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RESUMO

POLA, Cicero Cardoso, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, novembro de
2017. Nanocompoésitos biodegradave is a base de amido de milho e
poli(vinil &lcool) como novos materiais para embalagens ativas
antimicrobianas. Orientadora: Nilda de Fatima Ferreira Soares.
Coorientadores: Carmen Luiza Gomes e Reinaldo Francisco Teofilo.

O uso de biopolimeros para producédo de filmes tem atraido cada vez mais
atencdo na éarea de embalagens ao redor do mundo. Apesar da
biodegradabilidade, origem renovavel, alta disponibilidade e baixo custo, a
aplicacdo em larga escala desses materiais € reduzida devido as limitadas
propriedades que esses materiais apresentam. O presente trabalho foi dividido
em duas partes. A primeira parte consistiu no desenvolvimento e caracterizacao
de filmes nanocompadsitos a partir de blenda polimérica biodegradavel a base de
amido de milho/poli(vinil alcool) (PVOH) incorporados com nanocristais (CNC) e
nanofibrilas de celulose (CNF) de acordo com um delineamento composto
central, otimizando-se a concentracdo das nanoceluloses em relacdo as
propriedades de desempenho utilizando-se a funcdo desejabilidade. As
propriedades mecénicas, de barreira ao vapor de agua (PVA) e ao oxigénio
(PO2), morfologicas, Opticas e térmicas dos filmes nanocompdsitos foram
avaliadas. O processo de producédo dos filmes resultou em boa dispersédo das
nanoceluloses na matriz polimérica, permitindo que a interacao entre os CNC e
as CNF promovesse aumento significativo na resisténcia a tracao e rigidez dos
filmes nanocompdsitos. A incorporacdo de CNC e CNF permitiu a obtencéo da
maxima barreira ao vapor de agua dentro dos limites estudados, ao mesmo
tempo em que foi observada a necessidade de maiores concentracdes de CNC
para promover a reducdo na PO2. A dispersdo das nanoceluloses aumentou a
barreira a luz dos filmes. Os filmes com maiores concentracdes de CNC e CNF
apresentaram maior estabilidade térmica. O filme nanocompdésito com
composicao otima foi obtido com 5,78% (m/m) de CNC e 0,6% (m/m) de CNF. O
filme nanocompdsito desenvolvido apresenta boas caracteristicas para o
desenvolvimento de embalagens sustentaveis, podendo ainda receber a adicéo
de compostos ativos para aumentar seu potencial de aplicagéo. A segunda parte

envolveu o desenvolvimento e a caracterizacdo de filmes ativos antimicrobianos

Xii



baseados na mesma blenda polimérica e incorporados com nisina (NIS) e CNC,
com potencial para uso como embalagem ativa antimicrobiana para alimentos.
Os filmes desenvolvidos foram avaliados de acordo com suas propriedades
mecanicas, de barreira ao oxigénio e Opticas. A atividade antimicrobiana dos
filmes foi avaliada contra as bactérias patogénicas Listeria monocytogenes,
Bacilus cereus e Staphylococcus aureus. Os nanocompdsitos ativos
desenvolvidos apresentaram significativo efeito antimicrobiano contra os trés
micro-organismos testados. Os CNC ndo s0 aumentaram a rigidez e a
resisténcia a tracdo dos filmes, como também diminuiram significativamente a
PO2 dos mesmos. A NIS atuou como plastificante na matriz polimérica,
aumentando o alongamento na ruptura dos filmes. A presenca de CNC e NIS
aumentou a barreira a luz dos filmes. Os nanocompoésitos ativos apresentaram
bom desempenho in vitro e capacidade para serem aplicados na conservacao

de alimentos.
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ABSTRACT

POLA, Cicero Cadoso, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2017.
Biodegradable nanocomposites based on corn starch and poly(viny |
alcohol) as new materials for antimicrobial active packaging Advisor: Nilda
de Fatima Ferreira Soares. Co-Advisors: Carmen Luiza Gomes and Reinaldo
Francisco Tedfilo.

The use of biopolymers as film-forming materials has aroused great attention
towards packaging application field around the world. Despite of their
biodegradability, renewable source, high availability, and low cost, the large-scale
application of these materials is limited by their poor performance properties. This
work was divided into two main parts. The first part was related to the
development and characterization of biodegradable nanocomposite films based
on corn starch/poly(vinyl alcohol) blend incorporated with cellulose nanocrystals
(CNC) and cellulose nanofibrils (CNF) using a composite central design and
desirability function approach to optimize their formulation. The nanocomposite
films were evaluated according to their mechanical, water vapor (WVP) and
oxygen barrier (O2P), optical and thermal properties. The film-forming process
resulted in a homogeneous dispersion of nanocelluloses within the polymeric
matrix, allowing close interaction among them and, consequently, enhancing the
tensile strength and stiffness of the nanocomposite films. The presence of CNC
and CNF reduced the nanocomposite film’s WVP; however, higher CNC levels
were needed to decrease the O2P as well. Nanocellulose dispersion within film
matrix significantly increased their light barriers. Nanocomposite films with higher
CNC and CNF levels presented greater thermal resistance. The optimized
nanocomposite film composition comprised 5.83% (wt.) and 0.6% (wt.) of CNC
and CNF, respectively. The nanocomposite film presented suitable
characteristics for sustainable packaging applications, which could be further
improved with the addition of active compounds to broaden its applicability. The
second part of this study was related to the development of an antimicrobial active
film using the same polymeric blend, incorporated with nisin (NIS) and CNC. The
developed active films were analyzed according to their mechanical, oxygen
barrier and optical properties. Film’s antimicrobial activity was tested against the
pathogenic bacteria Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, and

Xiv



Staphylococcus aureus. The developed active films presented significant effect
against all tested microrganisms. CNC not only significantly increased active
film’s stiffness and tensile strength, but also promoted the O2P reduction. NIS
presented a plasticizing effect in the polymeric matrix, increasing significantly the
elongation of the active films. The presence of both compounds (NIS and CNC)
decreased the light transmittance through the film. The developed active film
presented great in vitro antimicrobial activity and have potential to be applied in
further studies on food shelf-life extension.
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INTRODUCAO GERAL

Os biopolimeros consistem em uma crescente e promissora classe de
materiais que atraem cada vez mais atencdo de pesquisadores ao redor do
mundo, por se tratarem de uma alternativa sustentavel aos tradicionais plasticos
derivados do petroleo (DUFRESNE e CASTANO, 2017). O grande interesse em
biopolimeros, como o0 amido, se deve a propriedades como biodegradabilidade,
origem renovavel, alta disponibilidade e baixo custo. Porém sua aplicacéo
comercial é limitada, pois estes materiais apresentam propriedades mecanicas,
térmicas e de barreira bem inferioresa dos polimeros provenientes de fontes
fosseis (CAZON et al., 2017; GUIMARAES et al., 2015).

Dessa forma, estratégias para promover melhorias nas propriedades
desses polimeros biodegradéaveis viabilizando sua aplicacdo comercial tém sido
constantemente pesquisadas (IMRE e PUKANSZKY, 2013). Uma dessas
alternativas consiste na formacdo de blendas poliméricas, a partir da mistura
fisica de dois ou mais polimeros, como o poli(vinil alcool) (PVOH). Outra
alternativa se baseia na aplicacdo de nanoparticulas de reforco, como as
nanoceluloses, que podem interagir com a matriz polimérica melhorando a
resisténcia mecanica, térmica e aumentando a barreira a gases (AZEREDO et
al., 2017).

Simultaneamente as pesquisas envolvendo desenvolvimento de
biopolimeros com propriedades superiores, a funcionalizagdo desses materiais
para desenvolvimento de embalagens ativas é cada vez mais explorada na area
de tecnologia de embalagens. Entre os diversos compostos antimicrobianos
utilizados para producédo de embalagens ativas, a nisina apresenta excelente
acdo inibitéria de bactérias Gram-positivas, mesmo quando incorporada em
baixas concentracdes, apresenta reduzida tendéncia a gerar desenvolvimento
de resisténcia bacteriana, além de ndo promover alteracao significativa no odor,
cor e sabor dos filmes e dos alimentos (GHARSALLAOUI et al., 2016a).

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver novos materiais
biodegradaveis a base de blenda biopolimérica de amido de milho/poli(vinil
alcool) com propriedades vidveis para aplicagdo como embalagens de alimentos.
A primeira parte do trabalho consistiu no estudo do desenvolvimento de filmes

nanocompositos reforgcados com nanocristais (CNC) e nanofibrilas de celulose
1



(CNF), seguido pela caracterizacdo dos mesmos quanto as propriedades
mecanicas, de barreira e térmicas, permitindo a obtencdo de um filme
nanocomposito com formulagéo 6tima dentro dos limites estudados. A segunda
parte envolveu o desenvolvimento de filmes ativos antimicrobianos utilizando a
mesma blenda polimérica da primeira parte incorporada com o peptideo
antimicrobiano nisina (NIS) e CNC como agente de reforco, bem como a
influéncia dos mesmos nas caracteristicas fisico-mecéanicas, de barreira e ativa

do filme.



CAPITULO |

NOVOS MATERIAIS PARA EMBALAGENS DE ALIMENTOS -
CONSIDERACOES GERAIS



RESUMO

Como alternativa aos plasticos tradicionais obtidos a partir de fontes
fosseis, os biopolimeros consistem numa emergente classe de materiais
sustentaveis que atraem cada vez mais atencao pela possibilidade de reduzir o
impacto ambiental associado ao indevido descarte dos plasticos derivados do
petrdleo. Com a elaboracdo do presente texto objetivou-se expor de forma
didatica algumas consideracbes gerais sobre o tema de novos materiais
utilizados para embalagens atualmente, mantendo foco, principalmente, nos
polimeros biodegradaveis. Levando em consideracdo as caracteristicas dos
materiais utilizados atualmente para producdo de embalagens, a classificacéo
quanto a origem e a habilidade de serem biodegradados ou né&o foi proposta.
Entre as principais caracteristicas que despertam grande interesse nos
biopolimeros, destacam-se a elevada disponibilidade, baixo custo e, claro, a
biodegradabilidade. Porém as inferiores propriedades de desempenho
apresentadas por esses materiais quando comparados com 0s polimeros
tradicionais ainda representam o principal fator limitante para aplicacdo
comercial dos mesmo. Ao final, algumas das estratégias utilizadas como

tentativas de reverter tais limitacdes sao descritas.

Palavras-chave: embalagens renovaveis, sustentabilidade, fonte féssil, fonte

renovavel, blendas poliméricas, nanocompdsitos.



1. EMBALAGENS PLASTICAS E O MEIO AMBIENTE

Segundo a Associacdo Brasileira de Embalagem (ABRE), o mercado
mundial de embalagens movimenta mais de US$ 500 bilhdes por ano,
representando entre 1 e 2,5% do produto interno bruto (PIB) de cada pais, sendo
gue, apenas no Brasil este mercado é responsavel pela movimentacdo de mais
de R$ 47,0 bilhdes, gerando mais de 200 mil vagas de emprego (ABRE, 2017a).
Entre os diversos materiais utilizados para producdo de embalagens, os
plasticos contribuem com 39,07% do valor total da producédo do setor, sendo
seguidos pelas embalagens celuldsicas com 34,30% - levando em consideracao
os setores de papeldo ondulado (18,54%), cartolina e papel cartédo (9,87%) e
papel (5,89%), embalagens metélicas com 17,14%, embalagens de vidro com
4,81% e embalagens de madeira com 2,59% (ABRE, 2017b).

Indiscutivelmente, a importancia dos materiais plasticos para producéo de
embalagens é cada vez maior, pois eles passaram a substituir de forma gradativa
0S outros materiais. Os motivos para 0 crescimento na utilizagdo desses
materiais sdo muitos, dos quais se destacam o baixo custo, baixa densidade,
extrema versatilidade e facilidade na producdo em larga escala. Contudo, sua
crescente aplicacdo tem contribuido significativamente também para a geracéo
e/ou aumento de residuos sélidos, o que resulta em graves problemas
ambientais (LUCKACHAN et al., 2011; VALDES et al., 2014). Alternativas para
manejo desses residuos vém sendo discutidas e, em certas situacoes,
implementadas, ao longo das ultimas décadas, porém em propor¢cdes muito
inferiores as necessarias para o desenvolvimento sustentavel. Além disso,
embora, grande parte dos materiais plasticos apresentem potencial para serem
reciclados fatores econémicos e de logistica ainda dificultam enormemente essa
atividade.

Portanto, é notavel que, além da necessidade de politicas mais severas e
maiores incentivos para implementacdo e realizacdo de coleta seletiva e
reciclagem, outras alternativas, como o0 uso de novos materiais provenientes de
fontes renovaveis e biodegradaveis, passem a ser mais exploradas para reduzir

0 impacto ambiental promovido por materiais plasticos.



2. MATERIAIS TRADICIONAIS VERSUS NOVOS MATERIAIS

A grande maioria dos plasticos comercializados atualmente apresentam
duas caracteristicas principais que os torna alvo de criticas ambientais, a sua
origem e o seu destino, uma vez que sao provenientes de fontes fosseis e nédo
sdo biodegradaveis. Assim, sua producao apresenta elevado potencial poluente
e apos sua aplicagdo, normalmente, sdo descartados indevidamente, gerando
acumulo em lixdes, aterros, rios e oceanos, impactando negativamente o meio
ambiente. Assim sendo, embora existam, na literatura, diferentes formas de se
classificar os materiais plasticos tradicionais e os recentemente desenvolvidos,
no presente texto, eles seréo classificados de acordo com sua origem, isto é, se
provenientes de fonte renovavel ou ndo, e também se sdo biodegradaveis ou
nao, resultando num total de quatro classes (Figura 1) que serdo brevemente

discutidas e exemplificadas a seguir.

Biodegradabilidade
Nao Biodegradavel A Biodegradavel
Origem Vegetal: amido, celulose e derivados
Plésticos Verdes: PE-verde, PET- Origem Animal: quitosana
verde... Micro-organismos: PHA, PHB
Biotecnologia: PLA Renovavel
& I} IV 3 Fonte
I |III
Nao renovavel
Pldsticos convencionais, NOVQS polimeros formados por
derivados do petréleo e hulha: mongmeros derivados do
PE, PET, PP, PVC petroleo/hulha: PBAT, caprolactona
A\ 4

Figura 1. Classificagdo dos materiais.



2.1.Classe |

A Classe | é formada pelos plasticos ndo biodegradaveis e provenientes
de fontes ndo renovaveis. Sdo obtidos principalmente por meio da destilacdo
fracionada do petroleo, a partir da nafta, fracdo de interesse para polimeros.
Apos fracionamento térmico apropriado, a nafta gera fracbes gasosas contendo
moléculas saturadas e insaturadas, sendo as principais o etileno, o propileno e
o butadieno, que apds polimerizacdo dao origem aos principais polimeros
comerciais: polietilieno (PE), poli(cloreto de vinila) (PVC), poliestireno (PS),
poliésteres, polipropileno (PP), resinas acrilicas, resinas fendlicas, poliamidas
(CANEVAROLO JR., 2013).

Outra fonte para producéo desses plasticos € o carvao mineral, que apés
destilacdo produz gases de hulha, aménio, alcatrdo da hulha e coque (residuo),
nesta ordem de saida. Do gas da hulha é possivel separar etileno (para producéo
de PE) e metano (que, por oxidacao, produz formaldeido, matéria-prima basica
para formacdo das resinas fenol-formaldeido, ureia-formaldeido, e melamina-
formaldeido). A amonia (NHs) é utilizada para a producéo de ureia (NH2-CO-NH-2)
e aminas, como agentes de cura para resinas epoxi. O alcatrdo da hulha é uma
mistura complexa que, por destilacdo, produz benzeno (para producao de fenol,
isocianatos e estireno). Do coque obtém-se acetileno (via reacdo com CaO e a
seguir com agua), que, por hidrogenacao, produz etileno ou, por reacdo com
acido cloridrico, produz cloreto de vinila (para produgdo do PVC)
(CANEVAROLO JR., 2013).

