =360+tan"'(b*/a*) quando a* positivo e b* negativo (3.11)

(Amarelo) ___
+b* 90

Tonalidade

Croma C*

Angulo da
tonalidade h..

(Vermelho)o;
+a"

180°
(Verde)
.a'

(Azul)
270° -b*

Figura 19. Diagramas representativos do sistema de cores CIELAB. (Fonte: CIE, 1978).
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Na UPV/EHU, as andlises de cor foram realizadas no equipamento CR-400 Chroma-
Meter (Konica Minolta, Espanha). Os filmes foram colocados em uma superficie plana de
coloragdo padrdo branca (L* = 97,39, a* = 0,03 e b* = 1,77) usada como superficie controle
de calibragdo. A amostra contendo somente amido foi usada como padrao para calcular os

valores de diferenca de cor global (4E*).

3.7.2. Aplicacdo dos filmes contendo residuo de mirtilo em solucbes aquosas e alimentos

ApoOs a imersdao em solugdes tampao com diferentes valores de pH, a mudanga de cor
dos filmes também foi avaliada em solugdes aquosas e alimentos. A mudanca de cor foi
avaliada comparando as diferengas de cor entre filmes antes e depois de um tempo de imersao
padrao (fixado em 20 min, conforme comentado anteriormente), no respectivo valor de pH,
nas seguintes solugdes aquosas utilizadas como simulantes alimenticios ou alimentos: dgua
destilada (pH 5,6), solugao de sal (pH 7), solucao de sacarose (pH 6), proteina do leite (pH 6),
6leo de milho (pH 6) e carne de frango (pH 5,8).

No Brasil, os testes utilizando as solu¢des aquosas que simulam o comportamento dos
alimentos devem ser realizados de acordo com a Resolucdo do Conselho Colegiado (RDC) n°
105/1999 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 1999) e RDC n° 51/2010 (ANVISA,
2010). As solugdes aquosas que simulam o comportamento dos alimentos, apresentando
propriedades fisico-quimicas semelhantes as dos alimentos, podem ser utilizadas como
alternativa nos ensaios de migracdo devido a complexidade das matrizes alimenticias
(ARVANITOYANNIS & BOSNEA, 2004; GARDE et al., 2001; RIBEIRO- SANTOS et al.,
2017). A agua foi selecionada como uma solucao aquosa simulante para representar produtos
alimenticios contendo alto teor de agua (alimentos aquosos) (BANER et al., 1992). As
solugdes de sal e actcar foram preparadas de acordo com a metodologia utilizada por Suciu et
al. (2013). Os outros sistemas simulantes foram escolhidos para avaliar o comportamento da
mudanca de cor nos produtos alimenticios baseados em proteinas. O 6leo de milho foi
avaliado como um simulador em produtos alimenticios ricos em compostos lipidicos. No caso
da aplicacdo dos filmes em pedacos de carne de frango, utilizou-se um meio estéril e técnicas
adequadas de aplica¢do dos filmes em contato direto e indireto (préximo da amostra) com o

produto alimenticio avaliado (SILVA-PEREIRA et al., 2015).
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3.8. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica levando em consideragdo os
filmes feitos com o mesmo tipo de amido, em diferentes concentracdes. As andlises de
variancia entre as amostras ¢ o Teste de Tukey foram feitos no software STATISTICA 8.0

(Statsoft Inc., Tulsa, USA) com nivel de confianga de 95% (p < 0,05).

Para fins de comparagdo, as mesmas analises realizadas para os filmes de amido
produzidos no presente trabalho, foram realizadas para filmes atualmente comercializados,
tais como: PVC [poli(cloreto de vinila)], popularmente conhecido como filmito; PEBD
(polietileno de baixa densidade), comumente usado como embalagem para alimentos;
PARAFILME “M”, PM-996, WI 54956 (Neenah, Wisconsin, USA). O Parafilm M® ¢é um
filme de parafina plastica com papel, ¢ um termopléstico ductil, maleavel, a prova d'agua,
inodoro, transparente e coesivo. Além disso, as andlises também foram realizadas para um
filme a base de amido de milho, conhecido como BioBag (International AS | Hovsveien 8, N-
1831, Askim, Noruega) utilizado na Noruega como sacos para acondicionamento de lixo

organico que posteriormente ¢ enviado para compostagem.

Para avaliar os resultados obtidos na Parte I desta Tese, a Andlise de Componentes
Principais (ACP) também foi realizada usando a matriz de covaridncia no software
STATISTICA 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA). Os parametros fisico-quimicos (espessura,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade em 4gua e teor de umidade) e as propriedades
mecanicas (resisténcia a tragdo, percentual de elongac¢do e médulo de Young) foram utilizados
como variaveis ativas e as amostras (filmes contendo diferentes fontes e contetdos de amido

preparados pela técnica de casting) foram projetadas no espago do fator.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas Partes I, II e III do
trabalho, conforme apresentado anteriormente nos fluxogramas das Figuras 1 e 2. Inicialmente, os
resultados de caracterizagdo dos amidos de milho, trigo, mandioca e batata, utilizados como
matérias-primas, e dos materiais desenvolvidos a base desses amidos sdo discutidos. Em seguida,
sao apresentados os resultados referentes a caracterizagdo do residuo obtido a partir do
processamento do suco de mirtilo e dos filmes produzidos por casting e por termocompressao com
a incorporagdo desse residuo. Além disso, os resultados dos experimentos para avaliagdo da
capacidade de migracdo dos compostos fendlicos da embalagem para o meio, assim como da
capacidade de mudanca de coloracao dos filmes devido a presenca de antocinaninas em fung¢do do
valor do pH das solucdes de imersdo estdo apresentados. Finalmente, os resultados dos testes de
aplicacdo feitos em solu¢des aquosas e produtos alimenticios para avaliagdo da capacidade de

mudanga de cor também sao discutidos.
4.1. Parte | — Caracterizacdo dos diferentes amidos e dos filmes a base de amido

4.1.1. Caracterizacdo fisico-quimica dos diferentes tipos de amido

Nas Tabelas 8 e 9 e nas Figuras 20, 21 e 22 estdo apresentados os resultados da
caracterizacdo dos amidos (milho, mandioca, trigo e batata) quanto ao conteido de umidade, teor de
amilose e amilopectina, morfologia do granulo, distribuicdo granulométrica, estrutura quimica,
padrao e indice de cristalinidade.

O contetido de umidade observado para os todos os amidos variou entre 9,2 e 14,5%. O teor
de umidade do amido ¢ um parametro que pode influenciar mais significativamente durante a etapa
de termoprocessamento das amostras. Os valores encontrados para oconteido de amilose e
amilopectina apresentaram resultados muito semelhantes para os amidos de milho, mandioca e

trigo; entretanto, para o amido de batata, o teor de amilose (aproximadamente 10%) foi inferior ao
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valor obtido para os outros amidos. Cano et al. (2014), Weber, Collares-Queiroz & Chang (2009) e
Majzoobi & Beparva (2014) encontraram valores similares aos apresentados na Tabela 8 para os
amidos de batata (9,2%), milho (28%) e trigo (24-25%), respectivamente. No entanto, conteudo de
amilose para o amido de mandioca (18%) encontrado por Muiioz et al. (2015) foi inferior ao valor

encontrado no presente estudo.

Tabela 8. Resultados das analises de teor de umidade, contetido de amilose ¢ amilopectina e indice de
cristalinidade dos amidos de milho, mandioca, trigo ¢ batata.

Amido Teor d(%Tidade Amilose (%)  Amilopectina (%0) crist;ﬂ?\iifjeagg (%)

Milho 135+0,3°" 28,5 71,5 14,3
Mandioca 145+0,1% 26,9 73,1 13,1

Trigo 12,4+0,1°€ 27,4 72,6 11,9

Batata 92+0,2° 9,9 90,1 21,1

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

A andlise de cristalinidade dos granulos de amido apresentada na Figura 20 permitiu
confirmar os tipos de cristais previamente descritos na literatura; o padrdo A ¢ tipicamente
encontrado em amidos de cereais (milho e trigo), o padrdo B ¢ caracteristico de amidos de
tubérculos (batata), o padrdo C ¢ uma mistura dos tipos A e B (mandioca). O amido do tipo C
apresenta caracteristicas de A e B, mas predominantemente A, sendo a mandioca um exemplo
tipico. Adicionalmente, o indice de cristalinidade calculado, que também estd apresentado na
Tabela 8, permite correlacionar esse resultado com a andlise do teor de amilose, uma vez que
granulos de amido com menor teor de amilose apresentam maior cristalinidade.

O indice de cristalinidade encontrado para o amido de milho foi de aproximadamente
14,3%, muito similar ao reportado por Weber, Collares-Queiroz & Chang (2009). No entanto,
valores inferiores foram encontrados para o amido de batata e de mandioca, quando comparados aos
resultados de Hoover (2001) para o amido de batata (28%) e de mandioca (38%). Quanto ao indice
de cristalinidade do amido de trigo, ndo foram encontrados valores na literatura para fins de
comparacao.

Os resultados da analise granulométrica dos amidos por difracdo a laser estdo apresentados
na Tabela 9. Uma avaliagdo desses resultados permite verificar que o didmetro médio dos granulos
variou entre 11 e 43 um; os amidos de milho e de mandioca apresentaram as menores faixas de

tamanho de particula dentre os amidos testados, como consequéncia, as distribui¢cdes de tamanho
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mais estreitas. Os resultados foram muito semelhantes para estes amidos, que apresentaram
didmetros variando entre 1,5 ¢ 20 pm; o amido de trigo apresentou distribui¢do de tamanhos
variando entre 3 e 30 um, enquanto o amido de batata apresentou a distribuicdo de tamanhos mais
larga e os maiores valores de tamanho de granulo, que variaram entre 20 ¢ 65 pum. Adicionalmente,
pode-se verificar que, exceto para o amido de batata, que apresentou distribui¢ao granulométrica
unimodal, todos os outros amidos apresentaram distribui¢do bimodal com a presenca de ombros
(estes resultados estdo apresentados no APENDICE III). Resultados similares foram encontrados
por MUNOZ et al. (2015) que avaliaram diferentes tipos de amido e encontraram o didmetro médio
dos granulos variando entre 15 e 45 um, sendo que o amido de batata apresentou os maiores
tamanhos de granulos (entre 21,1 e 80,7 um) e o amido de mandioca a distribui¢do mais estreita e
os menores valores de tamanho de granulos (entre 9,5 e 25 um). O amido de milho apresentou

valores variando entre 8,3 € 25 um e o amido de trigo entre 4,4 e 40 pm.

Tabela 9. Analise granulométrica dos amidos utilizados para a producao dos filmes.

Analise granulométrica (um)

Amido Diametro Disperséo
D(0,1) D(0,5) D(0.,9) médio (Span)
Milho 1740,1%¢  13.03+0,01¢  192+02° 12,17 +0,07° 1,34+0,01°
Mandioca ~ 1,54+0,01° 12,55+0,06°  19,7+03¢ 11,9 0,2 1,45 +0,02*
Trigo 2,99+0,06° 18,07+0,01°  28402°  17,09+£0,06°  1,41+0,01""
Batata 197+05%  434+01% 651406  42,60+£0,02°  1,04+0,03

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

**Média de trés repetigdes = desvio padrio. D(0,1 pm): didmetro de particula correspondente a 10% da distribuigdo
acumulada; D(0,5 pm): didmetro de particula correspondente a 50% da distribui¢ao acumulada; D(0,9 um): diametro de particula
correspondente a 90% da distribui¢do acumulada; Didmetro médio (um): didmetro médio em volume; Span = medida de dispersdo
granulométrica.
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Figura 20. Espectros de difra¢do de raios-X dos granulos de amidos de milho, de trigo, de mandioca e de batata.
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Na Figura 21 estdo apresentados os resultados da analise morfoldgica dos granulos de amido
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV); diferentes aumentos foram usados para facilitar a
visualizagdo do formato dos granulos de amido. E possivel verificar que o amido de milho possui
uma forma poliédrica e arredondada, o de mandioca possui forma redonda ou oval, o de trigo
apresenta forma esférica-eliptica ou lenticular, enquanto o amido de batata apresenta forma ovalar.
Esses resultados concordam com as informagdes da literatura (HOOVER, 2001; SINGH et al.,
2003; MUNOZ et al., 2015) e também com os resultados da analise granulométrica, visto que o
amido de batata apresentou, claramente, granulos maiores com menor dispersdo de tamanhos em

comparagdo aos outros amidos.

TM3000_5734 2015/04/30 09:21 HL D4.9 x1.0k 100 um TM3000_5728
15 kV 15 kV

2015/04/30 09:01 HL D4.8 x1.5k 50 um

TM3000_5730 2015/04/30 09:11 HL D4.3 x1.5k 50 um
15 kV

2015/04/30 09:26 HL D4.9 x1.0k 100 um

TM3000_5735
15 kv

Figura 21. Fotomicrografias dos amidos de (a) batata, (b) trigo, (c¢) milho e (d) mandioca com ampliagdo de
1000 x para amidos de batata e de mandioca e de 1500 x para os amidos de trigo ¢ de milho.
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Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos diferentes amidos
estdo apresentados na Figura 22. Verificou-se que amidos provenientes de diferentes fontes
possuem o mesmo espectro de FTIR. O resultado dessa analise mostra que eles apresentam ligacdes
quimicas idénticas, visto que foram identificados picos nos mesmos numeros de onda, com as
mesmas intensidades; os amidos exibiram os seguintes picos tipicos de polissacarideos. A faixa de
estiramento O-H e a intensidade das bandas correspondem a grupos ligados por ‘ligagdes de
hidrogénio’ intermoleculares (PERIOTTO, 2012 ¢ BARTZ et al., 2012):

e 1000 cm™: ligagdes C-C e C-O dos anéis aromaticos;
e 1400-1600 cm™: vibragdes dos anéis aromaticos, compostos fenolicos e hidrocarbonetos;
e 2900 cm™': estiramento C-H;

e 3300 cm™: umidade e ligagdes de hidrogénio do grupamento hidroxila (OH).

- 250

- 200
=
S~
A

- 150 =
[®)
=
<=
=
B

- 100 &
s
=

- 50

—— Amido de batata ——Amido de mandioca
Amido de milho —Amido de trigo
| . . T . T . . . 0
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (cm)

Figura 22. Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos amidos de batata, milho, trigo
e mandioca.
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4.1.2. Formacao de estruturas a base de amido de batata

O aspecto visual dos filmes a base de amido de batata (identificados pela letra B, seguida
pelo conteido de amido por 100 mL) processados por casting e espalhados em diferentes
gramaturas: a (0,43 g.cm'z), b (0,34 g.cm'z) e ¢ (0,22 g.cm'z) estdo apresentados na Figura23. E
possivel verificar que independente da formulacdo e da quantidade de solucdo utilizadas, a
formacao de filmes continuos a partir do amido de batata nao foi possivel e, portanto, os filmes de
amido de batata ndo puderam ser caracterizados.

Segundo Bortnowska et al. (2014), o amido de batata necessita de hidratacdo, previamente
ao processo de gelatinizagcdo, para viabilizar a formacdo de filmes; essa alternativa também foi
testada, assim como o aumento do teor de glicerol na formulagdo, entretanto, os resultados nao
foram promissores, ou seja, novamente, ndo houve formacao de estruturas filmogénicas continuas.
Outros autores (Balakrishnan et al. (2017), Veldsquez et al. (2015) e Moreno et al. (2015) que
trabalharam com amido de batata para confeccdo de filmes, obtiveram matrizes continuas. No
entanto, os amidos utilizados por eles apresentaram teores de amilose (acima de 18%) maiores que
o utilizado no presente trabalho (10%). Isto sugere que ndo houve formacao de filmes continuos
devido ao teor muito baixo de amilose, visto que a presenga deste composto € essencial para a
formacao das redes tridimensionais.

Esse resultado corrobora com o reportado por Garcia et al. (2000), esses autores afirmaram
que a formagdo de filmes estd diretamente associada a presenca de amilose. A hipdtese de ndo
formacao de filmes continuos devido ao baixo teor de amilose pode ser refor¢ada pelos resultados
encontrados por Colussi et al. (2017), que relataram resultados similares aos descritos no presente
trabalho quando tentaram produzir filmes de amido de arroz com baixo teor de amilose (8%).

Outro fator que pode ter sido a causa da ndo formacao do filme continuo de amido de batata
¢ descrito por Myllarinen et al. (2002). Esses autores citam que a amilopectina por si s6 pode
recristalizar em algumas circunstancias, visto que o processo de recristalizagcdo ¢ favorecido para
cadeias que possuem comprimento médio de 15 DP (grau de polimerizagdo) ou mais. Lembrando
que a amilopectina apresentam cadeias com DP maiores do que a amilose. Desta forma, os filmes
de amido de batata sdo mais suscetiveis a formar filmes semicristalinos do que outros tipos de
amidos com maior teor de amilose. Além disso, Goodfellow & Wilson (1990) relatam que a
presenca de amilopectina em elevadas quantidades no amido pode promover a recristalizagdo da

amilose.
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Figura 23. Aspecto visual dos filmes a base de amido de batata processados por casting (identificados pela letra B seguida pelo contetdo de amido por 100 mL)
espalhados nas gramaturas de 0,43 g.cm’z, 0,34 g.cm’2 e 0,22 g.cm’z, respectivamente.
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Além disso, Goodfellow & Wilson (1990) citaram que a cristalizagdo das cadeias laterais
helicoidais da amilopectina pode produzir se¢des rigidas dentro da molécula, aumentando a forca do
gel. No entanto, na molécula de amilose, a transicdo das cadeias para o formato de hélice ¢ um
processo intermolecular, que leva diretamente a criagdo de uma rede tridimensional. Em outras
palavras, as cadeias de amilopectina, durante o processo de gelatinizagdo, apresentam um aumento
da forca do gel, mas ndo ocorre um aumento da extensdo da rede de gel. Portanto, a rede
tridimensional de amido de batata contendo apenas 10% de amilose parece ser insuficiente para
promover a formagao de um filme continuo.

Estas hipdteses permitem explicar os resultados encontrados no presente trabalho e podem
ser confirmadas pela andlise de cristalinidade comparativa dos filmes de amido de batata, milho,
trigo e mandioca. Os resultados da analise de cristalinidade representados pelos difratogramas dos
granulos de amidos avaliados e os filmes produzidos a partir desses amidos estdo apresentados no
APENDICE 1V.

As formulagdes contendo amido de milho, trigo ou mandioca permitiram a formagdo de
filmes continuos e flexiveis, os quais apresentaram estrutura amorfa (ou seja, os granulos perderam
sua estrutura semicristalina durante a gelatinizacdo sob as condicdes de processamento). Por sua
vez, os filmes de amido de batata apresentaram estrutura semicristalina, com picos bem definidos e
coincidentes com os picos apresentados no difratograma do granulo de amido de batata. O filme de
amido de batata apresentou indice de cristalinidade médio de 13,3%.

Assim como os filmes apresentados neste trabalho a base de amido de mandioca, milho e
trigo, a maioria dos filmes de amido recém-preparados sdo, basicamente, amorfos (RINDLAV et
al., 1997; RINDLAV-WESTLING et al., 1998; GARCIA et al., 2000), embora alguns filmes de
amilose possam apresentar leve cristalinidade (< 10%) (MYLLARINEN et al., 2002). Isto acontece,
pois, posteriormente a solubilizacdo e a completa gelatinizacdo, o granulo de amido perde a sua
cristalinidade, que raramente € restaurada apos o processo imediato de secagem, porque a taxa de
retrogradacdo ou a recristalizacio do amido ¢, frequentemente, muito mais lenta do que a
velocidade de secagem (RITZL et al., 1998). Embora o processo de envelhecimento de filmes de
amido possa torna-los semicristalinos, a maioria dos filmes permanece amorfo ap6s armazenamento

prolongado (RINDLAYV et al, 1997; RINDLAV-WESTLING et al, 1998).
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4.1.3. Caracterizacao dos filmes a base de amido de milho com contetdo de glicerol fixo

Nesta etapa do trabalho foram avaliados filmes produzidos por casting com glicerol em
quantidade fixa (0,9g por 100 mL de solu¢do), em diferentes gramaturas. A quantidade de solucao
filmogénica utilizada para produzir os filmes por casting esta identificada por letras: a representa
0,43 g.cm™, b corresponde a 0,34 g.cm™ e ¢, 0,22 g.cm™. Os filmes produzidos foram caraterizados
quanto a espessura, ao contetido de umidade, a solubilidade em agua, a permeabilidade ao vapor de
agua e em relacdo as propriedades mecanicas.