Devido as suas excelentes propriedades tecnolégicas e baixo custo,
esses plasticos representam os materiais mais importantes comercialmente, de
forma que suas caracteristicas bem como suas propriedades e aplicacdes ja sao
amplamente conhecidas. Entretanto, sob ponto de vista ambiental, estes
polimeros representam a Classe que mais tende a agredir o meio ambiente, uma
vez que ndo sdo descartados de forma apropriada e, como comentado
anteriormente, ndo sao biodegradaveis, provém de fontes ndo renovaveis e
poluentes. E importante ressaltar que alguns mondmeros obtidos a partir do
petréleo, ou seja, de origem fossil, podem produzir polimeros biodegradaveis.

Estes polimeros pertencem a Classe Ill e ser&o comentados adiante.



2.2.Classe Il

Os materiais plasticos pertencentes a Classe Il sdo produzidos a partir de
polimeros que eram sintetizados, exclusivamente, utilizando monémeros
provenientes de fontes fosseis, e que também passaram a ser sintetizados a
partir de matéria-prima proveniente de fontes renovaveis. S&o comercialmente

denominados de plasticos “verdes”, sendo os principais:

2.2.1. Polietileno (PE) “verde”:

De forma simplificada, a producdo do PE “verde” é iniciada com a
obtencdo da sacarose de alguma fonte renovavel, geralmente cana-de-acucar,
que em seguida é fermentada a etanol. O etanol € entdo destilado e desidratado
na presenca de catalisadores, obtendo-se o monémero eteno que, apos
polimerizacao, da origem ao PE “verde” (BRASKEM, 2017).

2.2.2. Poli(cloreto de vinila) (PVC) “verde”:

Para sua producdo, € necessario inicialmente a obtencdo de eteno
“verde”, proveniente de fontes renovaveis, da mesma forma como descrito acima
para o PE “verde” (BRITO et al., 2011). A partir dai, ha véarias formas de se obter
o mondmero cloreto de vinila. Por exemplo, o eteno é atacado por HCI (acido
cloridrico) + O2 ou por Clz, havendo reacao de adicdo do cloro, obtendo, como
produto, o CH2CICH2CI (EDC: 1,2-dicloroetano), que por sua vez reage com 2
H20, e da origem a HCl e o cloreto de vinila, monémero que, apds polimerizagéo,

da origem ao PVC “verde”.

2.2.3. Poli(etileno tereftalato) (PET) “verde”:

Assim como para o PVC e o PE “verdes”, o monémero eteno é produzido
a partir de fontes renovaveis. Ocorre entdo a reacdo de condensacdo com o
tereftalato, resultando no etilenotereftalato, que apds polimerizacdo produz o
PET “verde”. Ou seja, o PET “verde” deve ser considerado parcialmente

proveniente de fonte renovavel, ja que o tereftalato tem origem féssil.



E importante ressaltar que embora sejam provenientes de fontes
renovaveis, esses polimeros ndo sao biodegradaveis, e possuem as mesmas

propriedades de quando obtidos a partir de fontes fésseis.

2.3.Classe I

Conforme comentado, a Classe Il é formada por polimeros obtidos a partir
de mon6meros provenientes de fontes fésseis, ou seja, hdo renovaveis, mas sao
biodegradaveis. Geralmente, sdo polimeros com ligacdes do tipo éter ou éster,
pois facilitam o ataque por enzimas de micro-organismos. Alguns dos principais

polimeros desta Classe sdo comentados a seguir:

2.3.1. Poli(adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT):

E um copoliéster sintético produzido a partir da combinacdo do butano-
1,4-diol, acido adipico e &acido tereftalico (Figura 2). Embora derivado do petroleo,
pode ser completamente biodegradado em poucas semanas sob acao de micro-

organismos presentes na natureza (BASF, 2017).

MOW\OWO /\/\/o

Figura 2 . Poli (adipato co-tereftalato de butileno).

Recentemente, o PBAT tem sido alcado como potencial substituto para
alguns plasticos convencionais, em especial o PE, uma vez que apresenta
propriedades similares a este polimero. Suas principais aplicacbes comerciais
Sao para 0 uso em embalagens para os setores da agricultura e alimentos, seja
como polimero principal ou como componente de blendas com polimeros mais
rigidos. Devido a boa processabilidade, elevada flexibilidade e carater
hidrofobico do PBAT, seus filmes apresentam boas propriedades mecanicas e
de barreira, entretanto apresentam custo elevado em relacdo aos polimeros

convencionais.



2.3.2. Poli(e-caprolactona) (PCL):

E um polimero hidrofébico e semicristalino pertencente a familia dos
poliésteres alifaticos (Figura 3), produzido, principalmente, por polimerizagéo por
abertura do anel da e-caprolactona (DOPPALAPUDI et al., 2014).

Figura 3. Poli(e-caprolactona).

Possui temperatura de transi¢cdo vitrea de -60 °C e temperatura de fusdo
entre 59 e 64 °C, o que dificulta sua processabilidade quando misturado com
outros polimeros. E soltvel em solventes organicos, como o cloroférmio e o
diclorometano (WOODRUFF et al., 2010). As propriedades dos filmes variam
largamente de acordo com o peso molecular e o grau de cristalinidade, mas, em
geral, sdo flexiveis e apresentam boa resisténcia mecéanica (LABET e
THIELEMANS, 2009). Pelo elevado custo, € mais utilizado na éarea de
engenharia de tecidos, principalmente para reparos de cartilagem e 0ssos, uma
vez que, apesar de ser biodegradavel, apresenta boa estabilidade e bom
desempenho mecéanico (MITSAK et al., 2011).

2.3.3. Poli(vinil &lcool) (PVOH):

E um polimero semicristalino sintético, ndo téxico, ndo possui odor,
solivel em agua e biodegradavel. E obtido a partir da hidrélise completa ou
parcial do poli(vinil acetato) para remoc¢ao dos grupos acetato (Figura 4) (TANG
e ALAVI, 2011).

OH

n

Figura 4 . Estrutura quimica do poli(vinil alcool).
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O PVOH néo é considerado propriamente um termoplastico, pois sua
temperatura de fuséo (230 °C) é superior a temperatura de degradacgéo térmica
(em torno de 150 °C). Por isso, € processado principalmente pelo método
casting, onde ha, inicialmente, a solubilizacdo do polimero em um solvente,
geralmente a agua.

Filmes a base de PVOH apresentam elevada resisténcia a tracdo, alta
flexibilidade, excelente barreira ao oxigénio e aromas, além de grande
capacidade de absorcdo de agua (TANG e ALAVI, 2011). Além disso, sua
elevada resisténcia a solventes organicos, boas propriedades emulsificantes e
adesivas permitem que seja utilizado também na producdo de adesivos e
revestimentos pela industria de papel. Também é utilizado para fabricacao de
filmes soluveis em agua, fraudas, lentes de contato, lubrificantes e luvas com
resisténcia quimica (OJEDA, 2013). A biodegradacdo do PVOH se da
principalmente por acdo enzimética da polivinil &lcool oxidase e polivinil alcool
desidrogenase. Pela solubilidade em agua, possibilidade de ser processado via
casting e boa compatibilidade com biopolimeors, o PVOH apresenta grande
potencial para desenvolvimento de blendas poliméricas biodegradaveis.
(RAHMAN et al., 2010).

2.4.Classe IV

A Classe IV é formada por polimeros que sdo provenientes de fontes
renovaveis e que também sdo biodegradaveis. Representa, portanto, 0s
polimeros mais “amigaveis” ao meio ambiente. Como a origem dos polimeros

dessa Classe é bastante diversificada, ela sera dividida em quatro grupos:

2.4.1. Origem vegetal:

De modo geral, muitos desses polimeros ndo apresentam propriedades
termoplasticas, sendo muitas vezes necessaria a adicdo de plastificantes ou
mesmo alguma modificacdo quimica para que possam ser processados, seja via

casting ou extrusdo. Nesse grupo se encontram muitos polimeros amplamente

11



encontrados na natureza como o amido, o alginato, a pectina e a celulose e

alguns de seus derivados, como o acetato de celulose (AC), entre outros:

2.4.1.1. Amido:

E o segundo carboidrato de maior disponibilidade na natureza e o principal
carboidrato de reserva dos vegetais, encontrado, principalmente, em graos,
cereais, tubérculos e raizes (CAZON et al., 2017). E um polissacarideo formado
por monémeros de D-glicose, composto por duas subunidades poliméricas, a
amilose — predominantemente linear, na qual os monémeros sao unidos entre si
por ligagcdo a(1—4) — e a amilopectina — altamente ramificada, na qual os
mondmeros sdo unidos entre si por ligagdo a(1—4) e as ramificacdes se ligam
as cadeias principais por ligagdo a(1—6) — (BeMILLER e WHISTLER, 2009),
como é representado na Figura 5. O grande interesse relacionado ao uso de
amido como base para producdo de filmes biodegradaveis se deve ao baixo
custo, alta disponibilidade, alta taxa de biodegradacado, além de dar origem a

filmes comestiveis.

amilose

a(1—4)
CH,OH CH,0H
o 0.
OH OH
o
a(1-6)
OH OH Qi
| amilopectina
CH,0H CH,0H CH,
o (o} (o)
OH OH OH
o o
. .
OH OH OH
a(1—-4)

Figura 5 . Estrutura quimica da amilose e da amilopectina.
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A producéo de filmes de amido pode ser feita tanto por casting quanto por
extrusdo. Para producdo de filmes por casting, a aplicacdo de agua em
temperaturas entre 65 e 90 °C se faz necesséria, para promover o
intumescimento dos granulos, levando a solubilidade parcial da amilopectina,
promovendo a fusdo dos dominios cristalinos e liberando a amilose (JIMENEZ
et al., 2012). Para promover a reducéo das forcas intermoleculares e melhorar a
processabilidade do amido, o uso de plastificantes se faz necessério, permitindo
a producdo de filmes por extrusdao e dando origem ao chamodo amido
termoplastico (amido + plastificante + calor).

Diferentes fontes de amido podem dar origem a filmes com diferentes
caracteristicas uma vez que a proporcdo amilose e amilopectina exerce
influéncia sobre as propriedades finais dos filmes. Entre os principais tipos de
amido utilizados para producéo de filmes plasticos, o amido de milho, além de
ser altamente disponivel e possuir baixo custo, da origem a filmes com boa
barreira ao oxigénio e boa flexibilidade, porém possuem alta sensibilidade a
umidade, limitada capacidade de alongamento e elevada fragilidade fazendo
com que exista a necessidade de aplicacdo de plastificantes, mesmo em filmes
produzidos por casting. Os plastificantes mais indicados para serem empregados
em filmes de amido sdo os polidis, como o glicerol e o sorbitol, que
proporcionardo a estes materiais uma melhoria nas suas propriedades
mecanicas e de processabilidade (MALI et al., 2010). Outra alternativa muito
utilizada para filmes de amido consiste no desenvolvimento de blendas que
permitam a melhoria das propriedades de desempenho, mantendo sua

biodegradabilidade.

2.4.1.2. Acetato de celulose (AC):

E um éster de celulose, formado pela substituicio dos grupamentos
hidroxila das cadeias da celulose por grupos acetato (Figura 6), muito utilizado
para fabricacdo de filmes fotograficos, tecidos para vestuario, membranas
porosas, revestimento para papel, adesivos e filtros de grande absor¢cdo, como
filtros de cigarro (MORAES et al., 2015; RUDAZ e BUDTOVA, 2013).
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Figura 6 . Acetato de celulose.

Os filmes de AC podem ser produzidos tanto por casting quanto por
extrusdo, sendo o primeiro método o mais utilizado. Os filmes de AC possuem
boa barreira ao oxigénio, boa resisténcia a tracdo e reduzido alongamento,
elevada transparéncia, e baixa barreira ao vapor de agua. Devido a elevada
rigidez/baixa flexibilidade do AC, a adicdo de plastificantes também se faz
necessaria para melhorar a processabilidade e as propriedades de desempenho
(GUTIERREZ et al., 2012; QUINTERO et al., 2014).

2.4.1.3. Alginato:

E um polissacarideo natural obtido de algas da classe Phaeophyceae, por
meio de tratamento alcalino. Apesar de também ser encontrado no
exopolissacarideo de bactérias como Pseudomonas aeruginosa, o alginato de
origem vegetal é a Unica fonte comercial deste polimero (PAWAR e EDGAR,
2012).

O alginato € um copolimero constituido por monémeros dos acidos B-D-
manurénico (M) e a-D-glucordnico (G) ligados entre si por ligacdes glicosidicas.
Sua habilidade em formar géis se deve a presenca de grupos carboxilicos que
tendem a formar ligagbes ibnicas intermoleculares com cations polivalentes,
principalmente o Ca?*, formando uma rede tridimensional (BENAVIDES et al.,
2012). O alginato tem grande aplicagdo em industrias farmacéuticas, de
alimentos e de papel e celulose, principalmente devido a suas propriedades
coloidais como capacidade espessante, emulsificante, estabilizante, geleificante
e de formacao de filmes, entre outras. A producédo de filmes de alginato se da
principalmente pelo método casting, sendo necesséaria a adicdo do Ca?* a

solucéo filmogénica para promover a formagdo da estrutura tridimensional do
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filme por reticulacéo fisica. Os filmes de alginato sdo comestiveis, apresentam
boa resisténcia mecanica, boa transparéncia, porém baixa resisténcia a umidade
devido a sua elevada hidrofilicidade. O uso de Ca?* permite a obtencéo de filmes

com melhores resisténcia mecanica, rigidez e barreira & umidade.

2.4.1.4. Pectina:

E um polissacarideo aniénico presente na parede celular de algumas
plantas superiores, onde contribui para estrutura e rigidez (CAZON et al., 2017).
As principais fontes de pectina séo as cascas de frutas citricas e polpa de maca.
A pectina é formada por mondémeros do &cido D-galacturénico unidos por
ligagbes a(1—4), podendo apresentar diferentes graus de metilacdo nos acidos
carboxilicos (ESPITIA et al., 2014). Dependendo do grau de substituicdo dos
grupos carboxila — por grupos metoxila nos monémeros do acido D-galacturénico
— a pectina pode ser classificada como de baixa metoxilacédo (substituicdo menor
que 50%) e alta metoxilacdo (substituicdo maior que 50%). A pectina de baixa
metoxilacao tende a formar gel na presenca de ions polivalentes, ja a pectina de
alta metoxilacdo tende a formar gel em meio acido na presenca de acucares. Os
filmes de pectina sdo produzidos principalmente por casting utilizando agua
como solvente. De forma geral, os filmes apresentam boa barreira a gases,
porém baixa resisténcia & umidade. Assim como os filmes de alginato, os filmes

e revestimentos de pectina sdo comestiveis.

2.4.2. Origem animal:

2.4.2.1. Quitosana:

E um polissacarideo catidbnico obtido a partir da desacetilagdo, por
hidrolise basica, da quitina, carboidrato obtido principalmente do exoesqueleto
de crustaceos, como caranguejos, camardes e lagostas. A quitosana é um
polimero semicristalino constituido por monémeros de D-glucosamina e N-acetil-
D-glucosamina unidos por ligagdes B(1—4) (Figura 7) (DOPPALAPUDI et al.,
2014). Durante a desacetilagdo ocorre o rompimento das ligacbes N-acetil,
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originando os grupamentos aminicos livres e, consequentemente, gerando sua

natureza catidnica.

CH,OH NH,
o
HO
o)
0 OH O\K
p— O
NH, CH,OH

Figura 7 . Quitosana.

E utilizada na producéo de cosméticos, engenharia de tecidos, liberagéo
controlada de medicamentos e suplementos alimentares, entre outros
(CROISIER e JEROME, 2013). Sua atividade antimicrobiana, bem como sua boa
capacidade de formacéao de filmes, biodegradabilidde e néo toxicidez, fazem com
gue a quitosana seja muito utilizada em escala laboratorial para producéao de
filmes plasticos, produzidos principalmente pelo método casting, no qual algum
acido fraco, na grande maioria dos casos, acido acético, é utilizado como
solvente (van den BROEK et al., 2015). As propriedades dos filmes de quitosana
sofrem influéncia do pH do solvente, grau de desacetilacéo, tipo de acido e tipo
de plastificante. O principal plastificante utilizado para producéo de filmes de
quitosana € o glicerol (EPURE et al., 2011). De forma geral, os filmes de
quitosana apresentam boas propriedades mecéanicas, boa barreira ao oxigénio,

porém baixa resisténcia & umidade (CAZON et al., 2016).

2.4.3. Micro-organismos:

Os polimeros deste grupo séo produzidos por bactérias a partir de varios
substratos de carbono. Os polimeros mais conhecidos pertencem a familia dos
polihidroxialcanoatos (PHA), sendo o principal representante o poli(B-
hidroxibutirato) (PHB):

2.4.3.1. Poli(B-hidroxibutirato) (PHB):
E um poliéster (Figura 8) altamente cristalino e biodegradavel sintetizado
por micro-organismos, como a bactéria Alcaligenes eutrophus. De forma geral,

essas bactérias passam a produzir e armazenar PHB, como reserva de carbono,
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guando sdo submetidas a algum tipo de estresse, por exemplo por auséncia de
nutrientes essenciais (CORRE et al., 2012).

CHs 0

n

Figura 8 . Poli(B-hidroxibutirato).

Os filmes de PHB podem ser produzidos por casting, usando solventes
organicos, ou extrusdo. Sua temperatura de fusdo se encontra entre 173 e
180 °C e temperatura de transicéo vitrea por volta de 5 °C. O PHB da origem a
filmes rigidos e quebradicos, fazendo com que a adicdo de plastificantes seja
necesséaria durante o processamento. O elevado custo de producdo do PHB
limita sua aplicagdo na industria farmacéutica para liberacdo controlada de
farmacos (LUCKACHAN et al., 2011).

2.4.4. Biotecnologia:
Embora estes polimeros tenham origem essencialmente agricola, eles
sdo classificados nesse grupo por serem sintetizados a partir de monémeros

produzidos pela fermentacéo de biomassa por bactérias.

24.4.1. Poli(acido latico) (PLA):
E um poliéster termoplastico alifatico linear sintetizado a partir da
polimerizacao do &cido latico (Figura 9), obtido pela fermentacéo, apds hidrolise,

do amido.

CHj;

n

Figura 9 . Poli(acido latico).
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Embora suas propriedades, possam variar de acordo com o tamanho da
cadeia e a proporc¢éao entre os enantiomeros L e D do &cido latico, de forma geral,
os filmes de PLA apresentam excelente transparéncia, boa resisténcia a
umidade e boa barreira ao oxigénio. Porém possuem propriedades mecanicas
limitadas, alta fragilidade e baixa processabilidade (VALDES et al., 2014). Pelo
elevado custo, o PLA é aplicado principalmente em areas médicas para liberacéo

controlada de farmacos e engenharia de tecidos (LUCKACHAN et al., 2011).

3. ESTRATEGIAS PARA MELHORIA DAS PROPRIEDADES DOS
BIOPOLIMEROS

E notavel que grande parte dos novos materiais que vém sendo
pesquisados para desenvolvimento de filmes e embalagens para alimentos
possuem em comum a habilidade de ser biodegradado. Como apontado
anteriormente, a sustentabilidade é, cada vez mais, levada em consideracéo
entre a comunidade cientifica e a sociedade como um todo ao redor do mundo.
Contudo, existe uma relacao inversamente proporcional entre o desempenho e
a biodegradabilidade de um material, ou seja, materiais biodegradaveis, de
forma geral, apresentam baixo desempenho mecanico, térmico e de barreira,
entre outros, limitando consideravelmente sua aplicagdo comercial
(VARTIAINEN et al., 2014).

Dessa forma, estratégias para melhorar as propriedades desses materiais
tém sido constantemente pesquisadas (IMRE e PUKANSZKY, 2013). Entre as
principais estratégias utilizadas, duas estdo diretamente ligadas ao presente

trabalho e serdo brevemente abordadas a seguir.

3.1.Blendas poliméricas:

Blenda polimérica pode ser definida como uma mistura fisica de dois ou
mais polimeros sem que ocorra reacdo quimica intencional entre seus
constituintes, predominando interagdes intermoleculares (CANEVAROLO JR.,
2013). O grande interesse na producdo de blendas se baseia na possibilidade

de aliar caracteristicas desejaveis de um material, como baixo custo e
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biodegradabilidade, com as caracteristicas de outro material, como resisténcia a
umidade e boas propriedades mecanicas, conferindo aos mesmos novas
propriedades anteriormente ausentes ou limitadas (BRANDELERO et al., 2011;
IMRE e PUKANSZKY, 2013; OLIVATO et al., 2013a; OLIVATO, et al., 2013b).

Apesar de ser um processo relativamente antigo, a producao de blendas
voltou a ganhar forca nos ultimos anos exatamente pelo crescente uso de
biopolimeros para desenvolvimento de novos materiais juntamente com a
necessidade de promover melhoria em suas propriedades. Como o interesse
atual em blendas envolve principalmente biopolimeros é importante que todos
0s componentes sejam biodegradaveis para que a biodegradabilidade da blenda
seja mantida, mesmo que em taxas reduzidas (IMRE e PUKANSZKY, 2013;
SIONKOWSKA et al., 2014).

De forma geral, a producao de blendas é um processo rapido, que permite
elevada produtividade e controle menos exigente, quando comparado com a
copolimerizagéo, por exemplo, reduzindo consideravelmente o custo do material
(IMRE e PUKANSZKY, 2013). Porém, um dos maiores desafios associado a
producdo de blendas poliméricas estd relacionado a compatibilidade e
miscibilidade dos seus componentes, sendo estas determinantes para a
estrutura e propriedades dos filmes. Com isso, muitas vezes outras alternativas
sdo necessarias para obtencao de melhorias mais significativas, como aplicacao
de compatibilizantes e/ou adicao de cargas de reforco.

3.2. Adicéo de cargas:

Cargas séao definidas como “materiais solidos, n&o soluveis, que podem
ser adicionados aos polimeros em quantidades suficientes para diminuir os
custos e/ou alterar suas propriedades” (RABELO e PAOLI, 2013). Apesar de ja
serem utilizadas desde o século XIX, ainda hoje as cargas tém sido aplicadas
em polimeros com o objetivo de melhorar, entre outras, propriedades mecanicas
e de barreira, e passaram a despertar interesse ainda maior com 0s avangos na
area de nanotecnologia, dando origem aos nanocompositos (RODRIGUEZ et al.,
2012; ROMERO et al., 2013; OLIVATO et al., 2015).

Os nanocompositos podem ser definidos como material proveniente da

mistura de dois ou mais componentes, onde existe uma fase continua,
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compreendendo a matriz polimérica e uma fase dispersa — a “nanocarga” — que
apresenta pelo menos uma de suas dimensdes em tamanho nanométrico
(AZEREDO, 2009). Entre todas as nanocargas utilizadas como reforco de
polimeros, uma caracteristica € comum, a elevada area interfacial, que permite
que a interacdo carga-polimero seja mais intensa, promovendo significativas
melhorias nas propriedades, mesmo quando adicionada em quantidades muito
pequenas. Entre os tipos de nanocargas estudados como reforgo para filmes e
embalagens e que apresentaram resultados satisfatérios merecem destaque:
nanoparticulas de zinco (ESPITIA et al., 2013; VICENTINI et al., 2010);
nanoparticulas de dioxido de titanio (OLEYAEI et al., 2016; SHAILI et al., 2015);
grafeno e nanotubos de carbono (JOSE et al., 2015; MASSOUMI et al., 2015;
YANG et al., 2010) as nanoargilas, como a montmorilonita (POLA et al., 2016;
ZHANG et al., 2017); nanoparticulas de amido (DAI et al., 2015; TEODORO et
al., 2015), nanoparticulas de quitosana (ANTONIOU et al., 2015; LOREVICE et
al., 2016) e; os nanocristais (CNC) e nanofibrilas (CNF) de celulose (ALVES et
al., 2017; CAMPOS et al., 2017; MAIA et al., 2017; LI et al., 2014; SANTANA et
al., 2017). Particularmente, os ultimos quatro tipos de nanoparticulas tém sido o
foco principal da grande maioria dos trabalhos desenvolvidos na area nos ultimos
anos, pois tendem a manter o intuito sustentavel relacionado ao uso de
polimeros biodegradaveis. Sendo assim, o desenvolvimento de nanocompa@sitos
permite a obtencdo de novos materiais com propriedades diferenciadas para
que, enfim, materiais biopoliméricos possam ganhar maior amplitude de

aplicacao no mercado de filmes e embalagens.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Como enfatizado anteriormente, a crescente preocupacao com o impacto
ambiental promovido pelo uso dos materiais plasticos derivados do petréleo, faz
com que o uso de biopolimeros ganhe cada vez mais importancia. E notavel que
o desenvolvimento de materiais biodegradaveis e sua comercializacdo € uma
tendéncia mundial. O uso desses materiais biodegradaveis resulta em inUmeras

vantagens, como menor acumulo de materiais em lixdes, rios e oceanos,
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aumento da vida atil de aterros sanitarios, menor poluicdo de aguas superficiais
e subterraneas. Porém, a evolucdo nas propriedades e performance desses
materiais ainda se faz necessaria. Os recentes avancos, apesar de significativos,
ainda sdo muito limitados para gerar competicdo com os polimeros derivados do
petréleo. Assim sendo, 0 continuo investimento em pesquisa e desenvolvimento
de novos materiais biodegradaveis tem demanda crescente. O uso de novas
tecnologias, como as nanocargas, combinadas com estratégias bem difundidas,
como a producdo de blendas poliméricas, pode ser o caminho para que
melhorias mais impactantes sejam obtidas, permitindo a reducdo dos custos,

aumento do desempenho e, consequente, maior aplicacdo no mercado.
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO E  OTIMIZACAO DA FORMULAGAO DE
NANOCOMPOSITOS BIODEGRADAVEIS A BASE DE BLENDA DE AMIDO DE

MILHO/PVOH INCORPORADOS COM NANOCRISTAIS E NANOFIBRILAS DE
CELULOSE
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RESUMO

Objetivou-se desenvolver e caracterizar filmes nanocompdésitos a partir de
blenda polimérica biodegradavel a base de amido de milho/poli(vinil &lcool)
(PVOH) incorporados com nanocristais de celulose (CNC) e nanofibrilas de
celulose (CNF) de acordo com um delineamento composto central, otimizando a
concentracdo das nanoceluloses em relacao as propriedades de desempenho
utilizando a funcdo desejabilidade. Os filmes nanocompdésitos foram avaliados
qguanto as suas propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), permeabilidade ao oxigénio (PO2), morfologia, transparéncia e resisténcia
térmica. Os filmes foram produzidos por meio do método casting, utilizando 70%
de amido plastificado (70% amido + 30% glicerol) e 30% PVOH. O processo de
producdo dos filmes resultou em boa dispersdo das nanoceluloses na matriz
polimérica, permitindo que a interacdo entre os CNC e as CNF promovessem
aumento significativo na resisténcia a tracdo e rigidez dos filmes
nanocompositos. A incorporagdo de CNC e CNF aumentou significativamente a
barreira a luz dos filmes bem como permitiu a obtencdo da maxima barreira ao
vapor de agua dentro dos limites estudados, ao mesmo tempo gue foi observada
a necessidade de maiores concentracdes de CNC para promover a reducao na
PO2. Além disso, os filmes com maiores concentragdes de CNC e CNF
apresentaram maior estabilidade térmica. O filme nanocompdsito com
formulacédo 6tima foi obtido com 5,83% (m/m) de CNC e 0,6% (m/m) de CNF, e
apresenta boas caracteristicas para o desenvolvimento de embalagens
sustentaveis, podendo ainda receber a adicdo de compostos ativos para
aumentar seu potencial de aplicagéo.

Palavras-chave: Desejabilidade, polimero biodegradavel, nanocelulose,

propriedades mecanicas, barreira, resisténcia térmica.
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1. INTRODUCAO

Filmes produzidos a partir de biopolimeros correspondem a uma
crescente e promissora classe de materiais para aplicagdo em embalagens.
Estes materiais tém atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido a
crescente preocupacdo com O0S impactos causados ao meio ambiente
(DUFRESNE e CASTANO, 2017). Entre os biopolimeros com potencial para
producdo de embalagens, caracteristicas como origem renovavel, elevada
disponibilidade, baixo custo e alta taxa de biodegradabilidade, fazem com que o
amido receba notavel destaque nas Ultimas décadas (CAZON et al., 2017;
IBRAHIM et al., 2014). Por outro lado, assim como a maioria dos biopolimeros,
0 amido apresenta propriedades mecéanicas, térmicas e de barreira inferiores a
dos polimeros derivados do petrdleo, limitando sua aplicacdo comercial
(GUIMARAES et al., 2015).

Nesse contexto, a mistura fisica de um biopolimero, como o amido, com
outros polimeros, faz com que seja possivel aliar as caracteristicas desejaveis
dos materiais utilizados, resultando num material com propriedades melhoradas.
Muitas blendas envolvendo o uso do amido e outros polimeros biodegradaveis
como quitosana (BOF et al., 2016), celulose (MORAES et al., 2017), poli(acido
latico) (PLA) (AKRAMI et al., 2016), poli(e-caprolactona) (PCL) (ORTEGA-TORO
et al., 2016) e poli(vinil alcool) (PVOH) (AYDIN et al., 2016; CANO et al., 2016;
TIAN et al., 2017), séo reportados na literatura, sendo a compatibilidade entre os
polimeros, um dos principais fatores responsaveis pelo sucesso ou ndo da
blenda polimérica.

O PVOH é um polimero biodegradavel derivado do petrdleo que,
teoricamente, apresenta elevado potencial para produgcdo de blendas
poliméricas com o amido, visto que interagfes de hidrogénio tendem a serem
formadas entre os grupamentos hidroxila presentes ao longo das cadeias de
ambos (RAHMAN et al., 2010). A mistura de PVOH com o amido permite que
grande parte das limitagdes sejam corrigidas, como reduc¢éo do custo do PVOH
e aumento de sua taxa de biodegradacao, além da melhoria nas propriedades

mecanicas, térmicas e de barreira dos filmes de amido (ABDULLAH et al., 2017).
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Porém, a sensibilidade a umidade das formulacdes contendo amido e PVOH,
muitas vezes compromete sua aplicacao, por exemplo, por promover reducéo
significativa na resisténcia mecéanica (TANG e ALAVI, 2011).