Cabe ressaltar que dependendo da quantidade de amido e da gramatura utilizadas, algumas
amostras ndo apresentaram formacao de filmes continuos passiveis de caracterizacdo. Somente as
formulacdes com baixos teores de amido de milho (2 e 3 g por 100 mL) foram caracterizadas ao
utilizar a maior gramatura (0,43 g.cm'z). Entretanto, a redug¢do na quantidade de solugao
(0,34 g.cm™ e 0,22 g.cm™) usada para o espalhamento em placas de Petri possibilitou a formagéo de
filmes com maior conteido de amido (2, 3 e 4 g por 100 mL). Segundo Mali et al. (2010), o
controle da espessura dos filmes produzidos por casting ¢ uma etapa que exige atengdo e ¢, ainda,
um parametro pouco estudado. Este pardmetro influencia largamente as propriedades mecanicas e a
permeabilidade ao vapor de dgua de filmes hidrofilicos. A espessura ¢ influenciada pela quantidade
de glicerol usada, pela técnica de preparo dos filmes e, principalmente, pelas caracteristicas das
matérias-primas utilizadas.

Apesar das tentativas de modificacdo da espessura dos filmes, as solugdes filmogénicas
contendo 5 e 6 g de amido de milho por 100 mL de solucao filmogénica (e a formulacao contendo
4 g de amido e gramatura de 0,43 g.cm™) ndo possibilitaram a formacdo de filmes, independente da
quantidade usada durante o espalhamento, provavelmente devido a baixa relacdo entre o conteudo
de amido e de plastificante utilizada. Alguns autores (MALI et al., 2010; MULLER et al., 2009)
discutem que seria necessaria a utiliza¢do de pelo menos 30% de plastificante em relagao ao teor de
amido (m/m) para que ocorra a formagdo de filmes. Desta forma, os resultados encontrados
sugerem que possivelmente ndo houve formagdo de filmes devido a baixa razdo entre a quantidade
de amido e de plastificante utilizada (18% e 15%, em relagdo ao conteudo de amido 5 e 6 g por
100 mL de solucdo filmogénica, respectivamente). Sendo assim, para as proximas etapas os filmes
foram produzidos com uma quantidade fixa de 30% de glicerol em relagdo ao teor de amido
utilizado, ou seja, utilizando uma razao amido/glicerol constante.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 10 e na Figura 24, verificou-se uma

tendéncia, visto que o aumento do teor de amido promoveu, em geral, aumento da espessura dos
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filmes, e redug¢do do conteudo de umidade e dos valores de permeabilidade ao vapor de agua. Isto
ocorreu devido ao aumento do teor de solidos na formulagdo, que torna a rede polimérica mais
densa e, consequentemente, menos permeavel, prevenindo, ou pelo menos, retardando a
transferéncia de massa entre o produto e o ambiente. Além disso, o aumento do conteudo do teor de
amido afetou as propriedades mecanicas, visto que foi percebida uma tendéncia de maiores valores
de tensdo ruptura, elongacdo maxima e modulo de Young ou médulo de elasticidade, quanto maior
o conteudo de amido.

Quanto a analise de solubilidade, apesar de existirem diferencas entre os valores,
independente da formulacdo utilizada, a solubilidade dos filmes variou entre 18% (filmes com
maior contetido de amido) e 30% (filmes com menor teor de amido), mostrando que todos os filmes
produzidos sdo praticamente insoluveis em dagua (T =25 °C). Salas-Valero, Tapia-Blacido e
Menegalli (2015) produziram filmes a base de amido de milho, glicerol e farinha cafiihua por
casting e encontraram valores de umidade variando entre 13 ¢ 14% e solubilidade variando entre 34
e 36%, semelhantes aos valores encontrados no presente estudo. Santacruz et al. (2015) avaliaram
formulacdes filmogénicas a base de amido de batata e de mandioca e também encontraram valores
de solubilidade semelhantes (variando entre 33 e 40%) aos valores do presente trabalho. De acordo
com Kim et al. (2015), a baixa solubilidade de filmes de amido esta relacionada as fortes ligagdes

intermoleculares entre as cadeias de amido, o que impede a dissociagao do polimero.
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Tabela 10. Resultados das analises de caracterizacdo dos filmes de amido de milho produzidos por casting com teor fixo de glicerol e diferentes gramaturas.

Filmes Espessura (mm) Umidade (%) Solubilidade (%0) Pl\/ A_2 1 TS (MPa) E(%) MY (MPa)
(@mmh m kPa)
M2 a 0,130 + 0,02 *¢ 39,7+2,14 17,922 8¢ 0,53 +0,07* 22+02° 46 + 6 °F 34+10°5¢
M3 a 0,173 +0,04 4 247+25€ 199+1,1° 0,45+0,01 4 2,4+0,1P 128 + 134 36 +2 8¢
M2 b 0,075+ 0,01 ° 31,4+3,8" 16,4 + 0,8 B¢ 0,34+0,03 2,9+0,1 P 70+ 7P 3342 8¢
M3 b 0,115+0,02 € 204+1,6C 19,3 £4,1 ¢ 0,32 = 0,05 ®¢ 2,9+0,1°%"  103+£10%" 48 +3 B
M4 b 0,156 £ 0,02 *® 20,8 +2,5 P 157+4,0° 0,29 + 0,04 5P 3,9+0,14 122+94 65+3%
M2 ¢ 0,066 = 0,02 ° 234+0,8 27,4+0,94 0,31 +0,01 ®¢ 3,1+0,3 " 41+6°" 23+7°€
M3 ¢ 0,079 £ 0,01 ° 182+42° 17,8 £4,7 ¢ 0,25 + 0,02 <° 2,9+0,2 5P 63+7 P 30+1°€
M4 ¢ 0,108 £ 0,01 © 18,5+£2,4° 149+2,1°€ 0,15+0,01° 3,4+0,6%" 87 £29 "¢ 48+9°

*os filmes estdo identificados com a letra M seguida pelo contetido de amido por 100 mL.

**a5 gramaturas de espalhamento da solugdo filmogénica estdo representadas por a (0,43 g.cm™), b (0,34 g.cm™) e ¢ (0,22 g.cm™).
***Tensao de ruptura (TS), elongagdo maxima (E) e médulo de Young ou modulo de elasticidade (MY).

****etras diferentes nas colunas indicam que houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Figura 24. Aspecto visual dos filmes a base de amido de milho (identificados pela letra M seguida pelo contetido de amido por 100 mL) produzidos por casting com
teor fixo de glicerol em diferentes gramaturas (a: 0,43 g.cm™, b: 0,34 g.cm™e ¢: 0,22 g.cm™).
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A solubilidade em agua direciona a aplicacdo do filme como embalagem para produtos
alimenticios. Em alguns casos, a sua total solubilizagdo em agua pode ser benéfica, como nos
produtos semiprontos que utiliza cozimento por contato direto em agua. Entretanto, quando o
alimento ¢ liquido ou pastoso ou com elevada atividade de 4gua, filmes com elevada solubilidade
em agua ndo sdo indicados (FAKHOURI et al., 2007). Spada et al. (2014) produziram filmes de
amido de pinhdo, goma xantana e glicerol e encontraram valores de solubilidade variando entre 18 e
20%, semelhante aos valores encontrados no presente estudo. Wang et al. (2007) encontraram
maiores valores de solubilidade (aproximadamente 32%) para filmes de amido de batata, e
Tongdeesoontorn et al. (2011) encontraram valores ainda mais altos, aproximadamente 73%, para
filmes de amido de mandioca e glicerol. Elevada solubilidade em agua ¢ requerida para alimentos
que possuem contato direto com a dgua durante o processo de cozimento ou quando o revestimento
¢ projetado para ser ingerido, ou seja, quando utilizado como filme comestivel. Entretanto, baixa
solubilidade ou até mesmo insolubilidade em agua ¢ desejada em produtos para que a integridade da
embalagem seja mantida mesmo em condigdes ambiente. Filmes com baixa solubilidade em agua
sd0 necessarios para prote¢do dos produtos alimenticios com atividade de agua intermediaria ou

elevada.

Os resultados das analises de espessura, umidade, solubilidade em agua, permeabilidade ao
vapor de agua e propriedades mecanicas para os filmes de amido de milho produzidos com razado
amido/glicerol fixada em 30% em relagcdo ao teor de amido (utilizou-se a letra G para facilitar a
identificacdo dessas amostras) estdo apresentados na Tabela 11 e na Figura 25. Verificou-se que
apesar do percentual de glicerol ter sido fixado em 30% em relacdo ao teor de amido, ndo houve a
formacao de filme para as solugdes filmogénicas contendo 4 ¢ 5 g de amido por 100 mL na
gramatura a (0,43 g.cm™) e para a solugio filmogénica contendo 6 g de amido por 100 mL nas
gramaturas a e b (0,43 g.cm™ e 0,34 g.cm™, respectivamente). Esse resultado sugere que, ainda mais
importante do que o teor de plastificante em relacdo ao conteudo de amido utilizado nas
formulagdes, a quantidade de solugdo filmogénica, e consequentemente, a espessura dos filmes ira
influenciar na capacidade de formagdo de filmes. Assim, relacionou-se a ndo formagao do filme
com a uniformidade do processo de secagem, visto que quanto maiores a quantidade e a viscosidade
do material a ser seco, maiores sdo as dificuldades envolvidas no processo de evaporagdo do
solvente, influenciando na difusdo e convec¢do do ar de secagem. Além disso, pode ocorrer a

formacdo de caminhos preferenciais durante a secagem dos filmes.
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Tabela 11. Resultados das analises de caracterizagdo dos filmes de amido de milho (identificados pela letra M seguida pelo conteido de amido por 100 mL)
produzidos por casting com 30% de glicerol (G) e diferentes gramaturas (a: 0,43 g.cm™, b: 0,34 g.cm™e c: 0,22 g.cm™).

PVA
Filmes Espessura (mm) Umidade (%0) Solubilidade (%0) 12 -1 TS (MPa) E(%) MY (MPa)
(gmmh m kPa)
M2G a 0,121 + 0,03 PF 30,7 + 1,54 21,6 + 0,6*5¢ 0,30 + 0,03°PF 5,2+0,1 B¢ 71 + 14 PF 33+£5°€
M3G a 0,184 +0,014 23,1 + 4,65 20,3 +3,95¢ 0,27 + 0,02 PF 87+0,1% 74 + 6 5P 115+124
M2G b 0,088 + 0,01 F 22,1 +2.45C 26,5 +2,6% 0,32 + 0,02 ABCP 45+0,3P 41 +12°F 100 + 10 4B
M3G b 0,134 + 0,01 5P 25,6 + 1,5BC 18,9 +1,3 BP 0,27 + 0,03 PF 5,0+0,1 5 62 + 4 PF 79+ 98
M4G b 0,154 +0,02 8 24,8 + 2 9"BC 172+08 P 0,30 + 0,01 BPE 54+03° 113+104 120+ 162
M5G b 0,189+ 0,024 23,4+ 1,7°8C 19,3 +0,1 5P 0,40 +0,03 4 44+0,5P 107 £26 48 101 £23 48
M2G ¢ 0,060 + 0,01 30,9 + 3,18 18,7 + 0,6 5P 0,36 + 0,02 *P 1,8+0,1°F 74 + 7 BCP 15+4°€
M3G ¢ 0,093 +0,01 © 20,8 +1,3¢ 21,7+3,6%8 0,25+ 0,02 © 24+0,1°F 72 + 14 CPE 27+6°€
M4G ¢ 0,106 + 0,02 ¢ 25,4+ 1,9 AB¢ 16,5+ 0,9 ° 0,27 + 0,02 °F 42 +0,5° 75 + 5 BCP 96 + 8 AP
M5G ¢ 0,127 + 0,03 P 21,5+ 1,55 17,1+£05 P 0,34 + 0,01 AB¢ 477 +0,2 B8P 100+ 16 25¢ 100+ 1228
M6G ¢ 0,135 + 0,02 BP 19,2 +0,6¢ 13,1£1,3° 0,36 + 0,04 AB¢ 3,3+0,2°F 47 + 6 PF 32+1°€

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenga significativa estatisticamente (p < 0,05).
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Figura 25. Aspecto visual dos filmes a base de amido de milho (identificados pela letra M seguida pelo contetido de amido) produzidos por casting contendo 30% de
glicerol em relagdo ao teor de amido, espalhados nas gramaturas a (0,43 g.cm™), b (0,34 g.cm™) e ¢ (0,22 g.cm™).
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4.1.4. Caracterizacao dos filmes preparados com os diferentes tipos de amido

Na Figura 26 e na Tabela 12 e na estdo apresentados, respectivamente, os resultados de
caracterizagdo e o aspecto visual (fotografias) dos filmes de amido produzidos por casting contendo
30% de glicerol em relagio ao teor de amido, utilizando a gramatura b (0,34 g.cm™). Filmes de
amido de trigo, milho e mandioca foram identificados pela letra T, M e C, respectivamente; o
contetdo de amido também foi identificado por uma numeracao apos a letra correspondente a fonte
de amido. O espalhamento da solugdo filmogénica utilizando a gramatura b permitiu a formagéo de
filmes mais faceis de trabalhar em comparacio com a gramatura ¢ (0,22 g.cm™), visto que esta
ultima se apresentou muito fina, dificultando o manuseio e as etapas posteriores de caracterizacao

dos filmes.

Figura 26. Aspecto visual dos filmes de amido de trigo, milho e mandioca que sdo identificados pelas letras
T, M e C, respectivamente, seguidos pelo conteudo de amido.

Os filmes foram caraterizados quanto a espessura, ao contetido de umidade, solubilidade em
agua, permeabilidade ao vapor de dgua e propriedades mecanicas. Os dados apresentados na
Tabela 12 mostram que o aumento do teor de glicerol na formulagdo dos filmes promoveu um

aumento na permeabilidade ao vapor de agua (PVA), apesar do conteudo de amido também ter
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aumentado. Miiller, Laurindo & Yamashita (2009) encontraram esse mesmo comportamento em
testes realizados com diferentes concentragdes de glicerol em filmes de amido. Os autores
relacionaram esse comportamento com o incremento no valor do indice de solubilidade da dgua na
matriz polimérica, o que torna os filmes mais higroscopicos. De acordo com McHugh & Krochta
(1994), o aumento do teor de glicerol durante o processo leva ao aumento da permeabilidade aos
gases e ao vapor de dgua de filmes hidrofilicos, visto que ele se liga as moléculas do biopolimero,
aumentando a mobilidade e diminuindo a densidade entre as suas moléculas, facilitando a
transmissao dos gases através do material. Contudo, o glicerol pode interferir tanto pela presenca de
moléculas hidrofilicas que facilitam a etapa de sor¢dao da agua, quanto pela sua influéncia na
mobilidade da cadeia que facilita a etapa de difusdo no filme.

Santacruz et al. (2015) encontraram valores de PVA semelhantes aos relatados no presente
trabalho para filmes de amido de mandioca (usando glicerol ou glicose como plastificantes),
variando entre 0,39 e 0,58 g mm h' m? kPa’. Salas-Valero, Tapia-Blacido ¢ Menegalli (2015)
produziram filmes a base de amido de milho, glicerol e farinha de canihua por casting e
encontraram  valores de  permeabilidade ao vapor de 4gua variando entre
0,09 e 0,6 g mm h! m?kPa’.

Mali, Karam & Pereira-Ramos (2004) avaliaram as conexdes entre a composicdo e as
propriedades fisico-quimicas dos amidos de mandioca, milho e inhame, assim como dos filmes
produzidos a partir desses amidos. Os autores verificaram que houve uma diminui¢ao dos valores
de PVA quando o teor de glicerol utilizado era inferior a 20% em relagdo ao teor de amido, porque
uma estrutura mais compacta foi formada. Entretanto, quando o teor de glicerol utilizado foi
aumentando para 40% em relagdo ao teor de amido, houve um aumento na PVA porque a matriz
formadora do filme tornou-se menos densa. Durante a produ¢do de filmes de amido de inhame e
glicerol (3:1 m/m), os autores encontraram PVA igual a 0,41 g mm h™ m™ kPa™, resultado similar

aos encontrados no presente estudo.
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Tabela 12. Resultados das analises de caracterizagdo dos filmes de amido (identificados pelas letras M, C e T para amido de milho, mandioca e trigo,

respectivamente, seguidos pelo contetido de amido) produzidos por casting com 30% de glicerol e gramatura b (0,34 g.cm™).

Filmes Espessura (mm)  Umidade (%)  Solubilidade (%) P1VA2 1 TS (MPa) E (%) MY (MPa)
(gmmh m KkPa )

M2 0,08 = 0,01 F¢ 22 4+ 3 AB¢ 2634 0,32 + 0,02 BPE 45+03° 41+ 12° 100 £ 10 A®
M3 0,13 +0,01 <°* 26+24° 19+ 1 5P 0,27 + 0,03 9 50+0,1° 62+4" 79 + 9 5P
M4 0,15+ 0,02 B¢ 25+348 17 + | BCPE 0,30+ 0,01 °* 54+03" 113+10° 120+ 164
M5 0,19 + 0,02 48 23 42 ABC 19 + 1 B¢P 0,40 + 0,03 B¢ 44+05° 107 + 26 B¢ 101 +23 AB
c2 0,06 +0,01 © 28+ 14 17 + 1 BCPE 0,22 0,02 "1 2,0+02"° 78 £ 6 %P 18+3°F
C3 0,11+ 0,02 PEF 19+ 18 16 + 1 “PFF 0,27 + 0,04 ¢ 1,9+0,2°¢ 150 + 64 B¢ 20+2F
c4 0,13 + 0,02 °F 24 + 4 ABC 14+1F 0,19+ 0,04 1 2,0+0,1°F 166 +54 28+ 1
C5 0,14 + 0,02 ° 23 + 2 ABC 16 + 2 BCEPEF 0,21 + 0,01 FH 6,7+0,1 % 51+4P° 127 +34
C6 0,21+0,044 22 41 ABC 20+ 158 0,48 + 0,04 * 2,6 +0,2 °F 58 +47P 3347
T2 0,10+ 0,01 ¢ 20+ 4 8¢ 16 + 2 PEF 0,35+ 0,02 BP 22+02F 61+16°" 36+ 8 EF
T3 0,15+ 0,02 P 24 42 ABC 18 + 1 BCPE 0,35+ 0,03 BP 2,1+03F 7141 5P 42 + 7 PEF
T4 0,19+0,01 4 24+ 548 18 + 2 BCPE 0,36 + 0,02 P 2,6+0,2PF 79 + 20 BP 52+ 6 “PF
T5 0,21+0,024 21 +385 19 + 1 BCP 0,45+ 0,03 B¢ 22+0,1°F 71+ 12 5P 38+ 4FF
T6 0,22+0,04 " 19+1€ 16+ 2 FF 0,39+ 0,03 B¢ 23+03°F 75+ 12 BP 47 + 6 PFF

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca significativa estatisticamente (p < 0,05).
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Os resultados de PVA apresentados na Tabela 12 para os filmes de amido de trigo indicam
que o aumento do teor de amido promoveu maiores valores de permeabilidade ao vapor de agua.
Este resultado também foi descrito por Santacruz et al. (2015), o aumento do teor de amido de 0,5
para 1% promoveu um aumento na permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de amido de batata
e mandioca. Os autores atribuem este fendmeno a elevada concentra¢do de amido presente, uma vez
que o aumento do teor de amido pode facilitar a ocorréncia do fendémeno de retrogradacdo e,
consequentemente, resultar em maiores valores de PVA.

Na Tabela 13 s3o apresentados os resultados de caracterizagao de alguns filmes comerciais
produzidos por extrusdo para fins de comparacdo com os resultados encontrados no presente
trabalho. Para fins de exemplificacdo, foi realizada a andlise de PVA de filmes a base de
poli(cloreto de vinila) (PVC), e de polietileno de baixa densidade (PEBD), atualmente
comercializados como embalagens para alimentos. O filme comercial de PVC apresentou PVA
igual a 0,03+0,003 gmmh' m?kPa' enquanto o filme de PEBD apresentou um valorde
0,0030 + 0,0001 g mm.h™ m™ kPa™'. O resultado dessa analise demonstrou que os valores de PVA
encontrados para os filmes comerciais de PVC e PEBD sao 10 e 100 vezes, respectivamente,
inferiores aos valores encontrados para filmes produzidos neste trabalho. Esse resultado demonstra
que os filmes produzidos ainda possuem propriedades de barreira ao vapor de dgua pobres (valores
de PVA muito altos) quando comparadas aos filmes comerciais. No entanto, ¢ importante ressaltar
que a espessura (8 um) desses filmes comerciais € muito inferior a espessura dos filmes produzidos
neste trabalho (entre 75 e 166 um). O filme comercial de amido (Biobag, Noruega) produzido por
extrusdo também apresentou valores de permeabilidade ao vapor de 4gua aproximadamente 10
vezes menor do que o valor encontrado para os filmes de amido produzidos por casting no presente
trabalho.

Além de influenciar na permeabilidade ao vapor de agua, o aumento da concentragdo de
plastificante nas formulacdes ocasionou alteragdes nas propriedades mecanicas dos filmes. De
maneira geral, para os filmes com quantidades acima de 4% de amido de milho ou trigo, ocorreu
um aumento no percentual de elongagdo, e uma reducdo na tensdo maxima de ruptura e no modulo
de elasticidade. Este resultado reforca a ideia de que a partir de certas concentragdes os
plastificantes atuam diminuindo as forcas intermoleculares entre as cadeias de amido (MALI et al.,
2010).