Uma alternativa adotada para superar as limitacbes dos biopolimeros e
melhorar ainda mais suas propriedades consiste na aplicacdo de
nanotecnologia, principalmente por meio da incorporacdo de nanoparticulas na
matriz polimérica para atuarem como agentes de reforgo, dando origem aos
nanocompositos (SOUZA et al., 2016). Os nanocompadsitos podem ser definidos
como material produzido a partir da mistura de dois ou mais componentes, onde
existe uma fase continua, compreendendo a(as) matriz(es) polimérica(s) e uma
fase dispersa que apresenta pelo menos uma de suas dimensfes em tamanho
nanomeétrico e/ou pelo menos uma de suas propriedades apresenta-se alterada
guando comparada as suas propriedades no tamanho normal (MONDAL, 2017;
RHIM et al., 2013). O grande interesse nestes materiais se deve ao fato de
algumas nanoparticulas serem capazes de interagir com a matriz polimérica
alterando suas propriedades, podendo conferir novas caracteristicas ou
melhorar as caracteristicas ja existentes, por exemplo, atuando na reducao da
permeabilidade ao vapor de agua e gases, aumentando a resisténcia a tracao e
a rigidez, bem como a estabilidade térmica (AZEREDO et al., 2017).

Os nanomateriais derivados da celulose sédo biodegradaveis, néo toxicos,
e ricos em grupamentos hidroxila capazes de interagir com matrizes poliméricas
e reforca-las, mesmo quando adicionados em baixas concentracfes, uma vez
gue possuem elevada éarea interfacial, além de serem obtidos a partir do
carboidrato de maior disponibilidade no meio ambiente, fazendo com que a
matéria prima seja de baixo custo (DUFRESNE, 2017; MONDAL, 2017). As
nanoceluloses vem sendo aplicadas nas mais diversas areas da ciéncia, como
pele artificial e cartilagem em engenharia de tecidos, modificadores de textura,
aerogeis, dispositivos eletronicos flexiveis e, obviamente, como reforco de
polimeros para producao de filmes e embalagens biodegradaveis, uma vez que
apresentam baixa densidade e elevada razdo de aspecto (relagdo entre o
comprimento e a largura) (AZEREDO et al., 2017; KARGARZADEH et al., 2017).

Os dois tipos de nanomateriais extraidos da celulose séo as nanofibrilas

de celulose (CNF) e os nanocristais de celulose (CNC). O processo de obtencéo

30



das CNF se inicia com a desagregacado mecanica das fibras celuldsicas, que séo
constituidas por microfibrilas de celulose, que por sua vez sdo constituidas por
fibrilas elementares de onde as CNFs s&o obtidas (Figura 10). Durante o
processo de obtencdo das CNFs é comum que um agente oxidante,
normalmente o 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (TEMPO), seja utilizado antes
da desintegracdo mecanica para promover a alteracdo da carga superficial,
contribuindo para a estabilidade e evitando formacéo de aglomerados (HABIBI
et al., 2010). Em geral, as CNFs séo caracterizadas por serem semicristalinas,
ou seja, possuem regides cristalinas e amorfas, apresentarem comprimento

micrométrico e largura variando entre 3 e 100 nm (DUFRESNE, 2017).

Cellular Structure

Tree Transverse Section Growth Ring

Cellulose Fibril Structure Fibril-Matrix
Microfibril

s

1nm

Figura 10. Esquema top-down da localizacdo das nanoceluloses. Fonte:
Postek et al. (2011).

Por sua vez, os CNC séao obtidos, principalmente, a partir da hidrélise
acida da polpa de celulose branqueada. Neste método sdo aplicados acidos
fortes, principalmente o acido sulfdrico, para clivar os dominios amorfos das
fibrilas elementares, enquanto os dominios cristalinos permanecem intactos nas

condicbes empregadas, devido ao elevado grau de compactacdo de suas
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moléculas (JULKAPLI e BAGHERI, 2017). Variacbes entre as dimensodes,
caracteristicas morfologicas e superficiais e grau de cristalinidade dos CNC
dependem da fonte de celulose e das condi¢cbes sob as quais a extracdo €
conduzida (DUFRESNE, 2017). Porém, de forma geral, os CNC possuem
formato similar ao de uma agulha com comprimento variando de 50 a 500 nm e
diametro variando de 3 a 30 nm (AZEREDO et al., 2017). Além disso, os CNC
sao caracterizados pela elevada rigidez (entre 100 e 150 GPa), proveniente de
sua estrutura altamente cristalina (MONDAL, 2017).

As nanoceluloses sdo largamente empregadas para melhorar as
propriedades mecanicas, de barreira, térmicas e reoldgicas de diversos sistemas
poliméricos, como filmes a base de amido (ALVES et al., 2015; CAMPOS et al.,
2017; SANTANA et al.,, 2017); blenda de amido/PVOH (CANO et al., 2015;
PRIYA et al., 2014); pectina (CHAICHI et al., 2017); alginato de sodio (HUQ et
al., 2012; WANG et al., 2017); PVOH (LI et al., 2014; ROWE et al., 2016);
quitosana (KHAN et al.,, 2012), entre outros. Porém, estudos avaliando
simultaneamente os efeitos do CNC e da CNF em matrizes poliméricas ainda é
extrememente limitado e merece atencdo, como enfatizado por Ferrer et al.
(2017). Assim sendo, até o momento, estudos envolvendo a avaliacdo
simultdnea dos efeitos da incorporacdo de CNC e CNF e a otimizacdo da
concentracdo das mesmas nas propriedades de filmes a base de blenda
polimérica de amido de milho e PVOH n&o foram encontrados.

Desta forma, com a realizacéo deste trabalho, objetivou-se desenvolver e
caracterizar filmes nanocompasitos a partir de blenda polimérica biodegradavel
a base de amido de milho plastificado com glicerol e poli(vinil alcool) (PVOH)
incorporados com nanocristais (CNC) e nanofibrilas de celulose (CNF) com
potencial aplicacdo em embalagens de alimentos, de acordo com um
delineamento composto central, otimizando a concentracdo das nanoceluloses
em relagédo as propriedades de desempenho dos filmes utilizando a analise de
desejabilidade.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Material

Amido de milho (~28 £ 2% amilose) foi adquirido da Unilever (Rotterdam,
Holanda). Poli (vinil alcool) (PVOH) (Pw = 85,000 — 124,000 g-mol?t, 99%
hidrolizado), glicerol (GLI) (Mm = 92.09 g-mol?) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os CNC foram adquiridos do
Laboratério de Produtos Florestais do Departamento de Agricultura dos EUA
(USDA, Madison, WI, EUA) comercializado pela Universidade do Maine (Orono,
ME, EUA), produzidos por meio de hidrolise &cida de polpa de celulose originaria
de mistura de Pinus spp. As CNF, produzidas por separacdo mecanica a partir
de polpa de celulose de Eucalipto, foram doados pela empresa Suzano Papel e

Celulose (S&o Paulo, SP, Brasil).

2.2.Producao dos filmes nanocompadsitos

Uma blenda de amido de milho/PVOH foi utilizada como matriz polimérica
e os filmes foram produzidos pelo método casting . Para producédo da blenda, o
PVOH (30% m/m) foi solubilizado em 100 mL de agua desionizada a 75 +2 C
e mantido nesta temperatura por 5 h sob agitacdo a 500 rpm em frasco tampado
(Suspensao 1). Em seguida, amido de milho plastificado (70% m/m — 70% amido
e 30% glicerol) foi adicionado a 50 mL de agua desionizada (Suspensao 2),
homogeneizados, adicionados a suspenséo 1 e, entdo, mantidos sob as mesmas
condi¢cbes de aquecimento (75 = 2 C) e agitacdo (500 rpm) duran te 20 min.
Entdo, as suspensfes de CNC e CNF foram adicionadas e homogeneizadas
(500 rpm) por 5 min sem aquecimento. Para producéo das suspensdes de CNC
e CNF, diferentes concentracdes de ambos (Tabela 1) foram misturadas com 50
mL de agua desionizada e homogeneizada em um sonicador de ponta DES 500
(Unique Group, Indaiatuba, SP, Brazil) durante 20 min usando uma probe de 1,3
pum de didmetro e 400 W de poténcia. Finalmente, as formulagdes filmogénicas
foram vertidas em placas de vidro (18 x 34 cm) e mantidas a25+2 C e 53 +
5% UR por 72 h para evaporacéo do solvente.
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Figura 11. Fluxograma de produgéo dos filmes nanocompdsitos.

Um filme controle — sem adi¢cdo de CNF e CNC — também foi produzido

nas mesmas condi¢cfes para permitir a compara¢ao quando necessario.

2.3.Delineamento de otimizacado e funcao desejabilidade

A otimizacgédo da formulacéo do filme nanocompdésito foi realizada por meio
da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). Um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) (Tabela 1) foi utilizado para estudar o efeito
combinado do CNC e do CNF nas propriedades dos filmes nanocompdsitos. Os
modelos estatisticos representando a influéncia do CNC e do CNF nas
propriedades (espessura, resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura, médulo
de elasticidade, permeabilidade ao vapor de agua, permeabilidade ao oxigénio,
transmissao de luz, rugosidade média) dos filmes nanocompésitos foi obtido e
validado usando analise de variancia (ANOVA) com 5% de nivel de significancia.
Os célculos foram realizados com auxilio do software Statistica 13.0 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA, EUA).

Ao final, a funcéo de desejabilidade (DERRINGER e SUICH, 1980) foi
utiizada para realizar a otimizacdo simultdnea das variaveis resposta
significativas. As variaveis resposta estimadas para cada analise realizada no
presente trabalho foram transformadas em um valor desejavel (di) pela funcéo

de desejabilidade utilizando a Equacéao 1.
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Vi < Yimin
di = [%} Yimin <5;i < Yimax (1)
k yi 2yimax
1

onde Y;min© Yimax COrrespondem aos valores minimo e maximo,
respectivamente, e 0 y; € o valor aceitavel. Os valores de d; variam no intervalo
de 0 = d; < 1, sendo que o valor de desejabilidade tende a aumentar com o
aumento da resposta correspondente. Os valores das desejabilidades individuais
foram combinados utilizando a Equagéao 2, gerando a desejabilidade global (D),

gue € a média geométrica dos valores desejaveis individuais.
1
D=(d; X dy X - X dj) 7k (2)

Desta forma, quanto maior for o valor de D, maior a desejabilidade da

resposta, ou seja, o valor maximo de D corresponde a solucdo otimizada.
2.4, Caracterizagdo das celuloses nanocristalina e nanofibrilada

2.4.1. Difracdo de Raios-X (XRD)

Os difratogramas foram obtidos com auxilio de um XRD X'Pert PRO
(PANalytical, Almelo, Holanda) utilizando radiagdo de Co (Ka A = 1.78890 A),
operando a 40 kV e 30 mA. As amostras foram analisadas em angulos de
difragdo (20) variando entre 5° e 40° com velocidade de varredura de 2 °-min.
A analise foi realizada no Laboratério de Mineralogia do Departamento de Solos
da Universidade Federal de Vigosa.

O indice de cristalinidade (IC) foi calculado de acordo com Segal et al.

(1962) utilizando a Equacéo 3.

IC= Z2my 100 (3)

002
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Onde o valor Ioo2 é a intensidade do pico a 22,5°associado com o plano
cristalino (002) e Iam € a intensidade do pico a 18,3°associado a fracdo amorfa
da celulose.

2.4.2. Espalhamento dinamico de luz

O potencial zeta e tamanho aparente das nanoceluloses foram analisados
utilizando um ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Inc., Worcerstershire,
RU) a 25 C usando laser a 633 nm e angulo de leitura de 90° Os valores meédios

foram obtidos a partir de trés leituras independentes.

2.4.3. Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier e
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)
Os espectros ATR-FTIR foram obtidos com auxilio de um FTIR Thermo
Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com acessorio
de reflectancia total atenuada, na faixa de nimero de onda de 4000 cm™ a

650 cm?, utilizando 32 varreduras com resolugéo de 4 cm™ para cada espectro.

2.4.4. Morfologia das nanoceluloses

A morfologia das nanoceluloses foi avaliada por meio da analise de
microscopia eletrénica de transmissao (TEM) com auxilio de um microscépio
Zeiss EM 109 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha) operando a 80
kV. Inicialmente, as amostras de nanoceluloses foram suspensas (0,05%, m/m)
em agua desionizada Milli-Q (Millipore Corporation, Burlington, MA, EUA) e
homogeneizadas em ultrasson por 5 min a 400 W de poténcia. Em seguida, as
suspensdes foram colocadas sobre grids de cobre de 300 mesh, contrastados
com solucdo de acetato de uranila (2%, m/v) e, entdo, observados no TEM
utilizando magnificagdes de 30 e 50 kx a 80 kV. A analise foi realizada no Nucleo
de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigcosa (NMM-UFV).
O comprimento e a largura média das nanoceluloses foram obtidos com auxilio

do software ImageJ, obtido a partir da média de 100 leituras.

2.5.Caracterizacdo dos filmes nanocompadsitos
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2.5.1. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A analise de TEM foi realizada utilizando um microscopio eletrénico de
transmissao Zeiss EM 109 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha)
operando a 80 kV. Inicialmente, as amostras dos filmes foram emblocadas em
resina Spurr e entdo cortadas com ultramicrétomo Power Tome-X (RMC
Products, Tucson, AZ, EUA) para obtencdo dos cortes ultrafinos (espessura
entre 50 e 90 nm). Em seguida, os cortes ultrafinos foram coletados em grids de
cobre de 300 mesh, contrastados com solucao de acetato de uranila (2%, m/v)
e, entdo, observados no TEM utilizando magnificacées de 30 e 50 kx a 80 kV. A
analise foi realizada no Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade
Federal de Vigosa (NMM-UFV).

2.5.2. Rugosidade de superfice

A rugosidade média de superficie foi avaliada com auxilio de um
perfilometro 3D Bruker CountourGT (Billerica, MA, EUA). As imagens foram
obtidas em uma éarea de 475 x 625 pm dos filmes e a rugosidade média foi

expressa em pm.

2.5.3. Espessura

A espessura dos filmes foi obtida com auxilio de um micrémetro digital ID-
C112XB (Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japao) em 10 pontos aleatério de
cada amostra (POLA et al., 2016).

2.5.4. Resisténcia mecanica

Resisténcia a tracdo (RT), alongamento na ruptura (AR) e Mdédulo de
Young (MY) dos filmes nanocompdsitos foram determinados utilizando a
Maquina Universal de Testes Mecanicos Instron 3367 (Instron Corporation,
Norwood, MA, EUA) equipado com célula de carga de 1 kN, de acordo com a
ASTM D882-12 (ASTM, 2012). Foram utilizadas separacéo entre garras de 50
mm-min? e distancia inicial entre garras de 100 mm. Sete corpos de prova (150

x 25 mm) foram avaliados para cada repeticao de cada tratamento.
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2.5.5. Permeabilidade a vapor de agua (PVA)

PVA foi determinada pelo método gravimétrico de acordo com a ASTM
E96 / E96 — 14 (ASTM, 2014) com algumas modificacdes. As amostras foram
cortadas em circulos (g = 82,3 mm) e montadas em capsulas de poli(metil
metacrilato) contendo 10 mL de solucdo saturada de cloreto de litio (Vetec
Quimica, Duque de Caxias, RJ, Brasil) em seu interior, conferindo,
aproximadamente, 11% de umidade relativa (UR). Os filmes foram selados as
capsulas com parafina para assegurar que a difusdo da umidade ocorresse
exclusivamente através do filme. Entdo, as capsulas foram armazenadas em
camara climatica modelo 420 CLDTS (Ethicktechnology, Vargem Grande
Paulista, SP, Brasil) e mantidas a 25 +2 T e 75 + 5% UR. Oito pesag ens foram
realizadas periodicamente para cada capsula apos a difuséo alcancar o estado

estacionario. Os valores de PVA foram reportados em kg-m?-st.Pa?l,

2.5.6. Permeabilidade ao Oxigénio (PO 2)

A PO2 dos filmes nanocompdsitos foram determinadas com auxilio de um
Gas Permeability Tester, modelo VAC-V1 (Labthink Instruments Co., Shandong,
China) de acordo com a ASTM D1434-09 (ASTM, 2009). As amostras foram
previamente acondicionadas a 50% de UR e 23 C por 48 h, e fixadas na célula
de permeacdo de gas formando uma barreira selada entre os dois
compartimentos. O oxigénio inicial presente na camara foi removido dos dois
compartimentos por vacuo durante 8 h. Em seguida, foi liberado o fluxo de
oxigénio no compartimento superior, sendo determinada a quantidade permeada
para o compartimento inferior. Os valores de PO2 foram reportados em kg-m*-s
Lpatl

2.5.7. Transmissao de luz

A luz transmitida pelas amostras foi analisada utlizando um
espectrofotometro UV/VIS (Modelo UV-1800, Shimadzu Co. Kyoto, Japao).
Amostras retangulares (3 x 4 cm) foram posicionadas diretamente no suporte
para filmes do espectrofotbmetro. Os resultados foram expressos em
porcentagem de transmitancia em 600 nm por 100 pum (Teo0), representando a

transparéncia dos filmes.
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2.5.8. Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica e o perfil de decomposicdo dos filmes
nanocompositos foram determinadas com auxilio de um analisador
termogravimétrico DTG-60 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Amostras de 5 mg dos
filmes foram aquecidos de 25 € até 800 € a uma taxa de aque cimento de
10 T-min"! sob atmosfera de nitrogénio (50 mL-min?). A medida da perda de

massa foi realizada em funcdo da temperatura.

2.5.9. Calorimetria diferencial de varredura (DS C)

A andlise de DSC foi realizada utilizando um calorimetro DSC 60
(Shimadzu, Kyoto, Japao). Amostras dos filmes (3 mg) foram pesadas e seladas
em “panelas” de aluminio. Cada amostra foi aquecida de -50 a 250 € utilizando
taxa de aquecimento de 10 T-min-! sob atmosfera de nitrogénio (30 mL-min'?).

A energia envolvida nos eventos térmicos foi medida em funcédo da temperatura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao das nanoceluloses

O conhecimento das propriedades das particulas utilizadas como reforco
de um polimero é determinante para avaliacdo dos efeitos causados e para
suportar a discussao sobre as novas caracteristicas possivelmente conferidas
ao material. Assim sendo, o0s principais resultados obtidos da caracterizagao das
nanoceluloses séo descritos a seguir.

Os difratogramas obtidos paras os CNC e CNF e utilizados para calcular
o IC podem ser observados na Figura 12. O pico de difragéo referente ao plano
cristalino 002 foi observado em ambas amostras a, aproximadamente, 26 =
22.6° Este pico é referente a celulose nativa e, como é indicativo da
cristalinidade do material, apresentou intensidade muito maior no CNC quando
comparado a CNF (ABDOLLAHI et al., 2013).
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Figura 12. Difratogramas de raios-x dos nanocristais de celulose
(CNC, —) e das nanofibrilas de celulose (CNF, —).

Como descrito anteriormente a intensidade do pico cristalino foi
relacionada com a intensidade referente aos dominios amorfos — menor
intensidade observada entre os picos dos planos cristalinos 101 e 002 — para
obtencdo do IC. O IC dos CNC e das CNF foi de 87,61% e 66,08%,
respectivamente. Como esperado o IC dos CNC foi superior as CNF, uma vez
que foram submetidos ao processo de hidrélise acida para clivagem dos
dominios amorfos e isolamento dos dominios cristalinos (ABDOLLAHI et al.,
2013). Acredita-se que a adicdo de materiais com elevado grau de organizacao
estrutural, caso estes venham a interagir intimamente com a matriz polimérica,
seja capaz de melhorar as caracteristicas de desempenho dos biopolimeros,
seja por transferéncia de exigéncias mecanicas ou aumento da barreira a
permeacao, entre outros (HABIBI et al., 2010; QAZANFARZADEH e KADIVAR,
2016).

Os valores de potencial zeta dos CNC e das CNF foram -56,60 + 0,26 mV
e -26,30 + 1,50 mV, respectivamente. A carga superficial liqguida negativa
apresentada em ambas nanoceluloses € originada pelo processo de extragdo no
gual os grupamentos OH sao expostos pelo rompimento da estrutura fibrilar (EL
MIRI et al., 2015). Além disso, a utilizagcdo de agentes oxidativos durante o
processo de isolamento das CNFs promove a formacdo de grupamentos
carboxila em sua superficie (ZHOU et al., 2012). No CNC, por sua vez, além da

exposicdo dos grupamentos OH também ocorre o processo de enxertia de
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grupos sulfatos, provenientes da hidrdlise acida, no qual acido sulfarico é
utilizado para obtenc&o dos dominios cristalinos (HABIBI et al., 2010). De acordo
com Morais et al. (2013), suspensdes de nanoceluloses apresentado valores
superiores a 25 mV, em modulo, sdo consideradas estaveis cineticamente. Os
valores de potencial zeta observados sdo importantes para a obtencdo da
estabilidade da suspensao das nanoceluloses durante o processo de producao
dos filmes, reduzindo, por exemplo, a incidéncia de aglomeracdes e
sedimentacao, como observado a seguir pela andlise de microscopia.

As micrografias das nanoceluloses, bem como os histogramas referentes
aos tamanhos medidos a partir das micrografias, podem ser observadas nas
Figuras 13 e 14.

EE xL -

Figura 13. Fotomicrografias obtidas por TEM da (a) suspensdo de
nanocristais de celulose (CNC) na magnificacdo 30 kx; (b) suspenséo de
nanofibrilas (CNF) de celulose na magnificagdo de 30 kx; (c) filme
nanocompdsito contendo 3,0% (m/m) de CNF e 0,6% (m/m) de CNF —
ponto central do delineamento composto central rotacional (DCCR) — na
magnificacdo 50 kx; usando 80 kV.

As CNFs apresentaram formato similar ao de tubos cilindricos formando

uma espécie de rede entrelacada, apresentando largura média de 17,95 + 8,48
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nm. Por se originar de uma fibrila elementar, compostas de dominios cristalinos
e amorfos, as CNF apresentam comprimentos em valores micrométricos
(DUFRESNE, 2017), e por isso a avaliagdo por imagem se torna limitada pela
dificil determinacao das extremidades, como pode ser observado na Figura 13b.

Frequéncia (%)
Frequéncia (%)

100 1% 70 2% 200 %0 ) 5 10 h » P %
Comprimento CNC (nm) Largura CNC (nm)
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Figura 14. Histogramas da distribuicao de comprimento e largura dos
nanocristais de celulose (CNC; a, b) e largura das nanofibrilas de celulose (CNF;
c) obtidos a partir de 100 leituras com o software ImageJ.

Os CNC apresentaram formato similar ao de agulhas com comprimento
médio de 167,88 + 51,45 nm, enquanto a largura média foi de 13,93 + 5,83 nm.
O comprimento médio obtido para os CNCs foi similar ao valor do comprimento
aparente obtido por espalhamento dinamico de luz (154,66 + 0,97 nm), que
apesar de ser uma técnica desenvolvida para avaliacdo de particulas esféricas,
demonstrou-se capaz de fornecer resultados relevantes para determinacao do
tamanho de CNCs. A razdo de aspecto calculada para os CNC do presente
estudo foi de 12,05. De acordo com Kargarzadeh et al. (2017), CNCs que
apresentam razao de aspecto superior a 10 sdo potencialmente eficientes para
melhorar as propriedades mecénicas de nanocompdsitos, uma vez que tendem
a se confinar entre as cadeias poliméricas de forma mais eficiente, aumentando
a capacidade de transferéncia de estresse mecanico, por exemplo. Variagdes no

comprimento e largura das nanoceluloses se dao de acordo com a fonte da qual
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sao obtidas e com o processo de obtencao, principalmente para o caso do CNC
(HABIBI et al., 2010; OUN e RHIM, 2016). De forma geral os valores observados
no presente estudo sao similares a faixa de comprimento e largura reportadas
por outros autores para CNC obtidos por hidrolise 4cida (BONDESON et al.,
2006; CHO e PARK, 2011; MANDAL e CHAKRABARTY, 2014).

Os espectros no infravermelho das nanoceluloses podem ser observados
na Figura 15. As nanoceluloses apresentaram uma larga banda de absorcéo
entre 3700 e 3050 cm™, que é atribuida ao estiramento dos grupamentos
hidroxilas presentes em grande quantidade na cadeia de celulose (REDDY e
RHIM, 2014).

1520 - 1270 -
3420 cm! 2900 cm! 1700 cm 1400 cm* 1100 cm*

N
[ .

————rr—r—r—r—r—
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750

Intensidade (u. a.)

Numero de onda (cm™)

Figura 15. Espectros FTIR-ATR das nanofibrilas de celulose
(CNF, =—) e dos nanocristais de celulose (CNC, —).

Da mesma forma, tanto o CNC quanto a CNF apresentaram um pico em
2900 cmt, o qual é atribuido ao estiramento simétrico de C-H das cadeias da
celulose (REDDY e RHIM, 2014). Outro pico com grande intensidade foi
observado em 1700 cm™ no espectro da CNF. Segundo Pereira et al. (2014)
esse pico é referente ao estiramento O-H da &gua absorvida pela CNF,
juntamente com o estiramento da C=0. Além disso, de acordo com Jiang e Hsieh
(2013) na CNF ocorre a sobreposicao deste pico com a vibragdo assimétrica da
COO:, provenientes do processo oxidativo utilizado durante a preparacdo da

mesma ou ainda da eventual presenca de residuos de hemicelulose (SYVERUD
43



et al., 2011). O mesmo pico também foi observado no espectro do CNC, porém
com menor intensidade e deslocamento em dire¢cdo a maiores valores de nimero
de onda, indicando menor quantidade de agua absorvida, possivelmente, pela
maior intensidade da interagao intermolecular presente nas regides cristalinas.
Alguns picos sobrepostos e de menor intensidade foram observados entre 1520
e 1400 cm e estdo relacionados a vibragdo angular do CH2. De acordo com
Wang et al. (2017) esta vibragdo angular € proveniente da vibracdo da banda
cristalina da celulose, o0 que explica a maior intensidade no espectro do CNC.
Outros picos de maior intensidade foram observados entre 1270 e 1100 cm™ e
correspondem ao estiramento dos C-O-C das ligacfes glicosidicas da celulose
(SHANKAR e RHIM, 2016). A intensidade destes picos € maior no espectro do
CNC pois, como estes foram submetidos a hidrélise utilizando acido sulfarico, ha
sobreposicao com estiramentos assimétricos do S=O que ocorrem entre 1410 e
1290 cm* e simétricos, que ocorrem de 1205 a 1100 cm? (BARBOSA, 2007;
MORAIS et al., 2013; PEREIRA et al., 2014).

3.2. Caracterizacao dos filmes nanocompasitos

3.2.1. Microscopia eletronica de transmissao e perfilometria

A TEM é a principal forma de avaliar a dispersdo das nanoceluloses na
matriz polimérica. Como fica evidente as nanoceluloses se apresentaram
dispersas com consideravel homogeneidade ao longo dos filmes
nanocompositos (Figura 13c). Também foi possivel observar pontos onde ha
maior concentracdo das nanoceluloses, porém nao foram observadas formacdes
de grandes aglomeracdes nos filmes. A boa disperséo observada € atribuida ao
processo de homogeneizacdo ultrasonico utilizado durante a producdo dos
filmes nanocompdsitos, o qual permitiu a formagdo da suspensdo de
nanoceluloses, sem que aglomerados ou material decantado pudessem ser
observados e assim se mantiveram quando adicionados na formulacdo
filmogénica. As melhorias nas propriedades de desempenho dos filmes,
principalmente mecanicas e de barreira, sdo obtidas quando as nanoceluloses

se encontram aleatoriamente dispersas ao longo da matriz poliméricas e sem a



formacéo de aglomerados, pois estes podem ser fonte de tensdes pré-formadas
e podem dar origem a falhas no material (MONDAL, 2017).

A rugosidade média da superficie (RU) dos filmes nanocompdsitos
desenvolvidos ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) com a adi¢ao de
CNC e CNF nos niveis estudados (Tabela 1). Sendo assim, o Teste t foi aplicado
para comparar o valor médio da rugosidade média de superficie dos filmes
nanocompositos (2,89 £ 1,35 um) com o filme controle (2,72 + 0.51 mm), ndo
sendo observada diferenca significativa (p > 0,05) entre elas. Dessa forma,
mesmo com a adicdo de componentes de elevada cristalinidade, a rugosidade
meédia dos filmes nanocompasitos, de forma geral, ndo foi alterada. Como p6de
ser observado na Figura 16, as amostras apresentaram regides com picos e
outras com vales, porém a variacdo de altura entre o ponto mais baixo e mais

alto, manteve-se similar.

pm

Figura 16. Micrografias do perfil topografico do (a) filme nanocompdésito
contendo 3% (m/m) de CNC e 0,6% (m/m) CNF — ponto central do delineamento
composto central rotacional — e; (b) filme controle — sem adi¢cdo de CNC e CNF.
Magnificacdo de 10x em area de 475 x 625 um.

Esses resultados sdo um indicativo de que ndo sé o processo de producao
é eficiente para obtencdo de filmes com homogeneidade na superficie, mas
também que a dispersdo das nanoceluloses foi alcancada no interior da matriz
polimérica de forma eficiente, como também observado pela analise TEM, sem

comprometer a rugosidade dos filmes.
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3.2.2. Espessura e resisténcia mecanica

Os resultados da caracterizacdo mecanica dos filmes nanocompdsitos
podem ser observados na Tabela 1 para cada varidvel resposta estudada de
acordo com a correspondente combinacgao dos niveis das variaveis dependentes
CNC e CNF. Os valores observados para cada variavel resposta foram utilizados
para analise do DCCR.

O modelo de regressao para a espessura foi ndo significativo (p > 0,05)
entre os filmes nanocompdstios produzidos baseado no DCCR, indicando boa
homogeneidade no processo de producdo dos mesmos. Desta forma, Teste t foi
aplicado para comparar o valor médio da espessura dos filmes nanocompadsitos
(135,89 £ 5,18 um) com o filme controle (87,85 + 11,31 um), apresentando
diferenca significativa (p < 0,05). O aumento de 57% na espessura dos filmes
nanocompositos em relacdo ao filme controle se deveu a incorporacdo do CNC
e da CNF na matriz polimérica. O aumento da espessura com o aumento da
quantidade de nanocelulose incorporada também foi observada por Shankar e
Rhim (2016) ao estudarem o desenvolvimento de nanocompdsitos a base de
agar incorporados com CNC. De acordo com esses autores, 0 aumento da
espessura esta diretamente relacionado com o aumento da quantidade de
particulas sélidas na matriz polimérica, porém também ¢é influenciado pelo
processo de producdo. O mesmo comportamento foi reportado previamente por
outros autores ao avaliar o efeito do CNC e CNF na espessura de filmes
nanocompositos (ALVES et al., 2015; WANG et al., 2017).