Quanto ao amido de mandioca, o aumento da quantidade deste biopolimero até 5%
promoveu um aumento da tensdo de ruptura (TS) e do modulo de elasticidade (MY) dos filmes, i.e.,
as propriedades de resisténcia a ruptura foram melhores e a rigidez dos filmes foi maior. Esse

resultado fica bem evidente para o filme C5, uma vez que se observou um aumento do percentual de
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elongacdo apenas até a formulagdo C4, quando foram utilizadas 5 g de amido (C5), o filme
apresentou um comportamento mais rigido, representado pelos altos valores de TS e MY e pelo
menor percentual de elongacdo. Durante o preparo da formulagdo C6, houve a formagao de bolhas
na superficie dos filmes, que podem estar relacionadas a maior viscosidade da solugdo filmogénica.
Esse fato influenciou de forma negativa no resultado da analise de propriedades mecanicas dessas
amostras, uma vez que as amostras romperam mais facilmente devido ao aparecimento dessas
bolhas que s3o pontos fracos na matriz.

De Souza et al. (2012) produziram filmes de amido de mandioca (4%) com espessura de
0,13 mm e encontraram maxima resisténcia de 6,5 MPa, e percentual de alongamento de 76%; esses
resultados sdo semelhantes ao encontrado para o filme C5 com espessura de 0,14 mm produzido no
presente estudo. Santacruz et al. (2015) produziram filmes de amido de batata e de mandioca
usando glicerol e glicose (1%, m/v) como plastificantes, e encontraram valores de TS, variando
entre 9 e 10 MPa, superiores aos valores encontrados neste estudo, provavelmente devido a adi¢ao
de quitosana nas formulagdes. No entanto, os valores encontrados para o mddulo de elasticidade
(variando entre 8 e 16 MPa) foram muito inferiores aos resultados deste trabalho.

Parra et al. (2004) avaliaram as propriedades de filmes de amido de mandioca com glicerol,
glutaraldeido e polietilenoglicol e verificaram que a tensdo de ruptura variou entre 0,07 ¢ 0,5 MPa e
o percentual de elongacdo variou entre 9 e 73%, apresentando propriedades mecanicas fracas em
comparagdo com os resultados encontrados neste estudo. Entretanto, os autores encontraram valores
de permeabilidade ao vapor de 4gua 100 vezes menores do que os valores encontrados no presente
estudo (0,07 g mm h™' m? kPa™).

Apesar do valor de resisténcia a tragdo encontrado para filmes sintéticos de polietileno de
baixa densidade (PEBD) ser inferior ao relatado por Coutinho, Mello & Maria (2003), que
encontraram valores variando entre 6,9 e 16 MPa, comparando os filmes biodegradaveis
desenvolvidos com filmes plasticos atualmente comercializados (Tabela 13), foi possivel verificar
que o filme de PEBD apresentou propriedades mecanicas muito semelhantes aquelas dos filmes de
amido de milho e de amido de mandioca contendo 4 g. O filme de PVC apresentou valores de
tensdo maxima de ruptura (TS) superiores aqueles encontrados para os filmes a base de amido,
entretanto, apresentou valor percentual de elongagdo (E) inferior a dos filmes de amido de milho e
de mandioca contendo 3 e 4 g. Além disso, quando comparados aos filmes sintéticos (PEBD e
PVC), os filmes biodegradaveis de amido de mandioca apresentam percentual de alongamento na
ruptura superior.

Finalmente, objetivando comparar e correlacionar os resultados discutidos anteriormente

para os filmes a base de amido de milho, trigo e mandioca contendo 30% de glicerol na formulagao
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produzidos por casting na gramatura b (0,34 gcm™), foi realizada uma analise estatistica de
componentes principais (ACP). Os resultados dessa andlise estdo apresentados na Figura 27, onde ¢
possivel observar que os dois primeiros componentes principais explicaram 67% da variacao total
dos dados. Na ACP estao plotadas as propriedades fisico-quimicas (espessura e solubilidade em
agua, representadas pelas letras T e SB, respectivamente), de barreira ao vapor de agua (PVA) e
mecanicas (TS: resisténcia a tra¢do; E: elongacdo percentual, MY: moddulo de elasticidade) dos
filmes, e também todas as amostras (contendo diferentes fontes e contetidos de amido).

A analise de componentes principais realizada permitiu separar as amostras em trés grupos
distintos de acordo com a fonte de amido utilizada nos filmes. Os filmes a base de amido de
trigo (T) apresentaram maiores valores de PVA e espessura e valores mais baixos para os resultados
da andlise de propriedades mecanicas (TS, E, MY), solubilidade em agua e teor de umidade. O
filme C6 apresentou resultados semelhantes a este grupo devido a presenca de bolhas na superficie
do filme que sdo considerados pontos fracos ou pontos de ruptura. O segundo grupo, representado
pelos filmes contendo amido de milho (M), apresentou os maiores valores de TS e MY (ou rigidez);
e os maiores valores de solubilidade em agua e teor de umidade. Além disso, o filme C5 apresentou
resultados semelhantes aos filmes de amido de milho. O terceiro grupo foi composto pelos filmes de
amido de mandioca (C) com maiores valores de percentual de elongacdo (E), no entanto, valores
mais baixos de TS, MY, espessura e permeabilidade ao vapor de agua.

Zanela et al. (2016) também utilizaram uma metodologia multivariada para avaliar o
comportamento das misturas de amido/poli(alcool vinilico)/glicerol. Os autores concluiram que esta
técnica exploratoria foi util para selecionar o tipo de plastificante e a temperatura de extrusdo mais
adequada para produzir materiais biodegradaveis com boas propriedades mecanicas.

A partir das caracteristicas apresentadas pelos filmes, ¢ possivel determinar sua
aplicabilidade, uma vez que dependendo do produto, diferentes propriedades sdo requisitadas a
embalagem. Com o objetivo de desenvolver filmes de amido com diferentes concentragcdes de
sorbato de potassio para a conservagao das massas frescas, Andrade-Molina et al. (2013) obtiveram
valores de PVA variando entre 6 ¢ 14 gmm h” m™ kPa™', superiores aos valores encontrados no
presente trabalho. Contudo, considerando os resultados desta etapa, onde todos os filmes
apresentaram elevados valores de permeabilidade ao vapor de 4gua e valores de tensdo de ruptura
relativamente baixos, os filmes formados a partir do amido de mandioca, que mostraram maior
transparéncia e percentual de elongacdo do que os filmes de amido de milho e trigo, poderiam ser
selecionados para dar continuidade a estudos visando a sua aplicagio como embalagens de

alimentos frescos e leves.
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Tabela 13. Resultados de caracterizagdo de alguns filmes comerciais produzidos por extrusdo: espessura, umidade, solubilidade em agua, PVA, tensdo de
ruptura (TS), elongacao (E) e médulo de Young (MY).

_ Espessura  Umidade  Solubilidade PVA
Filmes 4 2 1 TS (MPa) E(%) MY (MPa)
(Hm) (%) (%) (gmmh m kPa )
PVC 8+0,5 47+23 11,9+0,7 0,03 + 0,003 17,1 +0,7 45+ 6 81+2
PEBD 8+0,5 4,1+0,6 Insoltvel 0,003 % 0,0001 3,9+ 0,4 99 + 50 71+7
PARAFILM® “M” 139+1,5  0,94+0,08 Insoltivel 0,02 + 0,001 - - 457,6 + 24,7
FILME AMIDO (Biobag) 11405 49+0,6 13,8+ 2,1 0,0357 +0,0025 10,1 +0,2 98 + 13 205 + 45

*As amostras de parafilme ndo romperam, por isso ndo possuem valores de TS e E. Atingiram o limite maximo do equipamento sem romper.
*Filme comercial de PVC (policloreto de vinila); Filme comercial de PEBD (polietileno de baixa densidade).

*PARAFILM® “M”, PM-996, Laboratory Film, WI 54956 (Neenah, Wisconsin, USA).

*Filme comercial a base de amido de milho: BioBag, International, AS | Hovsveien 8, N-1831 Askim, Noruega.
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Fator 2: 31,5%

Figura 27. Analise de componentes principais (ACP) realizada para os resultados da analise de espessura (T), contetido de umidade (MC), solubilidade (SB),
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e propriedades mecanicas (TS, tensdo maxima de ruptura; E, elongacdo; MY, mddulo de elasticidade) para os filmes

05

00 ¢

05}

10 }

Projecdo das variaveis

PVA

T

|

g SB

I, -~
1
e MY ]
| TS

MC
1,0 05 0.0 05 1,0
Fator 1: 35,5%

Fator 2: 31,5%

Projecio das respostas

c2

-4 -3 2 -1 0 1 2 3 4

Fator 1: 35,5%

95

produzidos por casting contendo diferentes teores de amido de trigo (T), milho (M) e mandioca (C). Os dois primeiros componentes principais (fator 1 e fator 2)
representam aproximadamente 67% da variagdo dos dados.
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4.1.5. Avaliacao do carater hidrofilico dos filmes produzidos com diferentes tipos de amido

Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados da analise de angulo de contato dos filmes
produzidos por casting a base amido de milho, de mandioca e de trigo, contendo 30% de glicerol
em relagdo ao teor de amido. Os resultados dessa anélise mostraram que os filmes de amido de
milho e de trigo apresentaram caracteristicas hidrofilicas, visto que os valores de angulo de contato
variaram entre 35° e 62°. Os filmes de amido de mandioca apresentaram valores de angulo de
contato estatisticamente maiores (valores superiores a 90°), indicando que estes foram mais
hidrofébicos. A hidrofilicidade e/ou a hidrofobicidade dos filmes pode afetar a sua capacidade de
retencdo de agua, assim como a solubilidade das amostras. Filmes mais hidrofobicos possuem
poucos sitios disponiveis para a sor¢do de agua em sua matriz polimérica, aumentando a resisténcia
a transferéncia de vapor de agua. Os valores de angulo de contato ndo puderam ser diretamente
correlacionados com os resultados de permeabilidade ao vapor de agua, visto que a PVA ¢
influenciada por varios outros fatores, como, impedimento estérico, efeitos de tortuosidade que
afetam a difusdo de moléculas de agua, existéncia de poros, espacos vazios e canais preferenciais

através da matriz polimérica (CHENG et al., 2008; VALENZUELA et al., 2013).

Tabela 14. Valores do angulo de contato para os filmes produzidos por casting a base de amido de milho,
trigo e mandioca, contendo 30% de glicerol em relagdo ao teor de amido.

) Valores de &ngulo de contato
Teor de amido

(g por 100 mL) Filme de amido  Filme de amido Filme de amido
de milho de trigo de mandioca

2 35+ 20" 55+ 30 FF g8 + 70 €

3 54 + 1°FF 62+ 500 91 + g° BC

4 51 +30F¢ 61 + 4° PE 96 + 2° BC

5 43+£4°6 55+ 5°FF 101 £ 5° 4%

6 514407 61+4°"" 106 = 3°

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Bialopiotrowicz (2003) e Silva et al. (2007) analisaram o angulo de contato de filmes de
amido de milho (4% em massa) e filmes de amido de mandioca (5% em massa) usando glicerol
como plastificante e encontraram valores de 43 + 3° e 82 £ 2°, respectivamente, bastante similares

aos encontrados no presente trabalho. Abreu et al. (2015) produziram filmes a base de amido de
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milho com nanoparticulas de prata e também reportaram valores de angulo de contato variando

entre 45 e 58°.

4.1.6. Avaliacdo da estrutura quimica dos filmes produzidos com diferentes tipos de amido

Uma avaliacdo comparativa entre a estrutura quimica dos diferentes amidos e dos
respectivos filmes foi realizada por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), esses resultados podem ser visualizados na Figura 28. Verificou-se que tanto os
granulos de amido quanto os respectivos filmes desenvolvidos apresentaram pico idénticos, tipicos
de amostras de polissacarideos:

e 1000 cm™: vibragdes nas ligacdes C-C e C-O dos anéis aromaticos;
e 1400-1600 cm™: vibragdes dos anéis aromaticos, compostos fenolicos e hidrocarbonetos;
e 2900 cm™': estiramento C-H;

e 3300 cm™: umidade e vibragdes nas ligagdes de hidrogénio do grupamento hidroxila (OH).

Entretanto, verificou-se que ocorreu um aumento na intensidade das bandas dos espectros de
FTIR de todos os filmes; esse aumento foi visivelmente mais intenso na banda de 3300 cm'l,
provavelmente devido a adi¢do de glicerol (C3HsO3) na formulacao dos filmes.

A absor¢do em torno de 1640 cm™ é uma banda tipica que corresponde ao amido e seus
derivados, relacionada a 4dgua fortemente ligada (YU et al., 2010; ZHANG et al., 2012; SELIGRA
et al., 2016), enquanto o pico observado em torno de 3300 cm™ esta associado ao estiramento de
grupos - OH de glicose, glicerol e dgua (ZHANG et al., 2014).

A produgdo de filmes contendo diferentes tipos de amido ndo ocasionou variagdo nos
espectros de FTIR, provavelmente em fungdo dos filmes conterem os mesmos componentes
principais (amilose e amilopectina) e grupos funcionais semelhantes. Os resultados encontrados
nesta andlise foram corroborados por aqueles observados por Ma, Yu & Wan (2006), Bartz et
al. (2012), Pifieros-Hernandez et al. (2017) que analisaram filmes de amido de milho, filmes de

amido de arroz e filmes de amido de mandioca, respectivamente.
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Figura 28. Espetros de FTIR dos granulos de amido de trigo, de milho e de mandioca e dos respectivos filmes.
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4.1.7. Avaliacao biodegradabilidade dos filmes produzidos com diferentes tipos de amido

Os polimeros biodegradaveis sdao aqueles que sofrem degradagdo pela agdo de
microrganismos, tais como bactérias e fungos, além de algas e insetos ou outros agentes gerando
biomassa e subprodutos (CO; e H,O em meios aerébios e CHs em meios anaerobios). Na Figura 29
esta apresentada a evolugdo do processo de desintegracao dos filmes a base de amido de milho, de
mandioca ou de trigo enterrados sob o composto vegetal (solo), apds determinados periodos de
tempo. Verificou-se que apos 7 dias de ensaio, todos os filmes apresentaram mudangas
consideraveis na sua cor, tonalidade e integridade, sugerindo o inicio do processo de biodegradacao.
E sabido que a acdo do calor e a presenca de umidade, bem como a atividade enzimatica decorrente
da presenga de microrganismos promovem quebras e o enfraquecimento das cadeias poliméricas do
amido (CERRUTI et al., 2011; MOHEE et al., 2008; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).
Observando as imagens da Figura 29, ¢ possivel notar uma biodegradacdo mais rapida dos filmes a
base de amido em comparacdo com os filmes comerciais de PEBD e de PVC, usados como
controle.

Torres et al. (2011) verificaram que os filmes de amido apresentaram trés estagios de
degradacdo. Na fase inicial, resultado das primeiras 24 h de andlise, houve a mais significativa
perda de massa. Os autores associaram esse primeiro mecanismo de degradacdo principalmente
com a lixiviagdo de glicerol. Na segunda fase, apds aproximadamente 20 dias de analise, ocorre
uma diminuicdo da massa dos filmes de amido em taxa relativamente constante, até cerca de 90%
da massa original; o mecanismo de degradacdo nesta fase foi associado com a atividade biologica
dos microrganismos. A terceira e ultima etapa, apds cerca de 30-35 dias, ocorre uma redugdo da
taxa de perda de massa com o tempo; os filmes apresentam aproximadamente 5% da massa inicial e
¢ possivel observar a presenga de fragmentos com modificagdo consideravel de aparéncia. Os
estagios de degradacdo descritos por Torres et al. (2011) ndo puderam ser quantitativamente
mensurados durante as andlises de biodegradabilidade neste estudo, no entanto, verificou-se
qualitativamente, através de inspe¢do visual, a ocorréncia das etapas de degradacao descritas.

Apesar da completa degradacao das amostras nao ter sido atingida, apos 56 dias de analise,
verificou-se que os filmes de amido apresentaram modificagdes visuais aparentes de coloracao e
desintegra¢do de fragmentos durante a andlise. De acordo com a norma ISSO 20200 (2004), para
que um material plastico seja considerado desintegravel ele deve atingir a completa biodegradagao

apds, no maximo, 90 dias quando submetido em um ambiente de compostagem. No entanto, de
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acordo com a ASTM 15448-2 (2008), todos os materiais de embalagem e seus constituintes devem
ter no minimo 90% do carbono organico convertido a diéxido de carbono no prazo maximo de seis
meses (biodegradagdo aerdbia). Sendo assim, e levando em considera¢do que o processo de
compostagem de materiais ocorre num ambiente com temperatura mais elevada que aquela utilizada
(Tambiente ~ 25 °C) no presente trabalho e que as condi¢des do processo sdo mais controladas e
severas, promovendo, assim, um aumento na taxa de biodegradacdo das amostras, acredita-se que
os filmes de amido possam ser considerados biodegraddveis, uma vez que o processo de
desintegracdo foi observado, apesar das brandas condi¢des utilizadas (principalmente em relagdo a

temperatura, uma vez que foi utilizada condi¢ao ambiente).

Filme de Filme de Filme de
amidode amidode amido de
mandioca trigo milho

PEBD PVC
comercial comercial

Dia 0

Dia7

Dia 20

Dia 30

Dia 56

Figura 29. Fotografias revelando o aspecto visual dos filmes a base de amido de mandioca, de trigo ou de
milho durante a analise de biodegradabilidade em solo, inicial e ap6s periodos de tempo de 7, 20, 30 e
56 dias. Os filmes comerciais de PEBD (polietileno de baixa densidade) e PVC (policloreto de vinila) foram
utilizados como controle.
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4.2. Parte 1l — Elaboracdo dos filmes a base de amido com glicerol e residuo de mirtilo

utilizando a técnica de casting

4.2.1. Caracterizacao do residuo obtido a partir do processamento do suco de mirtilo

Nesta etapa do trabalho sdo apresentados os resultados referentes a composicdo e
granulometria das fragdes do residuo de mirtilo obtido a partir do processamento do suco. Na
Tabela 15 estdo apresentados os resultados da caracterizagdo fisico-quimica do residuo de mirtilo

em po (retido na peneira de 100 mesh) utilizado para a fabricagdo dos filmes a base de amido.

Tabela 15. Composicado fisico-quimica do residuo de mirtilo (retido na peneira de 100 mesh) obtido a partir
do processamento do suco.

Composicdo fisico-quimica do residuo de mirtilo em po

Umidade (g 100 g b.s.) 14,0 + 0,4
Fibras solaveis (g 100 g b.s.) 17,9
Fibras insolaveis (g 100 g b.s.) 35,6
Total de fibras (g 100 g b.s.) 53,5
Teor de proteinas (g 100 g b.s.) 9,6

Observando os resultados apresentados na Tabela 15, verificou-se que o valor de umidade
encontrado ¢ caracteristico de produtos desidratados. O contetdo de umidade obtido para o residuo
de mirtilo esta dentro do padrdo estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 2005) para farinhas, que ¢ de
15 g 100 g"'. Valores similares aos apresentados neste estudo foram reportados por Lamounier et
al. (2015) e Vieites et al. (2011) para a farinha de casca de jabuticaba, os autores determinaram
teores de umidade de 16 g 100 g ¢ 14 g 100 g, respectivamente.

Quanto ao teor de proteinas, ndo foram encontrados valores na literatura para o residuo de
mirtilo. No entanto, foi feita uma comparagdo com outros residuos secos de frutas, como o de
laranja (8,4 g 100 g™') obtido por Cerqueira et al. (2008) e o de uva (12,3 g 100 g") estudado por
Teles (2014), sendo que ambos estudos apresentaram teores semelhantes ao obtido no presente

estudo.
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Além do teor de proteina, o conteudo total de fibras determinado se assemelhou ao reportado
por Cerqueira et al. (2008) ¢ Teles (2014) para o bagago de laranja (69,5 g 100 g™') e bagaco de uva
(61,25 g 100 g), respectivamente. De acordo com a Portaria n°® 27 de 13 de janeiro de 1998
(BRASIL, 1998), para classificar um alimento como fonte de alto teor de fibra alimentar, ele deve
apresentar o valor minimo de 6 g 100 g de contetido de fibras. Sendo assim, o residuo de mirtilo
pode ser considerado um residuo com alto teor de fibras, e, portanto, poderia ser utilizado para
enriquecer alimentos com baixo teor de fibras ou entdo, para elaboracdo de novos produtos.
Segundo regulamentagdes da ANVISA (BRASIL, 2003), a ingestdo diaria recomendada (IDR) de
fibras ¢ de 25 g para uma dieta de 2000 kcal. Além disso, alguns estudos relacionam o teor de fibras
na dieta alimentar com a prevencdo de doengas como diverticulite, cancer de célon, obesidade,
problemas cardiovasculares, diabetes e reducdo dos niveis séricos de lipidios
(SALGADO et al., 2008; FERREIRA et al., 2012).