Entre as propriedades mecanicas de um filme, a resisténcia a tracao, o
alongamento e o médulo de elasticidade séo as trés propriedades mais utilizadas
como indicadores do desempenho mecanicos. A resisténcia a tracdo fornece
informacéo sobre a maxima tensao suportada pelo material até 0 momento da
ruptura, quando o mesmo € tracionado. Ja o alongamento indica a habilidade do
material de incrementar seu comprimento antes de sofrer a ruptura. Por sua vez,
0 modulo de elasticidade atua como um indicativo da rigidez do mesmo
(CANEVAROLO JR., 2007).
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Tabela 1. Concentracdo de nanocristais de celulose (CNC) e nanofibrilas de celulose (CNF) nas formulacdes filmogénicas a

base de amido/PVOH e resultados observados da caracterizacdo das propriedades dos diferentes filmes.

rRre  ONC CNF ESP RT AR  ME (ng-)r\n/-?-s-l (kg_Pn?f_S_l Teoom  RU
%) OF  @m (MPa) (mm) (Pa) YOS KOS o um

3¢ 3,0(0) 0,6(0) 13846 7,81 191,44 162,02 459 709 61,89 2,56
oc 3,0 (0) 0,6(0) 13891 7,84 19674 12146 5,06 579 7085 3,07
8 30(0) 117 (+141) 12923 7,26 13338 11373 6,16 701 5281 673
1 1,0 (-1) 02(1) 13531 7,26 16387 12842 573 553 6270 2,10
11c  3,0(0) 06(0) 13580 7,25 197,12 108,15 504 739 5711 275
4 5,0 (+1) 1,0(+1) 13691 922 211,38 20745 549 559 61,02 2,58
2 5,0 (+1) 02(1) 12987 7,14 18450 150,67 5,16 158 6334 1,62
10c  3,0(0) 0,6(0) 13643 7,87 23865 10863 4,63 651 5273 2,06
7 30(0)  003(14l) 12893 582 18482 9510 6,59 483 7270 2,55
6 589(+141)  06(0) 13123 7,39 207,31 149,02 590 382 7335 2,43
3 1,0 (-1) 1,0 (+1) 13937 529 13489 63,41 5,38 528 52,60 446
12c  3,0/(0) 0,6(0) 147,49 6,97 167,85 12522 4,79 539 5800 2,93
5 017(141) 06(0) 13874 595 14460 76,16 5,65 585 4873 2,26

aTratamento. PConcentracGes de CNC e CNF foram adicionadas em relacéo ao peso da massa polimérica, multiplicado por 100 para gerar os valores
em porcentagem. ESP: espessura; RT: resisténcia a tracdo; AR: alongamento na ruptura; ME: médulo de elasticidade; PVA: permeabilidade ao vapor
de 4gua; PO2: permeabilidade ao oxigénio; Teoonm: transmisséo de luz a 600 nm; RU: rugosidade aparente.
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Os modelos de regresséao ajustados para representar a influéncia do CNC
e CNF sobre a resisténcia maxima a tracdo e moédulo de elasticidade foram
significativos (p < 0,05) para os filmes nanocompositos produzidos, a0 mesmo

tempo que apresentaram falta de ajuste nao significativa (p > 0,05; Tabela 2).

Tabela 2. Coeficientes de regresséo estimados para resisténcia maxima a tracao
(RT), modulo de elasticidade (ME), permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e
permeabilidade ao oxigénio (POy).

PVA PO2
Variaveis RT ME
. (kg . m'l. S'l' (kg m'l. S'l.
independentes* (MPa) (MPa)
Pa1)x10’ Pal)x10%°
Constante 7,549 125,096 4,821 6,435
CNC 0,730 33,666 -0,014 -0,813
CNF 0,269 2,264 -0,079 0,853
CNCz -0,283 0,992 0,318 -1,021
CNF2 -0,349 -3,096 0,618 -0,478
CNCXCNF 1,012 30,448 0,169 1,065
Fa2 6,240 4,234 4,014 7,538
Regressao
p°> 0,016 0,043 0,048 0,010
A Fa 3,264 1,606 6,4757 0,779
p° 0,142 0,321 0,052 0,564

“CNF: nanofibrilas de cellulose; CNC: nanocristais de celulose; FAJ: falta de ajuste do modelo.
Valores em negrito e italico sdo significativos a a = 0.05. aTeste F. bvalor p.

A resisténcia a tracao foi influenciada pelo efeito linear e positivo do CNC
(p < 0.05), indicando que quanto maior a concentracdo de CNC no filme
nanocompodsito maior a resisténcia a tracdo dos mesmos (Figura 17a). Além
disso, o coeficiente significativo e positivo da interacdo CNCxXCNF indica a
existéncia de um efeito sinergistico entre esses dois componentes, aumentando

a resisténcia a tracao dos filmes nanocompaositos.
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Figura 17. Superficies de respostas referéntes a: (a) resisténcia a tracdo (MPa);
(b) médulo de elasticidade (MPa); (c) permeabilidade ao vapor de agua (PVA,
g-mt-st.Pal)x10’ e; (d) permeabilidade ao oxigénio (PO2, kg-m?-st1-Pal)x10%°,
dos filmes nanocompdsitos desenvolvidos.

Da mesma forma, o médulo de elasticidade também foi influenciado pelo
efeito linear e positivo do CNC (p < 0.05) indicando a ocorréncia do aumento da
rigidez do material com o aumento da concentracdo do mesmo (Figura 17b). O
coeficiente da interacdo também foi significativo e positivo reforcando a
ocorréncia do efeito sinergistico do CNC e CNF no aumento da rigidez dos filmes
nanocompositos. O efeito do CNC no aumento da resisténcia a tracdo e médulo
de elasticidade dos filmes nanocompositos € atribuido a formacdo de um
complexo de elevada e intima interagdo entre as nanoceluloses e a matriz
polimérica por meio de pontes de hidrogénio, dessa forma, quando o estresse
mecanico é aplicado ocorre a efetiva transferéncia de exigéncia entre os
componentes do complexo formado (MONDAL, 2017; NOSHIRVANI et al.,
2017). O reforco mecénico nos nanocompositos € diretamente dependente das
propriedades das nanoceluloses, principalmente, area interfacial, razdo de

aspecto, tipo de interacdo interfacial e forma de incorporagdo na matriz
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polimérica (DUFRESNE, 2017). Cargas com elevada razdo de aspecto, como a
do CNC (12,05), permitem o ganho de reforco mecéanico pela dispersédo deste
componente com enorme area interfacial por entre as cadeias da blenda
polimérica. Tal dispersdo na blenda polimérica esta relacionada com a técnica
utilizada para producédo dos filmes, na qual foi utilizado um homogeneizador
ultrasbnico para garantir a dispersdo das nanoceluloses na formulacdo
filmogénica.

De acordo com Habibi et al. (2010) a incorporagcdo de CNC em filmes
nanocompadsitos por casting permite a obtencéo de satisfatorio reforco mecanico,
uma vez que durante o lento processo de evaporacédo do solvente, o movimento
Browniano permite o rearranjo dos CNC, resultando no rearranjo dos mesmos
juntamente com as cadeias poliméricas. Por apresentar grande quantidade de
grupamentos OH, assim como a blenda polimérica, o CNC consegue interagir
fortemente com as cadeias do polimero aumentando a compactacéo das cadeias
dando origem a uma estrutura continua, na qual o estresse é distribuido de forma
mais uniforme, restringindo parcialmente sua mobilidade e, consequentemente,
aumentando a resisténcia a tracéo e a rigidez dos filmes (AZEREDO et al., 2017;
DUFRESNE, 2017; HABIBI et al., 2010).

Apesar da CNF ndo ter exercido efeito significativo, individualmente, o
possivel reforco promovido pela sua adicdo na matriz polimérica se deu,
basicamente, da mesma forma que o CNC. Além disso, a CNF possui a
particularidade de formar emaranhados ao longo da matriz polimérica, nos quais
houve interacdo tanto com o polimero quanto com os CNCs incorporados,
resultando no efeito sinergistico observado no presente estudo (DUFRESNE,
2017).

O aumento na rigidez e na resisténcia devido a incorporacdo de CNC
observado no presente trabalho estdo de acordo com resultados reportados por
diversos autores, mesmo utilizando diferentes matrizes poliméricas, tais como
amido (CAMPOS et al., 2017; SANTANA et al., 2017); PVOH (PEREIRA et al.,
2014); alginato de sédio (ABDOLLAHI et al., 2013; WANG et al., 2017); e pectina
(CHAICHI et al., 2017), entre outros.

O alongamento na ruptura (AR) dos filmes nanocompdsitos desenvolvidos

nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05) com a adicdo de CNC e CNF
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nos niveis estudados. Sendo assim, o Teste t foi aplicado para comparar o valor
médio do AR dos filmes nanocompdésitos (181,27 + 31,31 mm) com o filme
controle (116,24 + 15,03 mm), sendo observada diferenca significativa entre elas.

A presenca de CNC/CNF na matriz polimérica promoveu o incremento de
aproximadamente 56% na capacidade de alongamento dos filmes
nanocompositos em relacdo ao controle. Este comportamento também foi
observado por Mandal e Chakrabarty (2014) ao avaliar a incorporagao de CNC
em filmes de PVOH. De acordo com esses autores a elevada capacidade de
retencdo de agua do CNC e CNF resultou na ocorréncia do efeito plastificante
por parte das nanoceluloses. Da mesma forma, Chaichi et al. (2017) observaram
aumento na AR de filmes de pectina incorporados com CNC. Os autores
atribuiram o aumento na AR a efetiva transferéncia de estresse mecéanico do
polimero para o CNC. Pela CNF possuir partes amorfas e cristalinas, acredita-
se que esta tenha exercido efeito determinante no aumento da AR dos filmes
nanocompaositos, visto que os emaranhados de CNF contendo regides amorfas,
conferem a esta maior capacidade de deformacdo quando comparado ao,
puramente cristalino, CNC (AZEREDO et al., 2017).

Levando em consideracdo a demanda mecéanica pela qual uma
embalagem de alimentos € submetida ao longo da vida util do produto, melhorias
nas propriedades mecéanicas, como as obtidas no presente estudo, s&o
extremamente importantes para aumentar as possibilidades de aplicacdo dos

filmes nanocompaositos.

3.2.3. Permeabilidade a vapor de agua (PVA)

O modelo de regressao ajustado para representar a influéncia do CNC e
CNF sobre a permeabilidade ao vapor de agua foi significativo (p < 0.05) para 0s
filmes nanocompadsitos produzidos e apresentou falta de ajuste ndo significativa
(Tabela 2). De acordo com os coeficientes da regressdo da superficie de
resposta os efeitos quadraticos do CNC e da CNF foram significativos e
positivos, indicando a existéncia de curvatura na superficie de resposta. Como €
possivel observar na Figura 16¢, com a adi¢cdo das nanoceluloses a PVA atingiu

um valor minimo (4,59 kg-m*-s1.Pa!.107) a partir do qual a mesma aumentou
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guadraticamente com o0 aumento da concentracdo do CNC e CNF na matriz
polimérica.

A dispersédo do CNC e da CNF ao longo da matriz polimérica é capaz de
promover a formagdo de um caminho tortuoso, aumentando o percurso de
difusdo das moléculas de agua através do filme e, consequentemente, reduzindo
a permeabilidade (FERRER et al., 2017). A capacidade de formacao de tal
caminho tortuoso se deve, exatamente, a elevada razao de aspecto apresentada
pelas nanoceluloses, como foi observado nas analises morfolégicas descritas
anteriormente. Além disso, a formacéao de interacdes de hidrogénio entre CNC e
CNF e os componentes da blenda polimérica contribuem para a compactacéo e
formacao de uma estrutura coesa, reduzindo os espagos vazios entre as cadeias
poliméricas, resultando na redugdo da difusividade da &gua pelo filme
(ABDOLLAHI et al., 2013).

Comportamento  similar foi  reportado por outros autores
(QAZANFARZADEH e KADIVAR, 2016; REDDY e RHIM, 2014; SANTANA et al.,
2017). Ao avaliar a incorporacao de nanoceluloses em filmes de PVOH, Mandal
e Chakrabarty (2014) observaram que, com 0 aumento da concentracdo de
nanoceluloses incorporadas houve, inicialmente, a reducdo da PVA, que na
sequéncia atingiu valor minimo e em seguida passou a aumentar
proporcionalmente. De acordo com estes autores as interacdes intermoleculares
entre as nanocelulose e a matriz polimérica, por meio de interacdes de
hidrogénio reduz os sitios livres para interacdo com as moléculas de agua
aumentando, entéo, a resisténcia a sua difusdo. Da mesma forma Chaichi et al.
(2017) reportaram reducgédo na PVA de filmes de pectina incorporados com CNC.
Porém, com o aumento da concentracdo de CNC incorporado nos filmes, a PVA
passou a aumentar proporcionalmente. Os autores atribuiram tal comportamento
a formacgéo de agregados de CNC, dando origem a espacos vazios e caminhos
preferenciais que aceleraram a difusdo de moléculas de agua na matriz
polimérica fazendo com que permeassem nédo apenas por difusdo, mas também

por capilaridade.
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3.2.4. Permeabilidade ao oxigénio (PO 2)

O modelo de regresséao ajustado para representar a influéncia do CNC e
CNF sobre a permeabilidade ao oxigénio foi significativo para os filmes
nanocompaositos produzidos apresentando ainda, falta de ajuste néo significativa
(Tabela 2). De acordo com os coeficientes da regressdo da superficie de
resposta o efeito linear do CNC foi significativo (p < 0,05) e negativo indicando
que com o0 aumento da concentracdo de CNC na matriz polimérica ocorreu a
reducdo da PO: através dos filmes nanocompdsitos. Além disso, como o
coeficiente quadratico foi significativo e negativo, hd uma curvatura na superficie
de resposta no sentido da redugéo da PO2. O coeficiente linear da CNF foi
significativo e positivo indicando que a presenca de maiores concentracoes de
CNF resulta no aumento da PO: dos filmes nanocompdsitos. A interacdo
CNC/CNF também foi significativa e positiva, indicando efeito antagonistico entre
ambos. Como pode ser observado na superficie (Figura 17d) a POz tendeu a ser
menor em maiores concentragdes de CNC e menores concentragdes de CNF.

Na literatura, a CNF é frequentemente descrita por apresentar 0s
melhores resultados na reducédo da permeabilidade ao oxigénio (FERRER et al.,
2017). Ao comparar as propriedades de barreira da CNF e CNC, Belbekhouche
et al. (2011) reportaram a CNF como a nanocelulose mais eficiente na limitacédo
da permeacao de oxigénio em filmes de celulose microfibrilada. De acordo com
0s autores, tal fato se deveu a maior capacidade da CNF de formar emaranhados
na matriz polimérica aumentando a tortuosidade. Porém, esse comportamento
nao foi observado no presente estudo, onde o CNC se apresentou determinante
para reducao da PO2. Mondragon et al. (2015) também observaram redu¢éo na
PO2 de filmes de gelatina, especialmente quando as concentracdes de CNC
entre 5 e 10% (m/m) foram adicionadas.

Os CNC apresentam tamanho e formato mais uniforme do que a CNF,
facilitando sua disposicéo entre as cadeias poliméricas. Dessa forma, acredita-
se que a barreira proporcionada pelos CNC apresenta menor permeabilidade
gquando comparada com a CNF, devido a esta Ultima apresentar regides
desordenadas uma vez que também € constituida por dominios amorfos
(FERRER et al., 2017). Assim sendo, a elevada cristalinidade do CNC, bem

como seu reduzido e uniforme tamanho, a tornam mais eficiente no
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preenchimento dos espacos vazios entre as cadeias e, com isso, na formacao
de um caminho tortuoso para passagem das moléculas de Oz (NAIR et al., 2014).
Além disso, a difusividade pela matriz polimérica é altamente dependente da
molécula permeante, que nesse caso ndo interage tanto com as cadeias
poliméricas como a molécula de agua, fazendo com que as trés etapas
relacionadas ao processo de difusdo de uma molécula através do filme, ou seja,
adsorcao, difusao e dessorcao, ocorram em taxas mais elevadas (FERRER et
al., 2017).