Conforme exposto nos materiais ¢ métodos, foram separadas duas fragdes granulométricas
do residuo de mirtilo. Os resultados da anélise granulométrica do residuo de mirtilo em pd que
passou pela peneira de 100 mesh (C100) e do residuo que ficou retido na peneira de 100 mesh (CG)
estdo apresentados na Tabela 16 e na Figura 30. Pela andlise do tamanho de particulas do residuo de
mirtilo em po, pode-se afirmar que a amostra que ficou retida na peneira de 100 mesh apresenta
uma pequena dispersdo granulométrica, visto que os valores de indice de dispersdao foram préximos
a 1,0. Diferentemente, a amostra de residuo que passou pela peneira de 100 mesh apresentou valores
de indice de dispersdo granulométrica (SPAN) maiores do que 3,0, indicando elevado indice de
dispersdo de tamanho de particulas. Sendo assim, verificou-se que houve uma distribui¢do de

tamanho de particulas mais larga nas amostras que passaram pela peneira de 100 mesh.

Tabela 16. Resultado da analise granulométrica do residuo de mirtilo, que ficou retido e que passou pela
peneira de 100 mesh, utilizados para a producdo dos filmes ativos e inteligentes.

Analise granulométrica (um)

Residuo agroindustrial a Disperséo
DO1)  D(©5) D)  Dlametro
’ ’ ’ médio (SPAN)
Residuo de mirtilo (CG) 36,8 304,5 566,8 310,7 1,7
Residuo de mirtilo (C100) 11,1 60,2 192,3 87,2 3,0

*D(0,1 pm): didmetro de particula correspondente a 10% da distribuicdo acumulada; D(0,5 um): didmetro de particula
correspondente a 50% da distribui¢do acumulada; D(0,9 um): didmetro de particula correspondente a 90% da distribui¢do acumulada;
Diametro médio (um): didmetro médio em volume; SPAN = medida de dispersdo granulométrica. **CG = residuo de mirtilo em po
que ficou retido na peneira de 100 mesh e C100 = residuo de mirtilo em pd que passou pela peneira de 100 mesh.
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Figura 30. Distribui¢do de tamanho de particula dos residuos de mirtilo em pd: fragdo mais grosseira que
ficou retida na peneira de 100 mesh (CG) e fragdo mais fina que passou na peneira de 100 mesh (C100).

Os resultados da analise do teor de antocianinas presente nos residuos de mirtilo em po,
realizada através do método do pH diferencial e através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), estao apresentados nas Tabelas 17 e 18.

Antes de comparar os resultados encontrados neste trabalho com os resportados por outros
autores, ¢ importante ressaltar que independente da metodologia de anélise utilizada, pH diferencial
ou CLAE, o teor de antocianinas foi superior nas amostras de residuo de mirtilo em p6 que
passaram pela peneira de 100 mesh, provavelmente isto se deve ao menor tamanho das particulas,
que permitiu maior contato entre a amostras e o solvente utilizado, facilitando, portanto, o processo
de extracdo das antocianinas. Além disso, verificou-se que as amostras de mirtilo que passaram pelo
processo de branqueamento apresentaram maior conteudo de antocianinas. Esse resultado ¢
condizente com o objetivo de utilizagdo do processo de branqueamento, que ¢ empregado para
inativacao das enzimas polifenoloxidases (PPO), responsaveis pela degradacao de compostos, como

as antocianinas.
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Tabela 17. Resultados para analise do teor de antocianinas totais pelo método do pH diferencial em
espectrofotdmetro (mg antocianinas / g de residuo seco) e por CLAE (relac@o entre a area do pico e a massa
de amostra utilizada) para as amostras de residuo de mirtilo sem e com etapa de prévio branqueamento dos
frutos.

Residuo de mirtilo (retido 100 mesh) Residuo de mirtilo (retido 100 mesh)
com branqueamento (CB) sem branqueamento (SB)

Resultado da anélise pelo método do pH diferencial

17,4 £ 0,3 mg antocianinas / g de residuo seco 14,2 £ 1,6 mg antocianinas / g de residuo seco
Resultado da anélise dos extratos por CLAE

Pico re t-g ﬁ?a%o(cr:f}i n) area/massa Pico Tempo((rjr:eir:)e tengao area/massa
1 2,6 7,5 1 2,5 6,1
2 12,7 641,3 2 12,7 575,6
3 13,9 151,7 3 13,9 135,5
4 15,4 9234 4 15,4 799,5
5 16,8 206,5 5 16,8 173,4
6 17,3 419,7 6 17,3 372,2
7 18,3 300,2 7 18,3 250,1
8 18,6 157,1 8 18,6 140,5
9 20,2 372,1 9 20,2 318.,8
10 21,6 1015,3 10 21,6 846,6
11 23,0 387,2 11 22,9 323,6
12 24,6 410,3 12 24,5 337,8

Total 49923 Total 4279,7

O método do pH diferencial proporcionou um valor absoluto de antocianinas, enquanto o
método analitico de obtencao dos resultados por CLAE forneceu apenas a relagdo entre a area do
pico e a massa total da amostra. Para as amostras de residuo que passaram pela peneira de
100 mesh, utilizando o método do pH diferencial, foram encontrados valores de 31 + 1,0 mg de
antocianina por g de amostra seca e 17,5 = 0,5 mg de antocianina por g de amostra seca para o

residuo de mirtilo, com e sem branqueamento prévio do fruto, respectivamente. A andlise
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cromatografica corroborou com o método diferencial, visto que foram detectados valores de 8.733,5
e 4.434,9 para residuo de mirtilo com e sem branqueamento do fruto, respectivamente, ou seja, 0s
valores obtidos para o residuo de mirtilo previamente branqueado foram aproximadamente duas
vezes superiores aos obtidos para a amostra que nao sofreu o branqueamento. Resultados similares
foram apresentados por Rossi et al. (2003), que avaliaram o efeito do branqueamento de frutos
sobre os compostos fenolicos e a atividade de antioxidante de suco de mirtilo e encontraram valores
de 22 e 45 mg por g de suco, para o suco sem e com branqueamento, respectivamente.

A faixa de valores encontrada no presente trabalho estd dentro da obtida por outros
pesquisadores que também quantificaram o conteudo de antocininas do bagago de mirtilo.
Zardo (2014) encontrou aproximadamente 24 mg de antocianinas por g de bagaco seco apods
extragdo exaustiva usando agua acidificada (1% de acido citrico). Paes et al. (2014) analisaram o
teor de antocianinas do residuo obtido a partir do processamento de mirtilo apds liofilizagdo e
encontraram 16,5 mg por g de bagaco seco. Reque (2012) encontrou valores variando entre 10 e
15 mg de antocianinas por g de bagaco seco. Khanal et al. (2010) encontraram aproximadamente
17 mg de antocianinas por g de bagago seco de mirtilo.

Cabe ressaltar que os valores encontrados para o residuo também foram similares aos
reportados para o fruto inteiro. Nicoué, Savard e Belkacemi (2007) obtiveram seu melhor resultado
em antocianinas totais extraidas de mirtilos inteiros de 29 mg por g de fruta em base seca, quando
utilizaram etanol e 5% de acido formico na temperatura de 79 °C por 2 horas. Li et al. (2016)
identificaram e quantificaram antocianinas em 17 amostras de mirtilos de diferentes variedades e de
diferentes origens geograficas na China (incluindo as variedades Duke, Bluecrop, Northland,
Northblue, Spartan e St. Cloud) e o teor total de antocianidina variou de 10,8 a 30 mg por g de

amostra seca.
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Tabela 18. Resultados para analise do teor de antocianinas totais pelo método do pH diferencial em
espectrofotdmetro (mg antocianinas / g de residuo seco) e por CLAE (relag@o entre a area do pico e a massa
de amostra utilizada) para as amostras de mirtilo em pé sem e com etapa de prévio branqueamento dos frutos
apOs passar na peneira de 100 mesh.

Residuo de mirtilo (passou peneira 100 mesh)
com branqueamento (CB)

Residuo de mirtilo (passou na peneira de 100 mesh)

sem brangqueamento (SB)

Resultado da anélise pelo método do pH diferencial

31 £ 1,04 mg antocianinas / g de residuo seco

17,5 + 0,5 mg antocianinas / g de residuo seco

Resultado da leitura dos extratos por CLAE

Pico ret-g ﬁ?a%o(g?in) Area/massa Pico Tempo(flnei r:;e tengao Area/massa
1 2,5 13,7 1 2,5 13,0
2 12,7 1134,7 2 12,7 784.9
3 13,9 264,7 3 13,9 144,9
4 15,4 1606,6 4 15,5 716,9
5 16,8 360,1 5 16,8 31,0
6 17,3 741,7 6 17,3 4413
7 18,3 521,0 7 18,2 85,4
8 18,6 273,1 8 18,6 119,0
9 20,2 639,9 9 20,2 310,8
10 21,6 1778,1 10 21,6 813,4
11 22.9 666,5 11 22.9 2173
12 24.5 713,8 12 24.5 651,7

13 30,5 104,9

Total 8733,5 Total 44349

De acordo com Rossi et al. (2003), Bochi (2013) e Li et al. (2016), na anélise por CLAE, o

tempo de retencdo de antocianinas em uma coluna de fase reversa (C-18) ¢ determinado pelo

grupamento aglicona (hidroxila e metoxila) da estrutura, isto €, os compostos tém diferentes tempos

de eluicdo e a ordem de eluigdo inicia pelo aparecimento da delfinidina, seguida de cianidina,

petunidina, pelargonidina, peonidina e, finalmente, malvidina.
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Os cromatogramas obtidos por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) com os
correspondentes picos das antocianians presentes no residuo de mirtilo em pd sem e com
branqueamento prévio do fruto estio apresentados na Figura 31. E importante ressaltar que apesar
das diferencas nos tempos de retencdo devido as diferentes condigdes de analise (proporgao da fase
movel e gradiente de inje¢ao), os mesmos picos descritos por Li et al. (2016) foram encontrados no
presente trabalho. Estes autores avaliaram o perfil das antocianinas de seis variedades de mirtilos
produzidos na China usando CLAE-DAD-MS e estabeleceram a seguinte ordem de eluigdo: (1)
Delfinidina 3-galactosidio; (2) delfinidina 3-glucosidio; (3) cianidina 3-galactsidio; (4) delfinidina-
3-arabinosidio; (5) cianidina 3-glucosidio; (6) petunidina 3-galactosidio; (7) cianidina 3-
arabinosidio; (8) petunidina 3-glucosidio; (9) peonidina 3-galactosidio; (10) petunidina-3-
arabinosidio; (11) peonidina 3-glucosidio (peonidina 3-glucosidio co-eluido com malvidina 3-
galactosidio); (12) peonidina 3-arabinosidio (peonidina 3-arabinosidio co-eluido com malvidina 3-

glucosidio); e, finalmente, (13) malvidina 3-arabinosidio.
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Figura 31. Cromatogramas obtidos pela andlise de antocianinas por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) em residuo de mirtilo em p6 sem e com branqueamento prévio do fruto.
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4.2.2. Avaliacao da mudanca de coloracdo de solucdes contendo residuo de mirtilo

As diferencas de coloragdao dos extratos obtidos a partir do residuo de mirtilo (utilizando a
fracdo que passou pela peneira de 100 mesh) foram analisadas para validar o uso deste residuo
como um indicador de mudanga de pH. A Figura 32(a) apresenta o aspecto visual da mudanca de
cor das solugdes de residuo de mirtilo na faixa de pH entre 2 e 11. Verificou-se que a coloracao das
solucdes de residuo de mirtilo apresentaram coloragdao avermelhada, rosa escuro, rosa claro e lilas
em valores de pH inferiores a 5, e coloracdo ligeiramente amarelada quando o pH da solucdo estava
entre 6 ¢ 7. Em valores de pH mais elevados, a cor da solucdo de residuo de mirtilo apresentou uma
tendéncia de mudanca, de roxo para amarelo escuro, levemente acastanhado na faixa de pH
variando entre 8 e 11.

Os resultados da andlise espectrofotométrica das solugdes de residuo de mirtilo permitem
confirmar as mudangas de cor visualmente percebidas, uma vez que houve alteragdo de
comprimento de onda no pico de maxima absor¢do, conforme mudanga do pH da solucao. Esses
resultados estdo apresentados nos espectros apresentados na Figura 32(b), (c) e (d).

Nos valores de pH acidos (pH 2, 3 e 4), o pico de maxima absorbancia foi obtido no
comprimento de onda de 520 nm, caracteristico da presenca de antocianinas no extrato. A medida
que houve um aumento do valor de pH (passando de 2 para 3 e 4) nas solugdes de residuo de mirtilo
houve uma redugdo nos valores de absorbancia. Em seguida, o aumento dos valores de pH (do pH
2,3 e 4 para os valores de pH de 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11) promoveu uma alteragcdo do pico de maxima
absor¢do para o comprimento de onda de 590 nm. Nos valores de pH mais bésicos (8, 9 e 10)
também houve um aumento gradual dos valores de absorbancia. O deslocamento do pico de
maxima absorbancia decorrente do aumento do valor de pH é chamado de mudanga batocromica e,
geralmente, ocorre quando antocianinas estdo presentes na solucdo avaliada (ASEN et al., 1972;
BAKOWSKA et al., 2003; ZHANG et al., 2014). Resultados similares de mudangas de cor e analise
espectrofotométrica UV-vis foram apresentados por Zhai et al. (2017) e Choi et al. (2017) para

solugdes de antocianina extraidas de roselle e da batata doce roxa, respectivamente.
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Figura 32. (a) Fotografia dos extratos de residuo de mirtilo, indicando a mudanga de cor na faixa de pH entre
2 e 11. Espectro UV-vis das solu¢des contendo residuo de mirtilo em diferentes valores de pH: (b) entre 2 e
11, (c) na faixa acida, entre 2 e 5 e (d) na faixa basica, entre 6 ¢ 11.
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4.2.3. Avaliacédo da capacidade de mudanca de coloracdo de filmes a base de amido de milho
contendo residuo de mirtilo sem e com branqueamento prévio do fruto

Com o intuito de minimizar a degradacdo das antocianinas presentes no residuo de mirtilo
durante as etapas de processamento e formagdo dos filmes e determinar a influéncia da
concentracao inicial das antocianinas como indicador da deterioracdo de alimentos, avaliou-se a
utilizacao do residuo de mirtilo sem e com prévio branqueamento do fruto. A mudanga de coloragao
foi avaliada em filmes de amido de milho (4% em massa) contendo residuo de mirtilo, que passou
pela peneira de 100 mesh, apds imersdo em solugdes com diferentes valores de pH, em comparagio
com a colorac¢ao inicial da amostra.

Na Figura 33 esté apresentado o aspecto visual dos filmes contendo residuo de mirtilo em po
sem branqueamento prévio do fruto (SB) e com branqueamento prévio do fruto (CB). O valor de
AE* entre as amostras SB e CB anteriormente ao teste indicativo de mudanga de cor apresentou
resultado de 8,5. Este valor demonstra que houve diferengas visualmente perceptiveis ao olho
humano entre essas amostras, uma vez que a diferenca global de cor foi superior a 3,0 (LEE &
COATES, 2003; MELGOSA et al., 2001). A diferenca visual de cor pode ser confirmada pelas
imagens apresentadas na Figura 33 e pode ser explicada pelo resultado da analise de quantificagdo
do teor de antocianinas totais para os residuos de mirtilo sem branqueamento (17,5 + 0,5 mg de
antocianinas por g de amostra seca) e com prévio branqueamento (31 + 1 mg de antocianinas por g
de amostra seca), sendo este Ultimo resultado praticamente o dobro do valor encontrado para a
amostra SB. Resultado semelhante foi encontrado por Rossi et al. (2003) que analisaram a
quantidade de antocianinas presentes no suco de mirtilo sem e com prévio branqueamento dos

frutos.

Figura 33. Aspecto visual dos filmes a base de amido de milho contendo residuo de mirtilo em p6 (a) sem
branqueamento e (b) com branqueamento prévio do fruto.
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Na Tabela 19 estdo apresentados os resultados da andlise colorimétrica para os filmes de
amido de milho contendo residuo de mirtilo sem branqueamento (SB) e com branqueamento (CB),
anteriormente ao teste indicativo de mudanga de cor e ap6s a imersdao dos filmes nas solugdes
tampao, em diferentes valores de pH.

As amostras de filmes contendo residuo de mirtilo sem branqueamento prévio apresentaram
maiores valores de L* e b* do que as amostras com branqueamento, enquanto os valores de a* ¢ o
parametro de saturacao de cor (C*4p) foram semelhantes para ambos os tratamentos. Apos a imersao
dos filmes em diferentes solugdes tampao foi possivel verificar alteragdes visuais de cor,
mostrando-se avermelhados em pHs &cidos e azulados em pHs basicos, conforme imagens
apresentadas na Figura 34. Nos testes colorimétricos, essas diferencas também foram detectadas,
visto que os valores de a* diminuiram ao se aumentar o pH da solugao.

Em pHs acidos (variando entre 2 e 5), verificou-se que os valores de 4E* para as amostras
sem branqueamento (variaram entre 5,4 ¢ 10,6) foram superiores aos valores de diferenca global de
cor para as amostras com a etapa de prévio branqueamento (de 1,7 a 5,4), fato este que também foi
constatado visualmente. Isto indica que o processo de branqueamento pode ter influenciado na
variacdo de cor dos filmes apds sua imersdao em diferentes solu¢des tampao. Entretanto, esse
comportamento ndo foi verificado apds imersdo em pH neutro a basico, de forma que as amostras
apresentaram valores de 4E* muito similares, independente do pré-tratamento dado ao fruto. Por
sua vez, as amostras imersas em pH 12 apresentaram tonalidade marrom (h,, aproximadamente
60°).

Além disso, os resultados da analise espectrofotométrica das solugdes tampao, apoOs a
imersdo dos filmes, corroboraram com os dados colorimétricos; as amostras com pH 2 ¢ 4
apresentaram maiores valores de absorbancia em 520 nm, que corresponde ao comprimento de onda
de maxima deteccdo de antocianidinas, conforme Figura 35. Essa observacdo sugere que se deve
evitar o contato direto desses filmes com compostos hidrofilicos, ou entdo, indesejavelmente, pode
ocorrer a migracdo de pigmentos de cor para o produto. A fim de solucionar essa questdo,
biomateriais hidrofébicos (FURTADO et al., 2012; MARIN et al.,, 2015) ou estruturas nano-
refor¢adas (TTAN et al., 2017) poderiam ser incorporados durante a producdo de filmes para reduzir
a hidrofilicidade do filme.

Conforme pode ser observado na Figura 34, as amostras com a etapa prévia de
branqueamento (CB) apresentaram coloragdo visualmente mais escura (menores valores de
luminosidade) enquanto as amostras sem branqueamento (SB) apresentaram coloragdo mais clara,
com maior brilho, representada pelos maiores valores de L*; esse resultado pode ser corroborado

pelos valores dos parametros colorimétricos apresentados na Tabela 19.
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O espectro de cores visualmente observadas para pH acido e neutro (variando de 2 a 7)
incluiu rosa intenso, vermelho, vinho e roxo. No entanto, a coloragdo das amostras no pH basico
(valores de pH 9, 10 e 12) foi inicialmente cinza intenso, sendo alterada para cores mais escuras,
como negro ¢ marrom, respectivamente. No pH 7, as amostras exibiram uma colora¢do roxo-
azulada. Esta coloragdo foi intensificada a medida que o pH aumentou para 9 e 10, conforme
mostrado na Figura 34. Isso pode ter acontecido porque, na fase aquosa, as antocianinas estao
presentes como uma mistura de espécies moleculares (conforme apresentado no item 2.6.2.), cujas
concentracdes dependem do pH (LAPIDOT et al., 1999; LIU et al., 2017).

Para todas as amostras testadas, os valores de AE* foram superiores a 3, evidenciando
mudangas visualmente perceptiveis ao olho humano, exceto para a amostra branqueada submetida
ao pH igual a 4. Sendo assim, independente da utilizagdo do branqueamento como pré-tratamento,
ambos os residuos utilizados nos testes promoveram mudancas de coloracdo nos filmes apos a
imersdo nas solugdes tampao com diferentes valores de pH. Esses resultados demonstraram o
potencial uso do residuo de mirtilo como indicador de pH em alimentos e consequentemente, como

embalagens inteligentes ou indicadores de deterioragao.

EEvTlaN

PH=2(SB)  pH=2(CB) pH=3(SB) pH=3(CB) pH=4(SB) pH=4(CB)

Puawmep

pH=5(SB) pH=5(cB) PH=6(SB) pH=6(CB) pH=7(SB)  pH=7(CB)

LB N

pH = 9 (SB) pH =9 (CB) pH=10(SB) pH=10(CB) pH=12(SB) pH=12(CB)

Figura 34. Aspecto visual dos filmes contendo residuo de mirtilo ap6s a imersdo em solugdes tampao com
diferentes valores de pH (entre 2 ¢ 12). SB ¢ CB indicam que o residuo foi feito sem e com branqueamento
prévio do fruto, respectivamente.
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Tabela 19. Resultados da analise colorimétrica para filmes de amido de milho contendo residuo de mirtilo sem e com branqueamento.

Filme contendo residuo de mirtilo sem branqueamento (SB)

Filme contendo residuo de mirtilo com branqueamento prévio (CB)

L*  a*  b*  AE* C%%  hy L a* b*  AE*  C*w  ha

bfaon”;:gf em 363 114 5T 128 267 bf;’r:‘;;‘;fnf‘e’rﬂo 289 13,4 T R— 13,6 8.4
pH =2 31,8 210 49 106 21,6 13,1 pH =2 281 167 37 38 171 127
pH =3 323 176 48 T4 183 154 pH =3 293 178 48 53 185 150
pH = 4 324 152 50 54 159 182 pH=4 291 149 12 17 149 46
pH=5 308 85 14 76 86 93 pH=5 257 98 056 54 98 3567
PH=6 327 67 41 61 79 311 pH=6 280 71 015 66 7.1 12
pH=7 31,5 32 32 98 45 443 pH=7 296 42 007 94 42 3590
pH=9 30,6 25 53 106 58 647 pH=9 255 39 14 100 42 19,3
pH = 10 300 1,9 48 114 52 679 pH = 10 262 34 20 103 4l 332
pH = 12 48 37 114 97 11,9 722 pH = 12 298 44 69 103 83 57,8

AE* entre as amostras controle branqueada e sem branqueamento = 8,5

Os valores de AE* foram calculados usando parametros colorimétricos (L*, a* e b*) das amostras apds imersdo em uma solu¢do de pH em compara¢do com a amostra controle.
bl
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Figura 35. Espectros UV-visivel das solugdes tampao em diferentes pH (2 e 4) apos o teste de imersdo
dos filmes.

Yoshida et al. (2014) utilizaram antocianinas comerciais extraidas de uvas para
produzir filmes inteligentes a base de quitosana. Apds a imersdo dos filmes em solugdes
tampao com diferentes valores de pH, a cor dos filmes, que inicialmente era violeta escuro,
foi alterada, variando de rosa (pH 4cido) a verde azulado (pH neutro) até amarelo (pH basico).
Portanto, verificou-se que a mudanga de cor observada neste trabalho apresentou uma
tendéncia semelhante aquela observada por Yoshida et al. (2014). Além disso, comparando-se
os resultados obtidos com a literatura, acredita-se que as diferengas (cor amarela em
comparacao com a cor azul, em pH basico) de cor obtidas para todas as amostras podem ser
decorrentes principalmente da fonte de antocianina utilizada e ao seu grau de pureza (AC-2-
12R-WS-P), visto que, neste trabalho foram utilizadas antocianinas extraidas do residuo de
mirtilo.

Zhang et al. (2014) extrairam as antocianinas da flor Bauhinia blakeana Dunn e
avaliaram a sua utilizagdo em filmes a base de quitosana como indicadores/sensores
colorimétricos de pH. Os autores observaram um comportamento de mudanca de cor
equivalente ao encontrado neste estudo em pH 4cido e neutro. Nesses valores de pH foi
observada uma mudanga de cor de rosa para roxo e depois para verde em uma faixa de pH de
2,2 29,0 apos 48 h de contato com carne de porco e produtos a base de peixe. No entanto, em
comparacdo aos resultados encontrados, houve uma diferenca de coloracdo no pH basico. Isso
provavelmente ocorreu porque as antocianinas predominantes no residuo de mirtilo e na flor

de Bauhinia Blakeana Dunn s3o de natureza diferente.
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Além disso, os resultados da mudanca de cor apresentados em trabalhos anteriores
(LUCHESE et al., 2015) usando farinha de jabuticaba (proveniente do processamento do
suco) incorporada em filmes de amido de pinhdao também diferem dos resultados
colorimétricos encontrados. Os resultados do referido trabalho mostraram que, ap6s a imersao
em diferentes solu¢des tampao, a pH 2, os filmes com jabuticaba exibiram uma colorac¢ao
avermelhada, no entanto, em valores de pH equivalentes a 4, 6, 7, 8 e 10, a cor das amostras
tendeu para a coloragdao lilds. Em pH 12 (bésico), uma intensa coloragdo marrom foi
observada. Embora os resultados desse trabalho com residuo de jabuticaba nao tenham sido
confirmados por andlise colorimétrica, os autores acreditam que essas diferencas de coloragdo
sdo fundamentalmente decorrentes da fonte de antocianina.

Os resultados apresentados nesta etapa do trabalho estdo publicados no International
Journal of Biological Macromolecules com o titulo “Effect of blueberry agro-industrial
waste addition to corn starch-based films for the production of a pH-indicator film”
(https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.05.149).

4.2.4. Caraterizacao fisico-quimica e avaliacdo da capacidade de mudanca de coloracgdo de
filmes a base de amido de mandioca contendo residuo de mirtilo ap6s imersdo em solugdes
tampé&o com diferentes valores de pH, em solucdes aquosas e em alimentos

A partir dos resultados obtidos, em que se verificou visualmente uma mudanca de
coloragdo mais intensa e, portanto, mais facilmente perceptivel para as amostras de filmes
contendo residuo de mirtilo com branqueamento prévio do fruto, decidiu-se trabalhar nas

proximas etapas do trabalho com o residuo de mirtilo branqueado.

A fim de verificar o efeito da granulometria do residuo de mirtilo em pd nas
propriedades fisico-quimicas e na capacidade de mudanga de colora¢do dos filmes a base de
amido de mandioca foram utilizadas duas fra¢cdes do residuo de mirtilo com prévio
branqueamento do fruto em pd: a fragdo que ficou retida (CG) e a fragdo que passou (C100)
pela peneira de 100 mesh. Nesta etapa, os filmes foram produzidos por casting utilizando
glicerol (30% em relagdo ao teor de amido) como plastificante. Os resultados desta etapa
foram submetidos para a revista Food Hydrocolloids e atualmente estdo under review
(Revisions Requested). O trabalho foi intitulado “Evaluation of blueberry residue

incorporated cassava starch film as pH indicator in different solutions and foodstuffs”.
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Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados das analises de espessura, umidade,
solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes produzidos com residuo de mirtilo
com prévio branqueamento do fruto em diferentes granulometrias (a fragao de residuo que
ficou retida na peneira de 100 mesh, CG, e a fragdo que passou pela penecira de 100 mesh,
C100).

Os dados apresentados na Tabela 20 permitem verificar que, de maneira geral, a
incorporagado de diferentes fragdes do residuo de mirtilo nos filmes de amido de mandioca nao
promoveu alteragdes significativas nos valores de umidade e solubilidade. Entretanto, maiores
valores de espessura e permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foram reportados ao usar o
residuo de mirtilo nas formulagdes, principalmente quando foi utilizada a fragdo de residuo de
mirtilo que ficou retida na peneira de 100 mesh (CG). Apesar de alguns desses valores serem

estatisticamente diferentes, ndo representam mudangas fisicas consideraveis entre os filmes.

Tabela 20. Valores de espessura, umidade, solubilidade ¢ permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
a base de amido de mandioca produzidos por casting com residuo de mirtilo em diferentes
granulometrias.

Permeabilidade ao

Filme Espessura Umidade Solubilidade vapor de 4gua
(mm) (%0) (%) 1 2 1
(gmmh m KkPa)
C3G (controle) 0,11+0,02° 196+04°  159+0,6F 0,27 £ 0,04 °¢
C4G (controle) 0,13+0,02¢ 23,6+34¢ 13,7+0,9° 0,23 +0,03 €
C3GMI100 0,15+0,02°% 23,8+0,1°€ 23,1 +0,5% 0,28 + 0,03 B¢
C4GMI100 0,17+0,02°% 288+14"® 129+0,9° 0,26 + 0,03 B¢
C3GMI 0,25+0,01% 289+05"® 183+0,78 0,41 £0,09 4
CAGMI 0,26+0,01% 296+0,7*® 173+1,1B 0,46 +0,14

*Letras diferentes nas colunas indicam que ha diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey
entre as amostras. Os filmes sdo identificados pela letra C (mandioca) seguida pelo conteudo de amido utilizado por 100 mL.
A letra G corresponde ao conteudo de 30% de glicerol em relagdo ao teor de amido; MI100, a fragdo de residuo com prévio
branqueamento do fruto que passou pela peneira de 100 mesh e M1, a fragéo de residuo de mirtilo com prévio branqueamento
do fruto que ficou retida na peneira de 100 mesh.

Salas-Valero, Tapia-Blacido & Menegalli (2015) produziram filmes a base de amido
de milho, glicerol e farinha cafnihua por casting e encontraram valores de permeabilidade ao
vapor de agua variando entre 0,09 ¢ 0,6 g mm h'm2kPa. Andrade, Ferreira & Gongalves
(2016) desenvolveram filmes biodegradaveis a base de amido contendo residuos de frutas e

hortalicas e encontraram valores de permeabilidade ao vapor de 4dgua variando entre
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2,4 ¢2,8 gmmm®h” kPa’. Crizel et al. (2017) avaliaram a permeabilidade ao vapor de dgua
e a solubilidade de filmes a base de gelatina e glicerol com a incorporagdo de residuo de
mirtilo (na forma de fibras ou extrato), e encontraram valores variando entre
0,5e1 gmm m?h’! kPa'l;os valores de solubilidade variaram entre 26 ¢ 32,5%. Esses valores
foram superiores aos encontrados no presente trabalho.

Na Figura 36, estdo apresentados os resultados da andlise de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para o amido de mandioca (4%), o residuo
de mirtilo em p6 (com prévio branqueamento do fruto) e para as amostras de filmes (C4GMI
e C4GMI100) produzidas com a inclusdo do residuo em diferentes granulometrias. Somente
foi apresentado o resultado da analise da amostra de residuo de mirtilo que passou pela
peneira de 100 mesh, uma vez que, ambas as fragdes, apresentaram exatamente 0 mesmo
espectro de FTIR.

E possivel verificar que os espectros de FTIR do amido nativo de mandioca e dos
filmes a base de amido contendo residuo de mirtilo apresentaram as bandas caracteristicas do
amido em 3300 cm™ (estiramento O—H), 2950 cm™ (C—H dos grupos alquila) e 1050 cm™
(estiramento C-0).

A absor¢do em torno de 1640 cm™ é uma banda tipica que corresponde ao amido e
seus derivados, relacionada a dgua fortemente ligada (SELIGRA et al., 2016; YU et al., 2010;
ZHANG et al., 2012). No espectro de FTIR do residuo de mirtilo, o sinal correspondente ao
estiramento do anel aromatico, devido a presenga de compostos fendlicos pode ser visto em
1615 cm™. Em contraste com os outros espectros, no FTIR do residuo de mirtilo, um sinal em
1720 cm™ também foi detectado e atribuido a vibragio de grupos C=0 de acidos carboxilicos
(PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017). Este pico ndo aparece nos espectros de filmes
contendo residuo de mirtilo (C4GMI e C4GMI100), possivelmente decorrente de uma
interacdo (VU & LUMDUBWONG, 2016) entre o grupo C=0 do acido carboxilico e a matriz
polimérica do amido devido & formagdo de uma banda mais alargada em 1620 cm™ quando
comparado ao espectro de amido de mandioca sem adicdo de residuo. Apesar das diferencas
visuais de heterogeneidade entre os filmes de amido de mandioca contendo diferentes fracdes
de residuo de mirtilo, os filmes C4GMI e C4GMI100, respectivamente, ndo apresentaram

diferencas na analise de FTIR.
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Figura 36. Espectros de FTIR do filme de amido de mandioca, do residuo de mirtilo e dos filmes a
base de amido de mandioca (4%) contendo residuo de mirtilo branqueado com diferentes
granulometrias. O filme C4GMI contém a fragdo retida na peneira de 100 mesh e o filme C4GMI100
contém a fragdo que passou pela peneira de 100 mesh.

Na Tabela 21 estdo apresentados os resultados para andlise de espessura e
propriedades mecanicas (tensao de ruptura, TS em MPa; percentual de alongamento, E em %;
e modulo elastico, MY em MPa) para os filmes de amido de mandioca contendo as diferentes
fragdes de residuo de mirtilo (com prévio branqueamento do fruto). A adi¢do de residuo de
mirtilo em pd promoveu um aumento da espessura do filme em compara¢do com o filme
controle (C4G). Além disso, esse aumento foi mais pronunciado para os filmes contendo a
fracao de residuo de mirtilo retida na peneira de 100 mesh (C4GMI).

E possivel verificar pelos dados apresentados na Tabela 21 que os filmes contendo a
fragdo de residuo de mirtilo que ficou retida na peneira (C4GMI) apresentou um decréscimo
nos valores de tensdo de ruptura e modulo de elasticidade. A sinergia entre os diferentes
componentes da matriz filmogénica ¢ muito importante e influencia nos resultados de
propriedades mecanicas, particularmente quando os materiais contem particulas heterogéneas
que nao possuem completa compatibilidade com o biopolimero utilizado.

O percentual de elongagdes foi significativamente (p <0,05) reduzido para as
amostras testadas apds adicdo do residuo de mirtilo em pd em comparagdo com a amostra

controle contendo amido. A adi¢do de fibras, em geral, promove um aumento nos valores do
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moédulo de elasticidade e uma redugdo no percentual de elongacdo. Portanto, conforme
esperado, os filmes contendo a fragdo de residuo de mirtilo que passou pela peneira de 100
mesh (C4GMI100) apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) na rigidez (médulo de
elasticidade) e uma diminui¢do no percentual de elongacdo em comparacao com os filmes
controle contendo amido (C4G). Entretanto, as amostras contendo a fracdo de residuo de
mirtilo que ficou retida na peneira de 100 mesh (C4GMI) apresentaram valores de modulo de
elasticidade menores em comparacao com os filmes controle (C4G), provavelmente devido a
heterogeneidade da estrutura filmogénica formada que resultou na formacdao de pontos

frageis, suscetiveis a rupturas e/ou descontinuidades.

Tabela 21. Valores de espessura (mm) e resultado da analise de propriedades mecanicas (resisténcia a
tragdo, TS [MPa], percentual de elongacdo, E [%] ¢ mddulo de elasticidade, MY [MPa]) dos filmes a
base de amido de mandioca, glicerol (30% em relagdo a massa de amido) e residuo de mirtilo
produzidos por casting.

Propriedades mecanicas

Espessura (mm) TS (MPa) E (%) MY (MPa)

C4G 0,12 + 0,005 © 1,3+02% 106+ 184 58+0,7"8
C4GMI1100 0,18 +0,02 8 1,1£03% 19+6€ 9,6+1,4%
C4AGMI 0,26+0,02* 0,5+0,1° 47+458 32+09°

* C4G = filme de amido de mandioca (4%); C4GMI = filme de amido de mandioca contendo a fracdo de residuo de
mirtilo com prévio branqueamento do fruto que ficou retida na peneira de 100 mesh e C4GMI100 = filme de amido de
mandioca contendo a fragdo de residuo de mirtilo com prévio branqueamento do fruto que passou na peneira de 100 mesh.

**Resisténcia maxima a ruptura [TS; MPa], elongagdo méaxima de ruptura [E; %] e modulo de elasticidade [MY; MPa].

***Letras diferentes nas colunas indicam que ha diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey

entre as amostras.

De modo geral, a incorporagao do residuo promoveu uma redugdo no percentual de
elongacdo dos filmes em relagdo ao filme controle e um aumento no modulo de elasticidade,
ou rigidez dos filmes, provavelmente devido ao elevado teor de fibras presentes. Esse
comportamento também foi observado por outros autores que trabalharam com adicdo de
fibras (celulose, cana-de acucar, etc.) em filmes de amido. Miiller, Laurindo &
Yamashita (2009) destacaram que a adicdo de fibras em filmes de amido diminuiu
significativamente o percentual de elongacdo maxima na ruptura, indicando que estes filmes

se tornaram menos extensiveis do que os filmes controle. De acordo com os autores, isto pode
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estar associado a reducdo das interacdes intermoleculares dos diferentes componentes
presentes na matriz filmogénica.

Moraes (2009) avaliou a incorporacao de nanoargilas e fibras de celulose em filmes de
amido de mandioca. Os resultados encontrados demonstraram que a adi¢ao de fibras e
nanoargila promoveu um aumento da tensdo de ruptura dos filmes em 8,5 vezes e do mddulo
de Young em 24 vezes, mas reduziu a capacidade de alongamento em 14 vezes. De Souza et
al. (2012) produziram filmes de amido de mandioca com adi¢ao de polpas de manga e de
acerola e também verificaram que o percentual de alongamento dos filmes com polpa foi
inferior ao dos filmes sem polpa, os autores atribuem este resultado a presenga de fibras
nessas polpas.

Veiga-Santos, Ditchfield & Tadini (2011) produziram filmes a base de fécula de
mandioca incorporados com extratos aquosos de espinafre e uva, como fonte de clorofila e
antocianina, respectivamente. A concentragdo maxima adicionada foi 0,5 g de extrato de
espinafre por 100 g de solucdo filomogéncia e 3,8 g de extrato de uva por 100 g de solugdo
filomogéncia e encontraram resisténcia maxima a tragao variando entre 1,8 e 4,2 MPa.

Resultados similares de espessura, permeabilidade ao vapor de agua e propriedades
mecanicas foram obtidos por Yan et al. (2013) apds a incorporagao de extratos de alecrim em
filmes a base de amido/alginato, por Crizel et al. (2016) ap6s adigdo de fibras do bagaco de
mirtilo em filmes de gelatina e por Pifieros-Hernandez et al. (2017) ap6s a incorporagao de
extratos de alecrim em filmes de amido de mandioca. Em geral, os filmes com adi¢do de
extratos (provenientes do residuo de mirtilo e das folhas de alecrim) apresentaram maiores
valores de espessura e de permeabilidade ao vapor de agua. Além disso, em geral, filmes
compositos apresentam um decréscimo na tensdo de ruptura e no percentual de elongacao e
um aumento no modulo de elasticidade quando comparados com o filme controle que contém
apenas amido (CRIZEL et al., 2016; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).

Além da caracterizagdo fisico-quimica dos filmes, foram realizados testes para
avaliacdo da capacidade de mudanca de coloracdo apds imersdao das amostras em solugdes
tampao com diferentes valores de pH, em solugdes aquosas e em contato direto com
alimentos. Os filmes contendo a fragdo de residuo de mirtilo mais grosseira (C4GMI)
apresentaram-se visualmente mais heterogéneos em comparagdo aos filmes produzidos
utilizando a fracdo mais fina (C4GMI100) de residuo de mirtilo, que se apresentaram
aparentemente mais uniformes e homogéneos, conforme pode ser visualizado na Figura 37.

Além disso, independentemente da fracdo de residuo de mirtilo utilizada na formulag¢do do
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filme, verificou-se que todas as amostras imersas em solugdes tampao (valores de pH: 4, 5, 6
e 7) apresentaram valores de diferenca total de cor (4E*) superiores a 5, indicando que houve
mudancga de coloragdo visivelmente perceptivel ao olho humano (MELGOSA et al., 2001). O
valor de AE* foi calculado em relacdo a amostra controle, ou seja, anteriormente a imersao
dos filmes C4GMI100 e C4GMI nas solucdes tampao.

Adicionalmente, ¢ possivel verificar que o filme contendo residuo de mirtilo em po
com maiores tamanhos de particula (C4GMI) apresentou uma pigmentacdo menos intensa
quando comparado ao filme C4GMI100, provavelmente devido ao menor contetdo de
antocianinas (17,4 £ 0,3 mg antocianinas / g de residuo seco) presente nessa fragdo de
residuo. No entanto, algumas mudangas de coloragdo, apds imersdo em diferentes valores de

pH, foram mais facilmente percebidas (maiores valores de 4E*), na amostra C4GMI do que

na amostra C4GMI100.
pH4 pHS5 pH6 pH 7

AE*=5,2 AE*=8,7 AE*=9,.8 AE*=13,

pH6 pH7

C4GMI AE*=88 AE*=92 AE*=10,7 AE*=113
(controle)

C4GMI1100
(controle)

pH 4 pHS

\

Figura 37. Aspecto visual da mudancga de cor das amostras e valores de diferenca total de cor (AE*)
dos filmes controle e apos imersdo em diferentes valores de pH (4, 5, 6 e 7).

Conforme mencionado anteriormente, foi possivel estabelecer uma correlacao (valores
de AE*) entre a mudanga de coloragdo apos a imersdo dos filmes em solugdes tampdo, em
solugdes aquosas usadas como simulantes e em alguns produtos alimenticios. Os valores de
AE* apresentados na Tabela 22 foram calculados usando como padrdo os parametros
colorimétricos, L*, a* e b*, (dados apresentados no APENDICE V) obtidos para os filmes
C4GMI e CAGMI100 imersos em solugdes tampao, nos respectivos valores de pH. Portanto,

os valores de AE* correspondem a diferenga de cor entre o filme imerso em solu¢ao tampao e
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entre a solucdo aquosa usada como simulante e/ou o alimento no respectivo valor de pH.
Sendo assim, valores de diferenca global de cor (4E*) inferiores ou proximos a 6,0 indicam
que foi estabelecer uma boa correlacdo entre a mudanga de coloragdao das amostras apds
imersdo nas solu¢des aquosas em comparagao com a coloracdo das amostras apds imersao em
solugdo tampao, no respectivo valor de pH.