3.2.5. Transmisséo de luz

A transmissdo de luz ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05)
entre os filmes nanocompdésitos desenvolvidos. Desta forma, Test t foi aplicado
para comparar o valor médio da transmissao de luz dos filmes nanocompdsitos
(60,60 = 8,03%) com o filme controle (73,30 + 0,24%), sendo observada
diferenca significativa entre elas. A presenca de CNC e CNF na matriz polimérica
promoveu reducao de aproximadamente 17% na transmisséo de luz dos filmes
compositos em relacdo ao filme controle.

A dispersdao do CNC e da CNF na matriz polimérica, como evidenciado
pelos resultados da TEM, bem como a maior compactacdo das cadeias devido
as interacdes de hidrogénio entre as mesmas e as nanoceluloses, promoveram
0 aumento da barreira a passagem da luz, reduzindo a transparéncia dos filmes
(ALVES et al., 2015). Segundo Pereda et al. (2011) as nanoceluloses
aleatoriamente dispersas nos filmes nanocompdsitos sdo capazes de espalhar
a luz incidente reduzindo a quantidade total transmitida. Além disso, a formacao
de uma fase continua e uma fase dispersa origina variagdes nos indices de
refracdo, contribuindo para a barreira a luz.

A reducdo da transmissdo de luz também foi observada por
Qazanfarzadeh e Kadivar (2016) ao avaliar a incorporagdo de CNC em filmes
nanocompositos de isolado protéico de soro de leite. Os autores atribuiram a
reducdo na transmissao de luz ao espalhamento de luz promovido pelos CNC
dispersos ao longo do filme. Li et al. (2014) observaram reducdo de quase 40%
na transmisséo de luz de nanocompositos de PVOH incorporados com 10%
(m/m) de CNF. De acordo com os autores a limitada dispersdo das CNF nos
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filmes produzidos foi responsavel pela consideravel reducédo da transmissao de
luz observada. A reducédo na transmissao de luz pela incorporacdo de CNC e
CNF ja foi reportada ndo apenas em matrizes biopoliméricas como alginato de
sédio (ABDOLLAHI et al., 2013), quitosana (LI et al., 2009), caseinato de sédio
(PEREDA et al., 2011), mas também em derivadas do petréleo como polietileno
(MAIA et al.,, 2017). Uma vez que a luz pode desencadear uma série de
processos que comprometem a vida util do alimento, como oxidacao lipidica, por
exemplo, o aumento da barreira de luz, dependendo da aplicacéo, € altamente
desejavel (XU et al., 2017).

3.2.6. Termogravimetria (TGA)

A estabilidade térmica dos filmes nanocompdsitos produzidos foi avaliada
por TGA (Figura 18). Os tratamentos TRT 6 (maior concentracdo de CNC —
5,89%), TRT 8 (maior concentracdo de CNF — 1,17%), ponto central (3,0% CNC
e 0,6% CNF) e filme controle foram escolhidos para avaliacdo e comparacao do
comportamento térmico dos filmes nanocompaositos. De forma, geral trés eventos

principais foram observados nos filmes.
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Figura 18. Curva termogravimétrica (TGA, —) e sua correspondente primeira
derivada (DTG, —) referente aos filmes: (a) T6 — 5,89% CNC e 0,6% de CNF;
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(b) T8 —3,0% CNC e 1,17% de CNF; (c) ponto central do delineamento composto
central rotacional (DCCR) — 3,0% CNC e 0,6% de CNF; (d) filme controle — sem
incorporacéo de CNC e CNF.

O primeiro evento térmico de maior destaque apresentou temperatura de
maxima taxa de variagdo de massa (Tmax) entre, aproximadamente, 65 e 85 T,
dependendo do filme nanocompoésito. Essa primeira perda de massa
corresponde a dessor¢ao e evaporacao da agua adsorvida pelos filmes, uma vez
que os componentes da blenda polimérica possuem elevada afinidade a agua
(MONTERO et al., 2017). Nesse estagio o filme controle (Figura 17d) apresentou
a maior perda de massa, equivalente a 10,44% de sua massa inicial,
provavelmente devido a auséncia de nanoceluloses interagindo com os
grupamentos OH da cadeia polimérica, permitindo maior adsor¢do de agua na
superficie do filme e entre as cadeias mais externas. A porcentagem de perda
de massa nesse primeiro evento € similar a reportada para filmes de PVOH
(MANDAL e CHAKRABARTY, 2014) e blendas de amido de ervilha e PVOH
(CANO et al., 2015). Ja nos filmes nanocompasitos, a perda de umidade nessa
etapa foi inferior, devido a maior interagcdo entre os grupamentos OH das
nanocelulose e cadeia polimérica como descrito anteriormente.

A estabilidade térmica dos filmes nanocompdésitos foi mantida até
temperaturas préximas de 135 <C, a partir da qual o segundo evento térmico dos
filmes teve inicio. Este segundo evento térmico esta relacionado principalmente
a reaclOes de desidratacdo da cadeia principal, seguida pela formacdo de
compostos volateis, cisdo e despolimerizacdo, resultando na decomposicdo do
PVOH (MANDAL e CHAKRABARTY, 2014). Da mesma forma, nessa faixa de
temperatura ocorreu a decomposicdo das moléculas de amilose e de
amilopectina do amido devido a quebra das ligacdes glicosidicas como também
observado por Moraes et al. (2017) e por Garcia et al. (2014). Um pequeno pico
pode ser observado em torno de 230 €T e pode ser atribuido a degradacao do
glicerol, uma vez que se ligar as cadeias de PVOH e amido altera sua estrutura
reduzindo seu ponto de ebulicdo (290 C) (RAHMAN et al., 2010). A presenca
das nanoceluloses aumentou a Tmax do segundo evento térmico em relacdo ao
filme controle. Além disso, os filmes nanocompaositos T6 (5,86% CNC e 0,60%
CNF) e T8 (3,0% CNC e 1,17% CNF) apresentaram 0S maiores aumentos na
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resisténcia térmica, sendo o primeiro o que apresentou maior valor de Tmax. A
maior estabilidade térmica observada foi devida ao aumento de dominios
cristalinos no polimero proveniente da dispersdo dos CNC e CNF, bem como a
interacdo entre as mesmas e a matriz polimérica por interagfes de hidrogénio
(DUFRESNE e CASTANO, 2017). A elevada organizacdo dos dominios
cristalinos eleva a resisténcia térmica dos filmes além de limitar a difuséo dos
gases liberados durante a degradacgédo térmica. Chang et al. (2010) observaram
aumento na temperatura de méaxima taxa de degradacdo térmica com a
incorporacdo de CNC em filmes de amido de trigo. Os autores justificaram o
aumento na resisténcia térmica pela forte interacdo entre os CNC e o amido de
trigo. Li et al. (2014) observaram aumento de mais de 16 T na T max de filmes
nanocompaositos a base de PVOH, quando estes receberam a incorporacao de
10% (m/m) de CNF. Por sua vez, Cho e Park (2011) observaram aumento
proporcional da temperatura de degradacdo térmica com aumento da
concentracdo de CNC em filmes de PVOH. Possivelmente, o pequeno pico
observado em torno de 225 T refere-se a degradacgdo térmica das porcdes ri cas
em glicerol utilizado com plastificante do amido de milho, como também
observado por Montero et al. (2017). Este resultado enfatiza o refor¢o térmico
promovido pelo CNC uma vez que no filme nanocompdsito T6 (5,89% CNC e
0,60% CNF), este mesmo evento foi observado em 235 <. Ao final do se gundo
evento térmico a perda de massa dos filmes foi em torno de 76%.

Um terceiro evento térmico ainda ocorreu, tendo inicio em temperaturas
proximas a 400 . Este evento € relacionado a degradacdo dos subprodu tos
gerados durante as rea¢Bes ocorridas anteriormente na degradacao térmica,
como materiais carbonaceos, ocorrendo liberacdo de CO2 e CO (MANDAL e
CHAKRABARTY, 2014).

3.2.7. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A influéncia das nanoceluloses na fusdo dos filmes sé&o apresentadas na
Figura 19. Da mesma forma que para a analise de TGA, os filmes
nanocompositos TRT 6, TRT 8, ponto central e controle foram selecionados para
avaliacdo e comparacdo do comportamento térmico na analise de DSC. De

forma geral, as curvas calorimétricas dos filmes nanocompdsitos produzidos
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apresentaram comportamento similar, porém com variacdo nas temperaturas de
inicio, pico e fim do evento térmico em funcao das diferentes concentracdes de

nanoceluloses (Tabela 3).
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Figura 19. Curvas de DSC dos filmes: sem incorporacdo de CNC e CNF
(controle, —); filme nanocompdsito do ponto central do delineamento composto
central rotacional (DCCR) — 3,0% CNC e 0,6% de CNF (T11, —); filme
nanocompaésito com 3,0% CNC e 1,17% de CNF (T8, —); e filme nanocompdsito
com 5,89% CNC e 0,6% de CNF (T6, —).

Durante a isoterma de aquecimento dos filmes foi possivel observar
apenas um evento endotérmico ocorrendo em temperaturas entre 175 e 204 <C,
aproximadamente. Esta transicdo primaria é atribuida a fusdo das regides
cristalinas da blenda polimérica de amido e PVOH. Com o aumento da
incorporacao das nanoceluloses na blenda polimérica houve o deslocamento do
pico deste evento para temperaturas mais elevadas, uma vez que a proporcao
de regibes cristalinas foi aumentada, principalmente com maiores niveis de CNC,
como pode ser observado para os filmes T6 (5,89% CNC e 0,60% CNF) e T11
(3,0% CNC e 0,60% CNF). Estes resultados reforcam a intensa interacao
ocorrida entre a matriz polimérica e as nanoceluloses, como descrito nas se¢des

anteriores.

Tabela 3. Temperatura inicial (Tmi), de pico (Tmp)
e final (Tmf) da fusdo dos filmes desenvolvidos.
TRT* Tmi (T) Tmp (T) Tt (T)
6 178,30 197,10 203,45
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8 175,20 192,09 200,23
11(c) 177,63 195,25 201,77

Controle 175,33 191,33 199,11

TRT: tratamento; TRT 6: filme nanocomposito
contendo a maior concentracdo de CNC (5,89% CNC e
0,6% de CNF); TRT 8: filme nanocompdsito contendo a
maior concentracdo de CNF (3,0% CNC e 1,17% de CNF);
TRT 11(c): filme nanocompésito do ponto central do
DCCR (3,0% CNC e 0,6% de CNF); TRT controle: filme
sem incorporacéo de CNC e CNF.

A presenca das nanoceluloses e a elevada interacao entre elas e a matriz
polimérica promove a compactacdo das cadeias além de elevar os dominios
cristalinos, fazendo com que maiores temperaturas sejam necessarias para
vencer as forcas intermoleculares existentes nas porcdes cristalinas e destruir a
estrutura empacotada das mesmas, resultando na fusdo do material
(CANEVAROLO JR., 2013). Noshirvani et al. (2017) também observaram
aumento na temperatura de fusdo de filmes de amido de batata e PVOH de 212
para 227 T com a incorporacdo de 3 a 20% (m/m) de CNC obtidos de algodao.
Os autores atribuiram o aumento na temperatura de fusdo ao aumento do grau
de cristalinidade da matriz polimérica dos filmes nanocompésitos. Resultados
similares sdo descritos em outras matrizes poliméricas adicionadas de
nanoceluloses, como PVOH (DAS et al., 2010), amido de mandioca (SANTANA
et al., 2017), pectina (CHAICHI et al., 2017), poli(tetrametileno adipato-co-
tereftalato) (PTMAT) (GEORGE et al., 2011).

3.2.8. Otimizacéao pela funcao desejabilidade

A otimizacdo simultdnea da composicdo dos filmes nanocompdsitos foi
realizada utilizando apenas as variaveis respostas que apresentaram modelos
significativos de acordo com a metodologia de superficie de resposta, ou seja,
resisténcia maxima a tragdo, modulo de elasticidade, permeabilidade ao vapor
de 4gua e permeabilidade ao oxigénio. Dessa forma, a otimizacéo foi conduzida
com objetivo de se obter o flme nanocompadsito com maior resisténcia a tracéo
e rigidez e menores permeabilidades a vapor de agua e oxigénio.

De acordo com a fungéo desejabilidade, dentro dos limites estudados, o
filme nanocompédsito com as melhores caracteristicas de acordo com as

propriedades levadas em consideragcédo pode ser obtido pela incorporagéo de
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aproximadamente 5,83% (m/m) de CNC e 0,6% (m/m) de CNF em relacdo a

massa da blenda polimérica (Figura 20).
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Figura 20. Otimizacéo simultanea dos resultados de resisténcia a tracao (MPa),
madulo de elasticidade (MPa), permeabilidade ao vapor de agua (PVA, kg-m*-s
1.Pa'x107) e permeabilidade ao oxigénio (POz2, kg-mt-st-Palx10%°) dos filmes
nanocompasitos desenvolvidos representados pelo (a) perfil de desejabilidade e
(b, c) superficies de resposta em funcéo das concentracées de CNC e CNF.

4. CONCLUSAO

Filmes nanocompositos a base de blenda polimérica de amido/PVOH
foram otimizados com sucesso, em relacdo as concentracdes de CNC e CNF
incorporadas, utilizando delineamento composto central e a funcéo
desejabilidade. A incorporagédo de CNC e CNF nos filmes promoveu melhorias
significativas nas propriedades mecéanicas, com destaque para o aumento da

60



rigidez e resisténcia a tracdo, nas propriedades de barreira, principalmente ao
vapor de agua — que € uma das principais limitacdes de filmes de amido/PVOH
—, bem como aumentou de forma consideravel a resisténcia térmica dos filmes
nanocompositos. A formulacdo Otima, em relacdo as propriedades de
desempenho, foi obtida com 5,83% (m/m) de CNC e 0,6% (m/m) de CNF. Apesar
de ter sido utilizada uma faixa de concentracdo envolvendo os melhores valores
reportados na literatura para CNC, o valor 6timo observado de CNC foi igual ao
nivel maximo utilizado. Desta forma, estudos envolvendo maiores intervalos de
CNC se fazem necessarios, para verificar a possibilidade de maiores melhorias
nos filmes. O estudo das propriedades basicas de um filme e o conhecimento de
seu desempenho séo fundamentais para estimativa do potencial para uso como
embalagem de alimentos. Pelas caracteristicas apresentadas pelo filme
nanocompoésito desenvolvido no presente estudo, acredita-se que o mesmo
consiste em uma boa alternativa como material sustentdvel para o
desenvolvimento de embalagens, apresentando potencial para pesquisas
envolvendo sua funcionalizagéo, com intuito de desenvolvimento de embalagens
ativas, bem como aplicacdo em contato com alimentos para avaliacdo da vida

atil de alimentos, considerando qualidade e seguranca dos alimentos.
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CAPITULO Il

NANOCOMPOSITO ANTIMICROBIANO A BASE DE AMIDO E POLI(VINIL
ALCOOL) INCORPORADOS COM NANOCRISTAL DE CELULOSE E NISINA
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RESUMO

Com a realizacao deste trabalho, objetivou-se desenvolver e caracterizar
nanocompositos ativos antimicrobianos a base de blenda polimérica
biodegradavel de amido de milho/poli(vinil alcool) (PVOH) incorporados com
nisina (NIS) e nanocristais de celulose (CNC) e demonstrar seu potencial para
uso como embalagem ativa para alimentos. Os filmes desenvolvidos foram
avaliados de acordo com suas propriedades mecanicas de resisténcia a tracao
(RT), alongamento na ruptura (AR), mdédulo de elasticidade (ME), bem com sua
barreira a permeacédo de oxigénio (PO2) e transmissdo de luz. A atividade
antimicrobiana dos filmes foi avaliada contra as bactérias patogénicas Listeria
monocytogenes, Bacilus cereus e Staphylococcus aureus. Os nanocompdsitos
ativos desenvolvidos apresentaram significativo efeito antimicrobiano contra as
trés bactérias patogénicas testadas. Os CNC ndo s6 aumentaram a rigidez e a
resisténcia a tragdo dos filmes, mas também diminuiram significativamente a
PO2 dos mesmos. A NIS atuou como plastificante na matriz polimérica,
aumentando o AR dos filmes. A presenca de CNC e NIS aumentou a barreira a
passagem de luz dos filmes. Os nanocompdsitos ativos apresentaram bom
desempenho in vitro e capacidade para serem aplicados em estudos envolvendo

a conservacgao de alimentos.