Apos o teste de aplicagdo em solugdes aquosas e alimentos, verificou-se que, em geral,
os filmes contendo a fracdo de residuo de mirtilo que passou pela peneira de 100 mesh
(C4GMI100) apresentaram maiores valores de diferenca global de cor (4E*) em comparacao
com os filmes contendo a fracdo de residuo que ficou retida na peneira (C4GMI). Apos
imersdo em agua destilada, os valores de AE* para os filmes C4GMI e C4GMI100 indicaram
diferencas de cor visualmente perceptiveis. Este efeito pode ter sido causado pela lixiviagao
dos componentes coloridos do residuo de mirtilo presentes na matriz filmogénica, uma vez
que as antocianinas sao hidrossoluveis.

Apobs imersdo nas solugdes aquosas (proteina de soja e proteina do leite) houve uma
diferenca de coloragdo pouco perceptivel (valores de 4E* inferiores a 6,0). Entretanto, as
amostras que foram imersas em solugdes salinas e de sacarose apresentaram valores de
diferenga global de cor igual ou maiores do que 6,0, demonstrando que uma fraca correlacao
entre esses valores foi obtida. E importante enfatizar que independente da concentragdo das
solucdes de sacarose e sal (5 e 10%), os mesmos resultados colorimétricos foram obtidos.
Este comportamento ocorreu possivelmente devido a baixa concentracdo da solugao utilizada.

Tabela 22. Valores de AE* (diferenga global de cor) calculados ap6s o contato da amostra com
solugdes aquosas e em base oleosa, nos respectivos valores de pH.

Amostra pH (Cfg v ) (C4C§‘ 517100)
Agua destilada 6 3,8 8,2
Solucéo de sacarose (5 e 10%0) 6 7,7 7,4
Solucéo salina (5 e 10%0) 7 6,2 9,8
Solucé&o de proteina de soja (5%0) 6 2,1 5,7
Solucé&o de proteina do leite (5%) 6 4,7 1,3
Oleo de milho 6 11,9 8,9

*Filmes de amido de mandioca (4%) contendo a fragdo de residuo de mirtilo, com prévio branqueamento do fruto, que
ficou retida na peneira de 100 mesh (C4GMI) e que passou pela peneira de 100 mesh (C4GMI100). Os valores de AE*
correspondem a diferenga de cor entre o filme imerso em solugdo tampao e entre a solugdo/alimento no mesmo valor de pH.
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Apoés imersdo das amostras em uma base oleosa (6leo de milho), independente da
granulometria do residuo de mirtilo utilizada para desenvolvimento dos filmes; as estruturas
dos filmes se tornaram brilhosas e quebradicas, e os valores de diferenca global de cor (4E*)
foram superiores a 6,0, demonstrando que houve uma fraca correlagdo entre este resultado e
aquele obtido apdés imersdo em solucdo tampao pH 6. Um esquema representativo das
mudangas de coloragdo observadas apos a imersdo em 6leo de milho estd apresentado na
Figura 38; foi possivel verificar que o 6leo de milho permaneceu presente na superficie do

filme, conferindo ao filme um aspecto visual brilhoso.

Apo6s imersdona Apos imersio no
solucio tampio  ¢6leo de milho

pH 6 pH 6

AE* =10,7
—

C4GMI (controle)

AE* =98
—

C4GMI100 (controle)

pH 6

Figura 38. Mudanga de coloragao visual e diferenga global de cor (valores de AE*) dos filmes apds
imersdao em solugdes tampao e em base oleosa (6leo de milho).

Além dos alimentos citados, foi realizado um teste preliminar com pedacos de frango,
visto que a deterioracdo de produtos carneos promove um aumento do valor de pH devido a
liberacdao de nitrogénio bésico volatil total, pois existe uma estreita relacao entre o valor de
pH e o indice de frescor de um produto alimenticio. Diante desta perspectiva, o
desenvolvimento de um filme contendo um tipo de indicador que pode ser usado para
monitorar o processo de deterioracdo de produtos carneos apresenta-se como uma area de
estudo bastante promissora. Neste estudo preliminar, foram analisadas duas configuragdes
distintas: (a) embalagem colocada diretamente em contato com as amostras e (b) embalagem
em contato indireto com o produto alimenticio, ou seja, o frango foi colocado dentro de um
béquer nas proximidades do filme indicador. Na Figura 39 estdo apresentadas as fotografias

com a configuracdo dos dois sistemas. Os pedacos de frango foram armazenados durante
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10 dias e a aparéncia visual dos mesmos apos 1 e 10 dias sob refrigeragao (T =6 °C) esta
apresentada na Figura 39.

Quando os filmes foram colocados diretamente em contato com as amostras de frango,
foi possivel observar o fendmeno de migragdo do pigmento de cor roxa presente no residuo de
mirtilo em dire¢do ao produto alimenticio, portanto, a diferenca total de cor (AE*) ndo pode
ser claramente visualizada. Isto pode ser explicado pela elevada hidrofilicidade dos filmes a
base de amido de mandioca. Consequentemente, os resultados de mudanga de coloragao nao
sdo considerados validos e, portanto, ndo foram apresentados.

A adicdo de compostos hidrofébicos na formulacdo de filmes pode contribuir
positivamente para minimizar a migragdo de compostos dos filmes contendo residuo de
mirtilo e, assim, auxiliar na resolugdo do problema. Algumas alternativas para reduzir a
hidrofilicidade dos filmes a base de amido foram sugeridas por Flores et al. (2010), tais como:
o uso de compatibilizantes, amidos modificados ou nanoparticulas na matriz filmogénica de
amido, ou a producdao de filmes multicamadas. Alternativamente, Bastos et al. (2009)
avaliaram a possibilidade de reduzir a sensibilidade a agua dos filmes de amido de milho pelo
tratamento com plasma e utilizaram microscopia confocal a laser e microscopia de forca
atdmica para analisar as principais modificacdes na superficie dos filmes. Os resultados
indicaram que houve a formagdo de ligagdes cruzadas (crosslinking) no amido e, portanto,
mesmo apOs contato com a agua por 10 min, as amostras permaneceram hidrofobicas,
apresentando valores de angulo de contato superiores a 100°. A partir destas pesquisas €
possivel inferir que modificagdes adequadas na formulagdo dos filmes, de modo a torna-los
mais hidrofobicos, podem permitir sua utilizagdo para monitorar a deteriora¢do de pedagos de

frango, ou outro alimento similar, por inspec¢ao visual direta.

=72 RIS
\ J \\/‘

Figura 39. Fotografias evidenciando a aplica¢do das embalagens nos pedacos de frango de maneira (a)
indireta (pedaco de frango na parte interna do béquer), (b) direta (o filme foi diretamente enrolado no

pedaco de frango) e (c) aspecto visual dos filmes de amido de mandioca (4%) e residuo de mirtilo apos
10 dias de contato, mantidos na temperatura de refrigeragdo de 6 °C.
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4.2.5. Avaliacdo da influéncia da adicdo de residuo de mirtilo na biodegradabilidade dos
filmes de amido de mandioca

A fim de avaliar a biodegradabilidade dos filmes de amido incorporados com residuo
de mirtilo, foi realizado um estudo qualitativo da degradacdo dos materiais em fun¢do do
tempo para amostras enterradas em um composto vegetal (solo). Na Figura 40 estao
apresentados os resultados da analise de biodegradabilidade (até 30 dias) dos filmes a base de
amido de mandioca (contendo 4 g de amido por 100 mL) com diferentes granulometrias do
residuo de mirtilo em pd (com branqueamento prévio do fruto), ou seja, com a fracdo mais
grosseira que ficou retida na peneira de 100 mesh, e com a fragdo mais fina que passou pela
peneira de 100 mesh.

Pode ser visto, que, apds 7 dias de armazenamento em composto vegetal, todos os
filmes apresentaram mudancas na cor, na tonalidade e na integridade, com alguns danos
fisicos, indicando o inicio do processo de degradacdo. As amostras contendo residuo de
mirtilo apresentaram intensa mudanga de coloragdo visual, visto que em ambiente basico,
como o do solo (pH~8,6), as antocianinas adquirem coloracdo diferente. Além disso,
visualmente verificou-se que os filmes de amido de mandioca contendo residuo de mirtilo
apresentaram-se mais integros apds 30 dias de estudo, principalmente o filme contendo a
frago de residuo de mirtilo que passou pela peneira de 100 mesh.

Jaramillo et al. (2016) verificaram que a decomposi¢do dos filmes de amido de
mandioca sem e com adi¢do de extrato de erva mate ocorreu quase inteiramente apds 12 dias.
Além disso, aparentemente, a incorporacdo do extrato de erva-mate em filmes de amido-
glicerol acelerou o processo de biodegradagdo, provavelmente devido a presenca de
compostos de baixa massa molar no extrato de erva-mate, que sofreram degradacao antes do
amido.

Pifieros-Hernandez et al. (2017) avaliaram a influéncia da adicdo de extratos de
alecrim na biodegradabilidade de filmes de amido mandioca. Esses autores observaram a
desintegragdo completa dos filmes em duas semanas de compostagem, no entanto,
diferentemente dos resultados apresentados por Jaramillo et al. (2016), a integridade dos
filmes contendo extrato de alecrim foi melhor preservada em comparag¢do com os filmes sem

extrato. Provavelmente, esse comportamento estd relacionado a presenga de compostos
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fenolicos naturais que podem ter afetado a atividade dos microrganismos presentes no

ambiente de compostagem (CERRUTTI et al., 2011), similar ao que ocorreu neste estudo.

Filme de amido de Filme de amido de
Filme de amido mandioca com pé de mandioca com po6 de

de mandioca mirtilo que passou pela mirtilo que ficou retido

peneira de 100 mesh na peneira de 100 mesh
- -
" .
Dia 20 "
o .

Figura 40. Fotografias mostrando o aspecto visual dos filmes de amido de mandioca (4%) sem e com
residuo de mirtilo em diferentes granulometrias durante a analise de biodegradabilidade apos 7, 20 e
30 dias enterrados em solo.
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4.3. Parte 111 — Desenvolvimento e caracterizacdo de filmes de amido de mandioca e

sorbitol com diferentes teores de residuo de mirtilo

Essa parte do trabalho foi realizada no Programa de Doutorado em Engenharia de
Materiais Renovaveis do Departamento da Engenharia Quimica e do Meio Ambiente da
Escola de Engenharia de Gipuzkoa, na Universidade do Pais Vasco / Euskal Herriko

Unibertsitatea (UPV / EHU) em San Sebastian, na Espanha, durante o doutorado sanduiche.

4.3.1. Filmes produzidos por casting

Nesta etapa foram desenvolvidos filmes de amido de mandioca (CS; 4%) e sorbitol
com incorporagao de residuo de mirtilo (com prévio branqueamento do fruto) que passou na
peneira de 100 mesh. Os filmes fabricados por casting foram designados como CSOBW,
CS4BW, CS8BW e CSI12BW como fung¢do do conteido de residuo de mirtilo (BW)
adicionado, sendo, portanto, incorporados 0, 4, 8 e 12% em relacdo ao teor de amido,
respectivamente.

Macroscopicamente, todos os filmes apresentaram caracteristicas homogéneas, foram
transparentes, inodoros e faceis de manusear. A adi¢do de BW afetou significativamente
(p <0,05) a espessura do filme, que variou de 91,3 a 124,3 pm, conforme dados apresentados
na Tabela 23. Os resultados da andlise de permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) para todas
as amostras analisadas também estdo apresentados na Tabela 23, que variaram entre 0,667 e
0,959 gmm m™ h™' kPa" e foram semelhantes aos resultados apresentados por outros autores
(MALI et al., 2005; SALAS-VALERO et al., 2015 SANTACRUZ et al., 2015; CRIZEL et al.,
2016; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017) para filmes contendo amido. As propriedades de
barreira ndo foram significativamente (p > 0,05) afetadas pela adi¢do do residuo de mirtilo
(4% a 12%), indicando que houve uma boa compatibilidade entre os componentes.

Adicionalmente, na Tabela 23 estdo apresentados os resultados da analise de angulo de
contato (WCA) para os filmes de mandioca produzidos com diferentes conteudos de residuo
de mirtilo. Pode-se verificar que independentemente do contetido do teor de residuo de mirtilo
em pod adicionado houve uma diminui¢do na hidrofobicidade dos filmes de amido de

mandioca em relagdo ao controle.
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Tabela 23. Valores de espessura (um), permeabilidade ao vapor de agua e angulo de contato (WCA)
para os filmes a base de amido de mandioca produzidos com diferentes conteidos de residuo de
mirtilo.

Permeablidade ao vapor
Espessura

de agua WCA (°)
(pm) (g mm m?h' kPa™)
CS0BW 91,3+10,2 € 0,667 + 0,008 ® 90,9 +£3,6 4
CS4BW 115,0+4,7" 0,919 + 0,026 8 63,4+59°%
CS8BW 122,6 + 10,9 8 0,959 + 0,137 * 58,5+ 64"
CS12BW 1243 +8,6% 0,893 + 0,026 B 60,4+62°"

*CSOBW, CS4BW, CS8BW e CS12BW representam os filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes contetidos
de residuo de mirtilo (BW): 0, 4, 8 ¢ 12% em relagdo ao teor de amido, respectivamente.

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Os termogramas obtidos por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) estdo
apresentados na Figura 41. Conforme indicado por Alvani et al. (2011), os valores de entalpia
(AH) podem ser considerados um indicador da perda de ordem molecular devido a ruptura das
ligacdes de hidrogénio. A perda de ordem molecular foi confirmada pelos valores de AH
determinados para filmes de amido de mandioca: 35,3, 30,5, 29,1 e 25,3 J .g'l para CSOBW,
CS4BW, CS8BW e CS12BW, respectivamente. Kadam et al. (2015) e Sun et al. (2017)
também encontraram uma diminuicao dos valores de entalpia apos extracdo de algas marinhas
(Ascophyllum nodosum) e adigdo de polifendis de magd em filmes de gelatina/caseina e
quitosana, respectivamente. Esta diminui¢do nos valores de AH pode estar relacionada com a
diminui¢do das interacdes inter- e intra-moleculares apos a adicdo do extrato contendo

polifendis (RATTAYA et al., 2009; KADAM et al., 2015).

Além dos valores de entalpia, a temperatura maxima dos picos DSC também foi
analisada. Para o filme de amido de mandioca, a maxima temperatura foi de 80 °C, enquanto
para os filmes preparados com residuo de mirtilo, este pico apresentou temperaturas mais
altas, até 96 °C. Esses resultados indicaram que ¢ necessaria uma temperatura mais alta para
que ocorra a degradacdo dos filmes contendo residuo de mirtilo em comparacdo com os

filmes que sem adicdo de residuo. Isso porque o residuo de mirtilo possui temperatura de
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fusdo superior (T =115 °C, APENDICE VI) a temperatura de fusdo do filme de amido de
mandioca sem residuo, promovendo um aumento na temperatura de fusdo do filme apds a

adicao de residuo de mirtilo.
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Figura 41. Termogramas dos filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de residuo de
mirtilo (BW: 0, 4, 8 e 12% em relacdo ao teor de amido, respectivamente) obtidos por Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC).

Em relacdo a degradacdo térmica dos filmes, as curvas TGA e DTGA sdo mostradas
na Figura 42, onde dois estagios de perda de massa sdo exibidos. Como pode ser observado,
houve uma ligeira perda de massa na temperatura proxima a 100 °C, o que pode ser atribuido
ao teor de umidade das amostras. Esta primeira etapa estd associada a perda de agua livre do
filme. Depois disso, as amostras apresentaram alta estabilidade térmica, mantendo sua massa
quase inalterada até 150 °C (retencdo de massa superior a 85%). A perda de massa devido a
decomposicdo térmica do amido de mandioca na temperatura de 307 °C foi a principal fase
(LIU et al., 2009; WANG et al., 2017), e permaneceu praticamente constante para todas as

formulacdes estudadas.
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Figura 42. Resultado da analise de (a) perda de massa com aumento da temperatura e (b) DTGA,
derivada da curva de perda de massa, para filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de
residuo de mirtilo (BW: 0, 4, 8 ¢ 12% em relacdo ao teor de amido, respectivamente).

A absor¢do de luz UV-vis foi medida no comprimento de onda de 200-800 nm ¢ os
resultados estdo apresentados na Figura 43. Foi possivel observar que houve uma diferenga
consideravel entre os filmes de amido de mandioca com e sem residuo de mirtilo. No entanto,
independentemente do teor de residuo adicionado, ndo houve variacdo significativa no
espectro de absor¢do dos filmes. A adicdo de residuo de mirtilo promoveu um aumento da
absorcdo de luz abaixo de 300 nm, indicando que os filmes com residuo sdo capazes de
proteger o produto embalado contra os efeitos da luz UV, evitando o processo de deterioragdao
(oxidacao lipidica) causado pela radiacdo UV/vis. Bittencourt et al. (2014) e Crizel et al.
(2016) relataram resultados similares apds a adigdo de residuos de curcuma e mirtilo,
respectivamente, em filmes a base de gelatina devido a presenga de compostos fenolicos.
Além disso, no espectro da amostra com residuo de mirtilo foi observada a formacdo de um
ombro no comprimento de onda de 280 nm devido a presenca de compostos aromaticos
(CHANWITHEESUK et al., 2005; ETXABIDE et al., 2017). E importante ressaltar que os
valores de barreira de luz UV apresentados neste trabalho para filmes de amido de mandioca
fabricados com residuo de mirtilo foram maiores do que os encontrados para polimeros
sintéticos, como polipropileno orientado (PPO) e polietileno de baixa densidade (PEBD)

(GUERRERO et al., 2010).
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Figura 43. Curvas de absorbancia na regido UV-vis para os filmes de amido de mandioca (CS) com
diferentes teores de residuo de mirtilo (BW: 0, 4, 8 e 12% em relacdo ao teor de amido,
respectivamente).

No entanto, a adi¢do de residuo de mirtilo reduziu a transparéncia dos filmes, como
também ¢ mostrado por outros autores ao adicionar esse residuo para formagdo de filmes
biopoliméricos (BITTENCOURT et al. 2014; CRIZEL et al., 2016), uma vez que os
pigmentos derivados de antocianina presentes no residuo estdo diretamente relacionados com
a absor¢cdo de luz neste comprimento de onda (DIPALMO et al.,, 2016). Os valores de
transparéncia sdo mostrados na Tabela 24, onde também estdo apresentados os pardmetros de
cor (L*, a*, b*, C*, h* e AE*) correspondentes & leitura na escala CIELab*. E possivel
verificar pelo aumento significativo dos valores de a* que o residuo de mirtilo conferiu uma

coloragdo avermelhada aos filmes, similar aos resultados apresentados por DIPALMO et al.,

2016.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 24, a adi¢do de residuo de mirtilo
aos filmes de amido de mandioca promoveu uma diminui¢do no parametro L* e um aumento
nos valores de a*, b* e AE*. Além disso, houve maior influéncia nos parametros de cor
quando uma maior quantidade de residuo de mirtilo foi adicionada. A amostra controle
(CSOBW) apresentou coloragdo mais proxima do amarelo, enquanto os filmes contendo
residuo apresentaram uma tonalidade mais avermelhada, devido a presenca dos pigmentos

derivados das antocianinas contidos no residuo de mirtilo, o que também causou aumento da
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opacidade ou diminui¢do da transparéncia, conforme demonstrado anteriormente pela analise

de espectroscopia UV-vis.

Tabela 24. Propriedades oticas dos filmes a base de amido de mandioca produzidos com diferentes
teores de residuo de mirtilo: parAmetros colorimétricos (L*, a*, b*, C*, h* e AE*), ¢ valores de
opacidade.

L* a* b* AE*
CSoBW 96,7 +0,07 4 0,05+0,03° 23+0,1°€ -
CS4BW 85,8+0,5" 6,6+04° 2,5+0,08" 12,6 +0,6 ©
CS8BW 71,6 0,5 € 18,1 +0,6° 1,6+£0,1° 30,9+0,7"
CS12BW 61,1 +0,5° 26,7+0,4 % 5,4+0,06" 446 +0,6 *
C* h* Opacidade
CS0BW 23+0,1° 88,7+0,7 " 10,8
CS4BW 7,0+04°C 20,5+1,35 28,5
CS8BW 18,1 +0,6° 49+0,4° 16,6
CS12BW 272+0,4% 11,5+0,2 € 17,2

*CSOBW, CS4BW, CS8BW e CS12BW representam os filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes contetidos
de residuo de mirtilo (BW): 0, 4, 8 ¢ 12% em relagdo ao teor de amido, respectivamente.

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Testes de inchamento (swelling) foram realizados e os resultados dessa analise estdo
apresentados na Figura 44. E importante destacar que todas as amostras mantiveram sua
integridade estrutural ap6s imersao em agua por 440 min (24 h), conforme pode ser visto na
Figura 44(a). A cinética de inchamento também foi determinada, conforme curvas
apresentadas na Figura 44(b). Na primeira hora, o percentual de inchamento para todos os
filmes variou entre 157 e 177%; aumentaram até 360 min em 6 h de contato, chegando a
270%, apds esse periodo de tempo, os valores de inchamento permaneceram praticamente
constantes. Além disso, durante todo o teste, o inchamento maximo detectado foi inferior a
300% (maximo de 292% para a amostra CS12BW apds 600 min).

Shi et al. (2006) e Suput et al. (2016) estudaram o inchamento em agua de filmes de
amido de milho nativo e modificado contendo goma guar, goma xantana e glicerol como
plastificante e encontroram valores de aproximadamente 180% (ap6s 180 min) e 231% (apos
24 h), respectivamente, resultados semelhantes aos deste estudo. Além disso, as curvas
cinéticas de inchamento apresentaram comportamento exponencial. Todas as curvas amostrais

foram adequadamente ajustadas, apresentando valores de coeficiente de determinacdo
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. 2 . .
superiores a 0,9 (R“>0,9). Os valores de inchamento para os filmes contendo residuo de
mirtilo foram ligeiramente superiores aqueles encontrados para o filme sem adi¢ao de residuo,
indicando que o residuo afetou a capacidade de absor¢do de dgua dos filmes, provavelmente

devido a presenca de fibras, conforme discutido anteriormente.
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Figura 44. (a) Aspecto visual dos filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de residuo
de mirtilo (BW: 0, 4, 8 ¢ 12% em relagdo ao teor de amido, respectivamente) apos 24 h de imersdo em

agua e (b) comportamento dessas amostras durante a analise de inchamento. Os simbolos representam
dados experimentais, enquanto as linhas correspondem ao ajuste exponencial.

Esse comportamento pode ser considerado como uma vantagem para a liberacao de
compostos ativos. Para analisar a taxa de liberagdo in vitro dos compostos fendlicos presentes
no residuo de mirtilo, realizaram-se ensaios de migracdo. Esta analise foi realizada através da

imersdo total do filme em solventes simulantes de alimentos, que sdo liquidos que podem
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simular o comportamento de alimentos reais, como simulantes de alimentos aquosos (solu¢ao
de acido acético 3%) ou simulante para alimentos gordurosos (solug¢do de etanol 96%). Na
Figura 45 esta apresentado o aspecto visual dos filmes a base de amido de mandioca (CS)
com diferentes teores de residuo de mirtilo (BW: 0, 4, 8 ¢ 12% em relagdo ao teor de amido,
respectivamente) apds 10 dias de imersdo em solugdes simulantes de (a) acido acético (3%) e
(b) etanol (96%), como também as curvas de absorbancia de luz ultravioleta (UV) das
solucdes simulantes apos 10 dias de ensaio de migracao em (c) acido acético e (d) etanol.
Como pode ser observado, ao final do ensaio de migracao, ou seja, apos 10 dias, os filmes nao
apresentaram qualquer deterioracdo ou desintegracdo e todas as amostras permaneceram
intactas (Figura 45a e b). Conforme pode ser observado houve maior liberacdo de compostos
fenolicos dos filmes contendo residuo de mirtilo quando os mesmos foram imersos em
solu¢do de acido acético (Figura 45¢). Em contraste, uma menor quantidade de compostos
fenolicos foi detectada quando o etanol foi utilizado como solugdo simulante de alimentos
gordurosos (Figura 45d). De acordo com Buonocore et al. (2003), alguns fatores podem
influenciar no comportamento migratério de compostos ativos a partir de filmes, incluindo
sua composi¢do quimica, estrutura da matriz € meio circundante, entre outros.

Conforme ja comentado, as antocianinas apresentam mudanca de coloragao conforme
o pH do meio. Logo, os filmes submersos em solu¢do de etanol (pH 5) ou acido acético
(pH 2) apresentaram diferentes coloragdes devido as diferencas de pH do meio de imersado. As
curvas de absorbancia UV/vis das solu¢des simulantes de acido acético e etanol apds a
imersdo e retirada de todos os filmes estdo exibidas nas Figuras 45(c) e (d), respectivamente.
Houve um aumento na liberacdo de compostos fendlicos (A = 280 nm) com o aumento do
contetido de residuo de mirtilo adicionado. Além disso, usando a solucao de acido acético
como simulante, houve também um aumento na absorbancia a 525 nm devido a presenca de
antocianinas no residuo de mirtilo. A migra¢do dos compostos fendlicos apds imersdo na
solucao de acido acético foi maior em comparagdao com a liberagdo apos imersao em solucao
de etanol. Além das diferengas de cor, observou-se visualmente que os filmes imersos em
solugdo de acido acético apresentaram um inchamento levemente superior em comparacao

com as amostras imersas em solu¢ao de etanol.
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Figura 45. Aspecto visual dos filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de residuo de
mirtilo (BW: 0, 4, 8 e 12% em relacdo ao teor de amido, respectivamente) apos 10 dias de imersdo em
solucdes simulantes de (a) acido acético (3%) e (b) etanol (96%). Curvas de absorbancia de luz
ultravioleta (UV) das solugdes simulantes apds 10 dias de ensaio de migracdo em (c) acido acético e
(d) etanol. Os numeros 1, 2 e 3 representam as amostras CSOBW; 4, 5 e 6, as amostras CS4BW; 7, 8 e
9, as amostras CS8BW, e 10, 11 e 12, as amostras CS12BW.

Essa parte do trabalho encontra-se publicada no International Journal of Biological
Macromolecules, com o titulo “Development and characterization of cassava starch films

incorporated with blueberry pomace” (https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.08.083).
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4.3.2. Filmes produzidos por termocompressao

Nesta etapa foram desenvolvidos filmes de amido de mandioca (CS) e sorbitol com
incorporagdo de residuo de mirtilo (com prévio branqueamento do fruto), que passou na
peneira de 100 mesh. Os filmes fabricados por termocompressdo (compression molding)
foram designados como CSOBW, CS4BW, CS8BW ¢ CS12BW em fungdo do contetido de
residuo de mirtilo (BW) adicionado, sendo, portanto, incorporados 0, 4, 8 ¢ 12% em relagdo
ao teor de amido, respectivamente.

Todos os filmes foram visualmente homogéneos e apresentaram valores de espessura
em torno de 160 um para os filmes controle (CSOBW) e em torno de 180 um para os filmes
preparados com BW, independentemente do percentual de residuo empregado. Os valores de
contetido de umidade também permaneceram constantes, cerca de 8%, para todos os filmes
preparados por termocompressdo. Conforme os resultados da andlise termogravimétrica,
apresentados na Figura 46, houve uma pequena perda de massa proxima a 100 °C atribuida ao
teor de umidade nos filmes. No entanto, a principal perda de massa devido a decomposi¢ao
térmica dos filmes ocorreu em aproximadamente 312 °C, independentemente do conteudo de
residuo adicionado, indicando a elevada estabilidade térmica dos filmes produzidos. Além
disso, a existéncia de um Unico pico na analise de TGA indica que houve boa compatibilidade

entre todos 0os componentes.
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Figura 46. Resultados de perda de massa (TGA) e curvas derivadas (DTGA) da perda de massa pela
temperatura, para os filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de residuo de mirtilo
(BW: 0, 4, 8 e 12% em relacao ao teor de amido, respectivamente) por termocompressao.
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Além da elevada estabilidade térmica, os filmes também apresentaram estabilidade
estrutural apds imersdo em solucdes com diferentes pHs. Como pode ser visualizada pelos
resultados apresentados na Tabela 25, a matéria soluvel total (TSM) dos filmes com a
incorporagao de residuo de mirtilo diminuiu significativamente (p < 0,05), independentemente
do contetido adicionado nas formulag¢des, mantendo sua integridade apos serem removidas
das solugdes. Esta diminuicao nos valores de TSM pode ter ocorrido devido as interagdes dos
compostos fendlicos presentes no residuo de mirtilo com os grupos hidroxila do amido e do
sorbitol. Além disso, esse comportamento pode estar relacionado ao cardter hidrofobico
apresentado pelos filmes preparados por compressdo, conforme mostrado pelos resultados das
analises de angulo de contato das amostras (WCA > 90°), apresentados na Tabela 25. Vale
ressaltar que a superficie hidrofobica foi desenvolvida devido a combinacdo de calor e pressao
aplicados durante o processo de termomoldagem, uma vez que os valores de WCA medidos
para filmes de amido de mandioca contendo residuo de mirtilo preparados por casting foram

inferiores a 90° (LUCHESE et al., 2017), indicando uma maior hidrofilicidade dos filmes.

Tabela 25. Matéria soluvel total (TSM) determinada apds imersdo em agua destilada, solugdes acidas e
solugdes basicas e os valores do angulo de contato com a agua (WCA) dos filmes de amido de
mandioca (CS) com diferentes teores de residuo de mirtilo (BW) por termocompressao.

_ TSM (%) TSM (%) TSM (%) _
Filme WCA (9) Opacidade
(pH=2,5) (PH=7,0) (pH = 10)

CSOBW  40,5+14%  414+65"% 412+12" 985+49" 33
CS4BW 275+12% 252+1,6%  273+1,7®  983+33% 3,4
CS8BW 282+07% 292+1,0%  277+1,7®  955+48" 6,8
CS12BW  26,7+1,2°" 285+1,1%  258+0,2%  106,1+28" 6,4

*CSOBW, CS4BW, CS8BW e CS12BW representam os filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes conteudos
de residuo de mirtilo (BW): 0, 4, 8 e 12% em relag@o ao teor de amido, respectivamente.

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

As propriedades oticas, como cor ¢ brilho (“gloss”), sdo muito relevantes devido a sua
influéncia na aparéncia do filme, influenciando diretamente no processo de aceitacdo ou
rejei¢do de um produto pelos consumidores (GARRIDO et al., 2013). Os resultados da anélise

de propriedades Oticas estdo apresentados na Tabela 26. Os resultados demonstraram que a
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adi¢do de diferentes teores de residuo de mirtilo diminuiu os valores de luminosidade (L*) do
filme; além disso, houve um aumento da coloracdo avermelhada (representado pelo aumento
do valor do parametro a*) e também um aumento da intensidade da cor amarela (representado
pelo aumento do valor do pardmetro b*). Esse aumento ocorre devido a presenga de
pigmentos coloridos das antocianinas presentes no BW (WEI et al., 2017). Essas mudangas
causaram um aumento na diferenga de cor total (AE*) ao comparar os filmes com residuo de
mirtilo com os filmes contendo somente amido de mandioca (controle).

Em relacdo aos resultados da andlise de brilho, a incorporacao de residuos de mirtilo
promoveu a diminui¢do nos valores de “gloss”. Uma vez que os valores de brilho e a
rugosidade da superficie estdo inversamente relacionados (MONEDERO et al., 2009), ¢
possivel obter uma correlagdo entre essas propriedades. Verificou-se que o aumento no teor
de residuo de mirtilo (BW) incorporado as formulagdes filmogénicas promoveu uma redugio
dos valores de brilho, indicando que houve um aumento da rugosidade da superficie das

amostras.

Tabela 26. Propriedades oticas dos filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de
residuo de mirtilo (BW) por termocompressao: parametros de cor (L*, a*, b*, AE*) ¢ e brilho (“gloss”
medido no angulo de 60°)..

Filme L* a* b* AE* Gloss (o9
CSOBW  95,6+03"  0,08+0,02° 2,8+0,1° - 140+1,04
CS4BW  85,0+0,5"° 52+03°€ 7,0+01% 12,5+05°¢ 9,1+0,8°
CS8BW  83,7+03€ 6,9+0,158 6,4+02° 142+0,3° 7,5+2,9 5
CS12BW  70,1+0,7" 159+0,5* 4,8+02° 30,1 £0,8* 6,7+1,6€

*CSOBW, CS4BW, CS8BW e CS12BW representam os filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes contetidos
de residuo de mirtilo (BW): 0, 4, 8 e 12% em relacdo ao teor de amido, respectivamente.

*Letras diferentes nas colunas indicam que houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05).

Os resultados da anélise de microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie
dos filmes, apresentados na Figura 47, confirmaram que houve um aparente aumento da
rugosidade das amostras com o aumento do teor de residuo de mirtilo incorporado nas
matrizes filmogénicas, corroborando os resultados encontrados na andlise de brilho. Em
relacdo ao resultado da andlise da secdo transversal dos filmes, a incorporacdo de maiores

contetidos de residuo de mirtilo promoveu uma matriz estruturalmente mais porosa, conforme
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estd mostrado na Figura48. Esses resultados podem ser atribuidos as intera¢des dos
compostos fendlicos presentes no residuo de mirtilo com os outros componentes utilizados:
amido e sorbitol. Provavelmente ocorreu uma reducao das intera¢des intramoleculares no
amido pela inclusdo do residuo e, promovendo, com isso um aumento no volume livre entre
as cadeias poliméricas. Resultados semelhantes foram observados por Prietto et al. (2017) ao
incorporar compostos fendlicos (provenientes de feijdo preto e repolho roxo) em filmes de

amido de milho usando glicerol como plastificante.

CSoBW CS4BW

CS8BW

Figura 47. Microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes de amido de mandioca (CS)
contendo diferentes teores de residuo de mirtilo (BW: 0, 4, 8 ¢ 12% em relagdo ao teor de amido,
respectivamente) produzidos por termocompressao.
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Figura 48. Microscopia eletronica de varredura da secdo transversal dos filmes de amido de mandioca
(CS) contendo diferentes teores de residuo de mirtilo (BW: 0, 4, 8 ¢ 12% em relacdo ao teor de amido,
respectivamente) produzidos por termocompressao.

Adicionalmente, vale ressaltar que visualizando os resultados da microestrutura tanto
da superficie quanto da secdo transversal dos filmes produzidos por termocompressao
verificou-se que houve a formacdo de estruturas homogéneas com auséncia de granulos de
amido remanescentes, demonstrando que o processo de moldagem por compressao foi efetivo
em promover a desestruturacdo completa dos granulos nativos do amido de mandioca. Essas
observagoes foram consistentes e os resultados puderam ser corroborados pelos resultados da
analise de difracdo de raios X, apresentados na Figura 49, para os filmes de amido de
mandioca incorporados com residuo de mirtilo. Para fins de comparacdo e comprovacdo do
resultado obtido, no APENDICE VII est4 apresentado o resultado da analise de difragdo de
raios-X para as mesmas formula¢des produzidas por casting, evidenciando uma maior
desestruturagdo dos granulos apds o processamento por termocompressdo em comparagao

com as amostras desenvolvidas utilizando o processo de espalhamento (casting).
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Figura 49. Padrdes XRD de filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes teores de residuo de
mirtilo (BW: 0, 4, 8 ¢ 12% em relacdo ao teor de amido, respectivamente) por termocompressao.

Os granulos nativos de amido de mandioca foram desestruturados durante o processo
de termocompressdo, conforme os difratogramas apresentados na Figura 49. Esse resultado
pode ser representado pela auséncia dos picos de cristalinidade correspondentes a estrutura
cristalina do tipo C, caracteristica do amido de mandioca (HOOVER, 2001; HORNUNG et
al.,, 2016). Lopez et al. (2014) e Chung et al. (2017) relacionaram a ocorréncia desse
fendmeno ao tratamento de calor e pressao aplicados durante o processo de moldagem por
compressao.

A fim de analisar possiveis mudangas nas propriedades térmicas decorrentes da adigao
de residuo de mirtilo na matriz filmogénica a base de amido de mandioca, realizou-se uma
analise térmica mecanico-dinamica (DMTA). Sabe-se que o maximo valor de tan 6 na anélise
de DMTA corresponde a temperatura de transi¢do vitrea. Dois picos foram observados para o
filme de amido de mandioca analisado neste estudo e os valores estdo mostrados na
Tabela 27. O primeiro pico (Tg;), correspondente a fase rica em plastificante, apareceu em
torno de -10 °C para o filme de amido controle (CSOBW) e este valor sofreu um aumento até
3 °C, ap0s a incorporagdo de residuo de mirtilo nas formulagdes, independente do contetido
adicionado, indicando uma boa compatibilidade entre os componentes da mistura. Além
disso, observou-se uma segunda transicao vitrea (Tgy), correspondente a fase rica em amido,
variando de 29 a 40 °C. Os valores encontrados foram superiores aos reportados por Vu &
Lumdubwong (2016) para filmes de amido de mandioca plastificados com sorbitol,

provavelmente devido a presenca de residuo de mirtilo na formulagdo; uma vez que o residuo
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¢ rico em compostos fendlicos que podem interagir através de ligagdes de hidrogénio com o

amido e o sorbitol.

Tabela 27. Valores das temperaturas de transicdo vitrea (T, e T,) obtidos da analise térmica
dindmico-mecanica, DMTA, para os filmes de amido de mandioca (CS; 4%) com diferentes teores de
residuo de mirtilo (BW) produzidos por termocompressao.

Filme Tq (°C) Ty (°C)
CSOBW -10 29
CS4BW 3 33
CS8BW 3 37
CS12BW 3 40

*CSOBW, CS4BW, CS8BW e CS12BW representam os filmes de amido de mandioca (CS) com diferentes conteudos
de residuo de mirtilo (BW): 0, 4, 8 e 12% em relacdo ao teor de amido, respectivamente.

Essa parte do trabalho também foi realizada em parceria com a Universidade do Pais
Vasco / Euskal Herriko Unibertsitatea, UPV/EHU, Espanha sob supervisio da Professora
Koro de la Caba Ciriza e atualmente, encontra-se under review na revista Carbohydrate
Polymers, Ref. CARBPOL-D-17-03361. O trabalho foi intitulado: “Hydrophobic cassava
starch films prepared with blueberry waste by compression molding”.
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5.1. Conclusdo

Filmes a base amido de milho, trigo ou mandioca foram produzidos com sucesso
durante o presente trabalho. Entretanto, a formacao de filmes continuos utilizando amido de
batata ndo foi possivel, para as condi¢gdes avaliadas. A etapa de caracteriza¢do dos amidos
permitiu elucidar as semelhangas e as diferencas entre as caracteristicas das matérias-primas
utilizadas. Adicionalmente, a etapa de caracterizacdo dos filmes contendo teor fixo de glicerol
permitiu verificar que, em geral, o aumento no teor de amido promove aumento na espessura
dos filmes, reducao no conteudo de umidade, diminuicao dos valores de permeabilidade, além
de maiores valores de tensao ruptura (TS), elonga¢do méxima (E) e do mddulo de Young ou
modulo de elasticidade (MY). Os filmes contendo a mesma relacdo glicerol/amido na
formulagdo apresentaram maiores valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e, de
uma maneira geral, aumento no percentual de elongacdo e reducdo na tensdo maxima de
ruptura e no mddulo de elasticidade.

A analise de componentes principais permitiu verificar que os filmes de amido de trigo
apresentaram os maiores valores de permeabilidade ao vapor de agua e os menores valores
correspondentes as propriedades mecanicas (TS, E, MY). Diferentemente, os filmes de amido
de mandioca apresentaram os menores valores de permeabilidade ao vapor de agua e os
maiores valores percentuais de elongacdo. Os filmes de amido de milho, por sua vez,

apresentaram os maiores valores de tensdo maxima de ruptura e médulo de elasticidade ou
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rigidez. Em comparagdo com os filmes atualmente comercializados, os filmes a base de amido
contendo 3 e 4 g apresentaram propriedades mecanicas comparaveis as dos filmes de PEBD.

A adi¢do de residuo de mirtilo promoveu uma tonalidade de coloracao avermelhada
(caracterizada pelo aumento dos valores de a*) nos filmes compositos. Porém, apds a imersao
em solucdes tampao com diferentes valores de pH apresentaram valores de diferenga global
de cor (4E*) superiores a 3, indicando que as diferencas de cor foram visivelmente
perceptiveis ao olho humano.

E importante mencionar que nos ensaios de mudanca de cor foi observada uma forte
influéncia do tamanho de particula do residuo de mirtilo em po; os filmes produzidos com a
fragdo de residuo de mirtilo de menor tamanho de particula apresentaram mudangas de
coloracdo mais uniformes e homogéneas em comparacdo com os filmes contendo a fracdo de
residuo de mirtilo com os maiores tamanhos de particula. Além disso, foi possivel estabelecer
uma correlacdo entre a mudanga de cor e o valor do pH para todas as amostras testadas. Os
resultados destacam o uso potencial desses filmes como indicadores de mudanga de pH apos
imersdo em diferentes solucdes tampao, e diferentes meios (solugdes simulantes e alguns
produtos alimentares) ou como sensores de deterioracao.

Os resultados indicam que a adi¢cdo de mirtilo em p6 promoveu a formagao de filmes
de amido de mandioca mais resistentes ¢ menos flexiveis (menor percentual de elonga¢ao),
com maiores valores de espessura e de permeabilidade ao vapor de agua. No entanto, mais
pesquisas sdo necessarias durante o armazenamento dos produtos, a fim de correlacionar as
mudangas de cor com o crescimento de microrganismos.

Na terceira e ultima etapa do trabalho, realizada em parceria com a UPV / EHU, as
propriedades térmicas, Oticas e fisico-quimicas dos filmes contendo amido de mandioca com
incorporagdo de residuo de mirtilo foram investigadas. Os resultados indicaram que a inclusdo
do residuo de mirtilo em filmes a base de amido melhorou a estabilidade térmica, visto que foi
necessaria uma temperatura de degradagcdo mais elevada. Vale ressaltar que todas as amostras
mantiveram sua integridade estrutural apds a imersao em agua (24 h) e o inchamento maximo
dos filmes apresentou valores inferiores a 300%. Os filmes com incorporagdo de residuo de
mirtilo apresentaram elevada resisténcia a radiagdo UV devido a presenca de compostos
aromaticos no residuo de mirtilo que absorvem na faixa de comprimento de onda de
aproximadamente 280 nm e, portanto, podem retardar a deterioragdo dos alimentos causada
pela radiacdo UV, estendendo o tempo de vida 1til dos alimentos embalados. Além disso,

houve maior liberagdo de compostos bioativos (ap6és 10 dias) quando os filmes foram imersos
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em meio acido (solu¢do de acido acético) em comparacdo com a imersao em solucdo de
etanol, nos ensaios de migracdo, indicando a viabilidade desses filmes para utilizagdo como
embalagens ativas para alimentos aquosos. Os resultados destacam o potencial do amido de
mandioca e do residuo de mirtilo no desenvolvimento de produtos renovaveis e
biodegradaveis visando alcangar uma produgdo sustentdvel de embalagens para alimentos.

Além da produgao por casting, filmes contendo amido de mandioca, sorbitol e residuo
de mirtilo foram produzidos por termocompressdo e apresentaram uma microestrutura
homogénea (superficie e secdo transversal), indicando que houve uma boa compatibilizagao
entre os componentes utilizados nas formulagdes. Os filmes desenvolvidos também
apresentaram elevada estabilidade térmica e mantiveram sua integridade apds a imersdo em
diferentes meios (solu¢des com diferentes valores de pH). Além do carater hidrofobico dos
filmes, que apresentaram angulos de contato com a agua superiores a 90°, a adi¢do de residuo
de mirtilo promoveu uma melhora nas propriedades de protecdo contra a luz UV.

Na fabricagdo de filmes observou-se que a utilizacdo de diferentes tipos de
processamento (casting ou compressdo) afetou algumas propriedades dos filmes com
incorporagdo de residuo de mirtilo. Sendo que os filmes produzidos parecem ser mais
adequados como embalagens ativas para produtos aquosos do que como embalagens
inteligentes devido a migracdo de compostos. No entanto, a mudanga de coloracao
visualmente perceptivel dos filmes contendo residuo de mirtilo indica seu elevado potencial
para utilizacdo como indicador. Sendo assim, ¢ possivel vislumbrar um elevado potencial de
utilizagdo como embalagem inteligente caso a estrutura filmogénica desenvolvida seja
utilizada como marcador ou indicador de mudang¢a de cor, uma vez que os resultados
comprovaram que a coloracdo dos filmes pode ser alterada (devido a alteragcdo dos valores de
pH) por contato indireto com o produto a ser embalado. Nesse caso, algumas propriedades
fisico-quimicas (tais como, umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua)
avaliadas durante o desenvolvimento de embalagens acabam ndo sendo categdricas na
determinagdo da aplicagdo final, e portanto, outros materiais poderiam ser utilizados no
desenvolvimento da embalagem que permanece em contato direto com o produto. Assim, 0s
resultados expostos no presente trabalho sugerem que os filmes contendo residuo de mirtilo
poderiam ser utilizados como marcadores de mudanca de cor de forma acoplada com outros
materiais (com propriedades fisico-quimicas adequadas para o determinado tipo de produto a

ser embalado) usados como embalagem e, portanto, sua utilizagdo como indicadores de
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mudanga de coloragdo para embalagem de produtos carneos, por exemplo, parece ser uma
alternativa adequada.

E importante relatar que a utilizagdo de glicerol, como plastificante, para a produgdo
de filmes parece ser uma alternativa viavel, uma vez que melhora a capacidade de formacao
das estruturas filmogénicas. Além disso, por ser um subproduto da producdo de diesel, sua
reutilizacdo pode auxiliar a viabilizar economicamente vidvel o desenvolvimento de novos
produtos. Enquanto, a utilizagdo de sorbitol como plastificante apresentou elevado potencial
no desenvolvimento de filmes, uma vez que este composto ¢ comumente utilizado como
conservante na industria de alimentos. Entretanto, ensaios de migracdo desses compostos da
embalagem para o produto embalado sdo requeridos a fim de consolidar sua utiliza¢do na area
de embalagens.

Finalmente, os resultados encontrados no presente trabalho permitiram melhor
compreender e elucidar as semelhancas e as principais diferencas nas caracteristicas e
propriedades dos filmes a base de diferentes tipos de amido. Assim como, avaliar as
modifica¢des fisico-quimicas e estruturais da utilizacdo de um subproduto agroindustrial
gerado durante o processamento do suco de mirtilo para o desenvolvimento de novos

produtos utilizando diferentes técnicas de producao.
5.2. Sugest0es para trabalhos futuros

Com base nos resultados obtidos neste trabalho as seguintes anélises e ensaios podem ser

sugeridos para trabalhos futuros.

e Na etapa de caracterizagdo dos amidos sugere-se realizar a analise de determinacdo da
massa molar, através da utilizacdo da técnica de cromatografia de permeacao em gel
(GPC) a fim de correlacionar essas respostas com as propriedades dos filmes
formados. Além disso, sugere-se analisar a viscosidade das solucgdes filmogénicas
apos a gelatinizagdo do amido a fim de avaliar a influéncia desse pardmetro nas
caracteristicas dos filmes obtidos.

e Utilizar como matéria-prima os residuos provenientes da produ¢do de amido, como a
manipueira, proveniente do processamento de amido de mandioca, a fim de viabilizar
ainda mais a producao de filmes a base de amido.

e Realizar a avaliacdo da aplicabilidade dos filmes como indicador de mudanca de pH

em produtos alimenticios, por exemplo produtos céarneos (frango ou peixe),
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acompanhado pela analise colorimétrica e andlise microbiologica para fins de
correlagao dos resultados.

e Avaliar possiveis modificacdes da matriz filmogénica ou a utilizagdo de outros
processos para producdo dos filmes como alternativas para o desenvolvimento de
filmes inteligentes a base de amido.

e Testar a solubilidade em agua dos filmes contendo residuo de mirtilo na temperatura
de aproximadamente 80 °C, visando avaliar sua utilizagdo como saché para
acondicionamento de ervas, ou extratos para chd, objetivando minimizar a geragdo
desse tipo de residuo contendo borra, uma vez que todos os ingredientes usados sdao
comestiveis.

e Realizar avaliagdo da ecotoxicidade dos filmes a base de amido sem ¢ com
incorporagao de residuo de mirtilo. Além disso, ¢ importante fazer a avaliagao do ciclo
de vida (LCA) dos filmes de amido produzidos. A avalia¢ao do ciclo de vida pode ser
usada para comparar alternativas de sustentabilidade, por exemplo, para avaliar a
viabilidade da utilizagdo do amido proveniente de diferentes fontes (trigo, mandioca,
batata, milho, etc.). E importante destacar que a avaliagdo da biodegradabilidade, da
ecotoxicidade e avaliagdo do ciclo de vida (Life Cycle Assessment - LCA) dos sistemas
de embalagens produzidos dificilmente sdo encontradas na literatura. No entanto, a
preocupacao em relacdo a este assunto deveria ser mais estudada a fim de avaliar os
aspectos ambientais associados aos produtos utilizados para a producdo das
embalagens, desde o processo de extracdo das matérias-primas, até o seu processo

produtivo e também sua utilizacao, até a sua disposic¢ao final.
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Apéndice I

Dados complementares - Metodologia para determinacéo do conteudo de amilose

Reagentes:
e Alcool etilico 96% GL
e NaOHIM
e Acido acético 1 M

e Solucdo de iodo (2%) - preparada trés horas antes da analise

Curva padréao
Solugéo A
¢ 40 mg de amilose (Fazer em um erlenmeyer fechado)
e | mL de alcool etilico 96% GL
e 9 mL de solugdo de NaOH 1 N
e Aquecimento = banho-maria a 100°C por 10 min
e Resfriamento = 30 min
e Transferir para baldao de 100 mL

e Completar com agua destilada

Solucéo B (baléo de 100 mL)

Solucao A I mL 2 mL 3 mL 4 mL 5mL

Acido acético 0,2 mL 0,4 mL 0,6 mL 0,8 mL 1 mL

Iodo 04mL  0,8mL 1,2 mL 1,6 mL 2mL

e Completar o baldao com 4gua destilada.
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Amostra

Solucéo A
e 100 mg de amostra
e 1 mL de alcool etilico 96% GL
e 9 mL de solucdo de NaOH 1 N
e Aquecimento = banho-maria a 100°C por 10 min
e Resfriamento =2 30 min
e Transferir soluc¢ao para baldao de 100 mL (solugao A)

o Completar com agua destilada

Solucéo B (prepara em baldo de 100 mL)
e 5 mL dasolugdao A
e 1 mL de acido acético 1 N
e 2 mL de solugdo de iodo (2%) preparada trés horas antes da anélise,

e completar com agua destilada

O contetido de amilose dos amidos foi caracterizado pelo método colorimétrico,
conforme Martinez e Cuevas (1989). Uma amostra de 100 mg foi transferida para um béquer
de 50 mL, sendo acrescida de 1 mL de alcool etilico 96% GL e 9 mL de solu¢do de NaOH
I N e colocada em banho-maria a 100 °C por 10 min, e apos resfriada durante 30 min. Em
seguida, a solu¢do foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume
completado com agua destilada. Apos, foi retirada uma aliquota de 5 mL e transferida,
novamente, para baldo volumétrico de 100 mL, em que foi adicionado 1 mL de &cido acético
1 N e 2 mL de solucao de iodo (2 %) preparada trés horas antes da andlise, entdao, o volume de
cada baldo foi completado com 4gua destilada. Para a construgdo da curva padrdo, foram
utilizados 40 mg de amilose (Amylose from potato A0512 — Sigma Aldrich) que foi
submetida ao mesmo procedimento utilizado nas amostras. Foram retiradas aliquotas de 1, 2,
3,4 ¢ 5 mL do baldo volumétrico e foram acrescidos de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mL de acido
acético e de 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2 mL de iodo, respectivamente, completando-se o volume a
100 mL com 4agua destilada. A leitura de absorbancia foi realizada 30 min ap6s adigdo da

solucdo de iodo a 610 nm.
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Apéndice II

Dados complementares — Metodologia para determinacéo do teor de antocianinas totais

— Método de pH diferencial
Preparo das solugdes

Tampao cloreto de potassio 0,025 M, pH 1,0: Dissolva 1,86 g de KCl em 950 mL de agua
ultrapura. Ajuste o pH 1,0 com HCI concentrado. Transfira a solugdo para balao volumétrico

de 1L e complete o volume com agua ultrapura.

Tampao acetato de sodio 0,4 M, pH 4,5: Dissolva 54,43 g de CH3;CO,Na.3H,0 em 850 mL de
agua ultrapura. Ajuste o pH 4,5 com HCI concentrado. Transfira a solu¢do para baldo
volumétrico de 1L e complete o volume com agua ultrapura.

OBS: Armazenar as solu¢des em frasco de vidro sob refrigeracdo. Esta solucdo pode ser
utilizada por 1 més, sendo que antes do uso deve ser verificado o pH (tomar cuidado para

fazer a leitura em temperatura ambiente).
Procedimento

a) Diluir o extrato com Tampao cloreto de potassio (pH 1) até que apresente uma
absorbancia entre 0,2 ¢ 0,8 no comprimento de onda de maxima absor¢ao das antocianinas
(~520 nm);

OBS: para ndo exceder a capacidade tamponante, a amostra ndo deve exceder 20% do volume
total. Exemplo: testar a maior concentragao da amostra usando 400 pL de amostra e 1600 pL.

de tampao.

b) Ap0s definir a diluicdo da amostra, preparar a amostra em Tampao cloreto de potéssio

(pH 1) em tubo de ensaio, agitar em vortex e armazenar por 10 minutos no escuro;
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c) Também preparar a amostra em Tampao acetato de sodio (pH 4,5) em tubo de ensaio,

agitar em vortex e armazenar por 10 minutos no escuro;

d) Medir a absorbancia no comprimento de maxima absor¢ao das antocianinas (~520 nm)
ea 700 nm, em pH 1 e pH 4,5.

OBS 1: todas as leituras devem ser feitas entre 15 minutos e 1 hora ap6s o preparo da amostra,
pois periodos mais longos tendem a aumentar a leitura das amostras.

OBS 2: as amostras ndo devem conter sedimentos. No entanto, alguns materiais coloidais
podem estar suspensos na amostra, causando difusdo de luz e turbidez. Esse erro serad

corrigido por leituras em A onde nenhuma absorbancia da amostra ocorre (700 nm).

e) Calcule a absorbancia da amostra diluida (A):

A= (A}\méx — A7()())pH 1,0 — (A)Lméx— A700)pH 4,5

f) Calculo da concentracdo de antocianinas monomeéricas:

ATM (mg/L)=(Ax MM x FD x 1000) / (e x 1)

Sendo:

A= absorbancia

MM= massa molar da antocianina predominante na amostra

FD= fator de diluicao

¢ = absortividade molar

Utilizar a cianidina-3-glucosideo como base, para fins de comparagdo com a literatura. Para

essa antocianina MM = 449,2 g.mol™ e &€ = 26.900 L.mol'cm™.
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Apéndice III

Dados complementares - Anélise granulométrica dos amidos

in volume / passante Corn starch (M)
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100 in volume / passante Cassava Starch (C)
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x ( Didmetros ) / mu

100 in volume / passante Potato starch (B)
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Apéndice IV
Dados complementares - Difracao de raios-X comparativa: granulo x filme.

1000 -
Q00 - 17,4° ) —Filme de Milho

800 - o Amido de milho
700 -
600 -
500 -
400 -

o h
200 -

D T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Intensidade relativa

Angulo de difracio (26)

Cristalinidade do amido de milho e do filme de amido de milho (formulagdo 4 g por 100 mL
de solugdo produzido por casting). O granulo de amido de milho possui padrao A de
cristalinidade e apresenta picos de intensidade de refracdo para os angulos 26: 15; 17; 18 e

23°, sendo tipico dos amidos de cereais (exemplo: milho, arroz, trigo).
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1000 - i
17,3% 18,17

900 - ) —Filme de Trigo
800 4 Amido de Trigo
FO0
600
500
400 -

300 -

Intensidade relativa

200 -

o M
D T T T T T T T 1

o 10 20 30 40 50 80 70 80
Angulo de difragio (20)

Cristalinidade do amido de trigo e do filme de amido de trigo (formulagdo 4 g por 100 mL de
solug@o produzido por casting). O granulo de amido de trigo possui padrdo A de
cristalinidade e apresenta picos de intensidade de refracdo para os angulos 20: 15; 17; 18 e

23°, sendo tipico dos amidos de cereais (exemplo: milho, arroz, trigo).

1200 - 17,2°
=== Filme de Batata

1000
Amido de Batata

22,3°
15,1° 24,1°

8OO -

600 -

400 | 55°

Intensidade relativa

17,2° 22,3°

24,1°
200 4

D T T T T T T T 1
) 10 20 30 a0 50 60 70 80

Angulo de difragdo (26)
Cristalinidade do amido de batata e do filme de amido de batata (formulagdo 4 g por 100 mL
de solugdo produzido por casting). O padrdo B de cristalinidade apresenta maiores picos de
intensidade de refracdo para os angulos 20: 5,6; 15; 17; 22 e 23°, sendo mais comum nos

amidos de tuberosas, sendo o representante mais tipico de batata com o pico a 5,6°.
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1200 -

17,2°
1Dm J 13_,1:

i —Filme Mandioca
15_,3' 23}1:

800 Amido de Mandioca

600 -

400 -

Intensidade relativa

00 1,

D 1 1 T 1 1 1 1 1
o 10 20 30 40 50 60 7o 80

Angulo de difragdo (28)

Cristalinidade do amido de mandioca e do filme de amido de mandioca (formulagao 4 g por
100 mL de solugdo produzido por casting). O granulo de amido de mandioca: padrao C de
cristalinidade, sendo este, uma mistura dos tipos A e B. Classifica-se do tipo C por apresentar
caracteristicas de A e B, mas predominantemente A. Este tipo compreende os amidos de

mandioca, ervilha e algumas variedades de feijao.
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Apéndice V

Dados complementares — Andlise colorimétrica

Parametros colorimétricos (L*, a*, b*) obtidos para os filmes de amido de mandioca (4 g por 100 mL de solu¢do) contendo residuo de

mirtilo em diferentes granulometrias (C4GMI e C4GMI100) produzidos por casting ap6s imersao em solu¢des tampédo com diferentes

valores de pH em comparacédo com os parametros colorimétricos (L*, a*, b*) obtidos para os mesmos filmes apds imersao em solucdes

aquosas (sacarose, salina, proteica) usadas como simulante e/ou alimentos.

Parametros colorimétricos

CAGMI C4GMI100
Solucéo tampéao (pH 6) Agua destilada (pH 5,6) Solucgéo tampao (pH 6) Agua destilada (pH 5,6)
L* 43,45 L* 43,47 L* 35,51 L* 34,36
a* 3,53 a* 7,07 a* 5,17 a* 13,14
b* 4,47 b* 3,25 b* 3,20 b* 4,73
AE*,, = 3,7 AE*4,= 8,2
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Parametros colorimétricos

CAGMI C4GMI100
Solucéo tampéao (pH 6) Solucéo de sacarose (5 e 10%) Solucéo tampéo (pH 6) Solucéo de sacarose (5 e 10%0)
L* 43,45 L* 37,23 L* 35,51 L* 33,9
a* 3,53 a* 7,99 a* 5,17 a* 12,41
b* 4,47 b* 3,33 b* 3,2 b* 2,71
AE*,, =77 AE*3 =17,4

Solucéo tampao (pH 7) Solucéo salina (5 e 10%)

Solucgédo tampéao (pH 7) Solucéo salina (5 e 10%0)

L* 42,18 L* 40,60 L* 32,61 L* 35,61

a* 1,9 a* 7,84 a* 1,55 a* 10,83

b* 3,92 b* 4,19 b* 1,19 b* 2,03
AE*,, = 6,2 AE*3;, =9,8

Solucdo tampdo (pH 6)  Solucéo de proteina de soja (5%)

Solucgéo tampéao (pH 6) Solucéo de proteina de soja (5%)

L* 43,45 L* 43,31 L* 35,51 L* 40,44

a* 3,53 a* 1,84 a* 5,17 a* 2,31

b* 4,47 b* 3,21 b* 3,2 b* 3,11
AE*;=2,1 AE*, =57
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Parametros colorimétricos

CAGMI C4GMI100
Solucdo tampéo (pH 6)  Solucéo de proteina do leite (5%0) Solugéo tampéo (pH 6) Solugéo de proteina do leite (5%0)
L* 43,45 L* 38,84 L* 35,51 L* 34,48
a* 3,53 a* 4,26 a* 5,17 a* 5,97
b* 4,47 b* 3,99 b* 3,2 b* 2,86
AE*a = 4,7 AE*3 =13

Solugéo tampao (pH 6) Oleo de milho (pH 6)

Solugéo tampéo (pH 6)

Oleo de milho (pH 6)

L* 43,45 L* 36,77 L* 35,51 L* 33,43

a* 3,53 a* 12,97 a* 5,17 a* 13,87

b* 4,47 b* 1,68 b* 3,2 b* 2,58
AE*;, =119 AE*3, =9,0

**0 filme C4GMI contém a fracdo retida na peneira de 100 mesh e o filme C4GMI100 contém a fracdo que passou pela peneira de 100 mesh.
**Qs valores de AE* correspondem a diferenca de cor entre o filme apds imersdo em solugdo tampdo e apds a imersdo na solu¢do aquosa usada como simulante e/ou no

alimento, nos respectivos valores de pH.
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Apéndice VI

Dados complementares - Termograma do residuo de mirtilo (fragdo com prévio

branqueamento do fruto que passou pela peneira de 100 mesh) obtido por Calorimetria

Entalpia (J.mol?)

22,5
22,3
22,1
21,9
21,7
21,5
21,3
21,1
20,9
20,7
20,5

Exploratdria Diferencial (DSC)

T=115°C

0

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Temperatura (°C)
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Apéndice VII

Dados complementares — Resultado da anélise de difracéo de raios X.

Avaliacéo da estrutura cristalina dos filmes a base de amido de mandioca (CS) contendo

diferentes teores de residuo de mirtilo (BW: 0, 4, 8 e 12% em relacéo ao teor de amido,

respectivamente) produzidos por casting. Essa parte do trabalho foi realizada na
UPV /EHU.

Intensidade

L T 0 ° .. 5 ° L7 1T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

26 (°)
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