Palavras-chave: embalagem ativa, patégenos, bacteriocina, nanocelulose, filme

biodegradavel, blenda polimérica.
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1. INTRODUCAO

Nanocompgdsitos compreendem uma nova classe de materiais que vem
sendo constantemente estudada para aplicagdo em embalagens de alimentos.
Atualmente, a grande maioria dos nanocompdsitos desenvolvidos tem em
comum a aplicacdo de um ou mais polimeros biodegradaveis em sua
composicdo, pois 0S mesmos passam a possuir o apelo sustentavel
(DUFRESNE e CASTANO, 2017). Porém, como a maioria desses materiais
apresentam propriedades de desempenho limitadas, a adicdo de nanoparticulas
de reforco é uma alternativa que permite corrigir algumas dessas limitacées,
aumentando as possibilidade de aplicacdo desses materiais (REDDY et al.,
2014).

Entre as principais nanoparticulas aplicadas como carga de reforco de
polimeros biodegradaveis, os nanocristais de celulose (CNC) sdo umas das mais
estudadas atualmente. Os CNC sé&o obtidos a partir da polpa de celulose, por
meio de hidrdlise &cida utilizando acidos fortes, principalmente o sulfurico, para
promover a clivagem dos dominios amorfos presentes nas fibrilas elementares
da celulose, e isolar os dominios cristalinos (HABIBI et al., 2010).

Os CNC sao caracterizados por possuir estrutura altamente cristalina,
devido o elevado grau de compactacdo de suas moléculas, serem atoxicos,
biodegradaveis e possuirem elevada area interfacial (AZEREDO et al., 2017).
Estes apresentam formato similar a uma agulha com comprimento variando entre
50 e 500 nm e largura entre 3 e 50 nm, o que gera elevados valores de razéo de
aspecto (relagéo entre o comprimento e a largura) (MONDAL, 2017).

Devido a baixa densidade e grande disponibilidade de grupamentos
hidroxila, os CNCs apresentam grande potencial para utilizacdo como agente de
reforco em matrizes poliméricas, mesmo quando aplicados em baixas
concentragdes (AZEREDO et al., 2017; DUFRESNE, 2017), conforme reportado
por (CANO et al., 2015; QAZANFARZADEEF et al., 2016; SANTANA et al., 2017;
SLAVUTSKY e BERTUZZI, 2014; WANG et al., 2017), de forma que sua
aplicacao e avaliacdo em diferentes condi¢Ges atrai cada vez mais interesse.

Concomitantemente ao desenvolvimento desses novos materiais para

producao de filmes e aplicacdo como embalagens, sua funcionalizacdo € cada
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vez mais explorada na area de tecnologia de embalagens, dando origem as
embalagens ativas. Estas podem ser definidas como tipos de embalagens que,
além das fungbes basicas das embalagens tradicionais, interagem com o
alimento e/ou com o ambiente ao seu redor de forma intencional, com o objetivo
de aumentar a vida uatil e/ou melhorar alguma propriedade fisico-quimica,
sensorial, nutricional ou microbiolégica do produto, por meio da liberacdo de
compostos ativos para o headspace da embalagens ou para o alimento, contato
direto com a superficie do mesmo ou absorcdo de compostos indesejaveis
(ESPITIA et al., 2014). Entre os diversos tipos de compostos antimicrobianos
utilizados em embalgens ativas, destacam-se acidos organicos, 0leos essenciais
e peptideos antimicrobianos (FANG et al., 2017).

Os peptideos antimicrobianos atraem grande atencéo de diversas areas
da ciéncia como as biomédicas e de alimentos, nas quais sdo usadas como
barreira quimica ao desenvolvimento de micro-organismos, uma vez que, de
forma geral, possuem reduzida tendéncia a gerar resisténcia bacteriana
(ALMEIDA, 2014). A nisina (NIS) € um dos peptideos antimicrobianos mais
populares, sendo utilizada em diversos segmentos da industria de alimentos ao
redor do mundo. Ela é classificada como GRAS pela Food and Drug
Administration (FDA) (USFDA, 2000) e no Brasil pode ser aplicada em queijos
pasteurizados (ANVISA, 1996). Essa bacteriocina € produzida por estirpes da
bactéria Lactococcus lactis, sendo composta por 34 aminoacidos, possuindo
massa molar de 3,5 kDa e natureza anfifilica (GHARSALLAOUI et al., 2016a).
Por se tratar de um peptidio catiénico, acredita-se que sua acao antimicrobiana
€ iniciada a partir da atracao eletrostatica com os componentes negativamente
carregados da membrana externa, como o acido lipoteicOico presente na
superficie das bactérias Gram-positivas (ESPITIA et al., 2012).

A incorporacéo de NIS em embalagens para alimentos pode ser realizada
tanto por incorporacgéao direta na matriz polimérica (CORREA et al., 2017; MEIRA
et al., 2017; SHIROODI et al., 2016) quanto por revestimento ou imobilizacdo na
superficie do polimero (CHOLLET et al., 2009; COSTA et al., 2011)
apresentando a vantagem de nao influenciar o odor, cor e sabor tanto do filme
quanto do alimento, de forma tdo pronunciada como outros conservantes

naturais, como os Oleos essenciais, e de ser efetiva mesmo quando incorporada
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em baixas concentracfes. Porém, apesar da NIS ja vir sendo utilizada
comercialmente como conservante em laticinios, aléem de ser muito estudada
como composto antimicrobiano para embalagens ativas (GHARSALLAOUI et al.,
2016b), a demanda por filmes sustentaveis e ativos que apresentem
propriedades de desempenho e aplicabilidade em larga escala viaveis ainda é
limitado (ATARES e CHIRALT, 2016; ROMANI et al., 2017).

Desta forma, com a realizacdo deste projeto, objetivou-se desenvolver e
caracterizar filmes ativos antimicrobianos a partir de blenda polimérica
biodegradavel a base de amido de milho/PVOH incorporados com NIS e
melhorar suas propriedades de desempenho por meio da adicdo de CNC, dando
origem a nanocompositos ativos com potencial uso como embalagem ativa

antimicrobiana para alimentos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Material

Amido de milho (~28 = 2% amilose) foi adquirido da Unilever (Rotterdam,
Netherlands). Poli (vinil alcool) (PVOH) (Pm = 85,000 — 124,000 g-mol?, 99%
hidrolizado) e glicerol (GLI) (Mm = 92.09 g-mol?t) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Nisina foi adquirida da Handary
(NisinA®, 2 96% wt., Handary S.A., Bruxelas, Belgium). CNC foi adquirido do
Laboratorio de Produtos Florestais do Departamento de Agricultura dos EUA
(USDA, Madison, WI, EUA) comercializado pela Universidade do Maine (Orono,
ME, EUA), produzidos por meio de hidrélise acida de polpa de celulose originaria

de mistura de Pinus spp.

2.2.Producéo dos filmes

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente cazualizado
(DIC) em arranjo fatorial 22 com trés repetices, sendo as concentracdes de NIS
e CNC os dois fatores quantitativos avaliados.

A producéo dos filmes foi realizada por meio da técnica casting (SOARES
e HOTCHKISS, 1998), sendo utilizada uma blenda de amido de milho e PVOH

como base polimérica. Para producdo da blenda, o PVOH (30% m/m) foi
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solubilizado em 100 mL de agua desionizada a 75 = 2 € e mantido nesta
temperatura por 5 h sob agitacdo a 500 rpm em frasco tampado (suspensao 1).
Em seguida, o amido de milho plastificado (70% m/m — 70% amido e 30%
glicerol) foi adicionado a 50 mL de &gua desionizada (suspensédo 2),
homogeneizados, adicionados a suspenséo 1 e, entdo, agitados por 20 min a
500 rpm, com manutencdo da temperatura a 75 £ 2 °C. Nas formulacbes
contendo CNC e NIS (Tabela 4), os mesmos foram adicionados apés os 20 min
de agitacdo e homogeneizados a 500 rpm por 5 min. Finalmente, a formulag&o
filmogénica foi vertida em placas de vidro (18 x 34 cm) e mantida em camara
climatica a 23 £ 2 C e 50 * 5% umidade relativa ( UR) por 72 h para secagem.
Um filme controle, sem adi¢édo de NIS e CNC, também foi produzido para permitir

a comparacao quando necessario.

Tabela 4. Formulacbes filmogénicas dos filmes ativos a base de blenda
polimérica de amido de milho e PVOH.

Formulacao PVOH Amido GLI NIS CNC
filmogénica? (9) (9) (9) (%)° (%)°
F1 2,92 4,78 2,05 2,5 0,0

F2 2,92 4,78 2,05 2,5 2,5

F3 2,92 4,78 2,05 10,0 0,0

F4 2,92 4,78 2,05 10,0 2,5
Controle 2,92 4,78 2,05 0,0 0,0

aAs formulagdes filmogénicas foram obtidas por meio de um esquema fatorial 22. PVOH: poli(vinil)
alcool; GLI: glicerol; NIS: nisina; CNC: nanocristais de celulose. PValores calculados em relagdo
a massa da blenda polimérica.

2.3. Caracterizacao dos filmes

2.3.1. Espessura

A espessura dos filmes nanocompasitos foi analisada com auxilio de um
micrémetro digital, modelo ID-C112XB (Mitutoyo Corp., Kawasaki, Japdo). O
valor médio da espessura foi calculado com base em 5 medidas realizadas em

pontos aleatdrios de cada amostra.
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2.3.2. Propriedades mecanicas

Resisténcia a tracdo (RT), alongamento na ruptura (AR) e modulo de
elasticidade (ME) dos filmes nanocompdsitos foram determinados utilizando a
Maquina Universal de Testes Mecanicos Instron 3367 (Instron Corporation,
Norwood, MA, EUA) equipado com uma célula de carga de 1 kN, de acordo com
a ASTM D882-12 (ASTM, 2012). Dez corpos de prova (15 x 2,5 cm) foram
avaliados para cada repeticéo utilizando velocidade de separacéo de garras de

50 mm-min? e distancia inicial de 100 mm.

2.3.3. Permeabilidade ao oxigénio (PO 2)

PO2 dos filmes foi determinada utilizando um Analisador de
Permeabilidade a Gases VAC-V1 (Labthink Instruments Co., Shandong, China)
de acordo com a metodologia ASTM D1434-09 (ASTM, 2009) a 25 + 1 .
Amostras dos filmes nanocompdsitos (100 mm de diametro) foram previamente
acondicionadas a 23 + 2 T e 50 + 5% de UR e, entdo, fixa das na célula de
permeacdo de gas formando uma barreira selada entre dois compartimentos.
Cada tratamento foi avaliado em triplicata por cada repeticdo. Os resultados

foram expressos em kg-m?-st.Pal,

2.3.4. Transmisséo de luz

A luz transmitida pelos filmes foi analisada utlizando um
espectrofotometro UV/VIS (Modelo UV-1800, Shimadzu Co. Kyoto, Japdao).
Amostras retangulares (3 x 4 cm) foram posicionadas diretamente no suporte
para filmes do espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em
porcentagem de transmitancia em 600 nm (Te00).

2.3.5. Atividade antimicrobiana

Os micro-organismos patogénicos Listeria monocytogenes (ATCC
15313), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Bacilus cereus (ATCC 14579)
foram usados para avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos filmes
nanocompdsitos ativos. As bactérias armazenadas a -80 C foram ativad as por
duas vezes em caldo Tryptic Soy Broth (TSB, Acumedia, Baltimore, MD, EUA) e
incubadas por 24 h a 35 C. A seguir, as bactérias foram estriadas em agar nao
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seletivo Tryptic Soy Agar (TSA, Acumedia, Baltimore, MD, EUA) e incubadas por
24 h a 35 T para isolamento das colnias. Colbnias isoladas foram selecionada s
das placas de TSA e suspensas em solucdo salina estéril (0,85%, m/v). A
suspensao bacteriana foi ajustada de acordo com a turbidez da solucdo padréo
de McFarland 0,5 (correspondente a concentracdo bacteriana de 108 UFC-mL™?)
e plaqueadas para confirmar a concentracéo inicial.

A atividade antimicrobiana dos filmes nanocompdsitos foi avaliada por
meio do método de difusdo em agar (CLSI, 2012). Placas de Petri contendo agar
Mueller-Hinton (BD, Nova Jersey, EUA), para B. cereus e S. aureus, e agar
Oxford (BD, Nova Jersey, EUA), para L. monocytogenes, foram inoculadas com
a suspensdo de bactérias na concentracdo de 10* UFC-mL! e esgotadas com
auxilio de alca de Drygalski. Uma vez inoculadas, as placas receberam discos
(g = 10 mm) dos filmes nanocompdsitos ativos. Em seguida, as placas foram
incubadas por 24 h a 32 T e os halos de inibicdo medidos com auxilio de um

paquimetro. Todas as amostras foram testadas em triplicata.

2.3.6. Analise estatistica

As médias das variaveis resposta observadas foram submetidas a analise
de variancia (ANOVA) seguido por analise de regresséo utilizando nivel de
confiangca de 95%. As comparacgOes qualitativas foram realizadas por Teste t,
utilizando nivel de confianca de 95%. As andlises foram realizadas utilizando o
software Statistica 13.0 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1. Resisténcia mecéanica

Propriedades como resisténcia a tracdo (RT), alongamento na ruptura
(AR) e médulo de elasticidade (ME), sdo comumente utilizadas para avaliar o
desempenho mecéanico de filmes plasticos, sendo extremamente importantes
para determinacdo do potencial de aplicacdo de determinado material para
producdo de embalagens (ESPITIA et al., 2014).
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A espessura nado diferiu significativamente (p > 0,05) em funcdo das
diferentes concentracdes de NIS e CNC incorporadas no filme ativo. O valor
médio da espessura dos filmes ativos foi de 136,01 + 6,25 um, ndo apresentando
diferenca significativa (p > 0,05) quando comparado ao filme controle (130,68 +
5,68 um).

Alteracdes na espessura de filmes adicionados de CNC e produzidos por
casting sdo comuns e possuem Varios relatos na literatura (ALVES et al., 2015;
SHANKAR e RHIM, 2016; WANG et al., 2017) da mesma forma que a adi¢éo de
NIS em filmes produzidos pelo mesmo processo também sao frequentes (IMRAN
et al., 2010; SEBTI et al., 2007). A uniformidade nos valores de espessuras dos
filmes ativos, mesmo quando comparados ao filme controle é um indicativo da
padronizacao obtida pelo processo de producéo utilizado (ESPITIA et al., 2013).
Além disso, a homogeneidade na espessura € de grande interesse, pois além da
espessura exercer influéncia nas propriedades dos filmes de forma geral, o filme
ativo manteve similar ao controle, porém com propriedades antimicrobianas e
maior desempenho mecéanico que ser’ao discutidos em seguida.

O alongamento na ruptura (AR) dos filmes ativos foi influenciado
significativamente (p < 0,05) pela presenca da NIS e do CNC (Tabela 5). Os
coeficientes de regressdo da NIS e do CNC foram positivo e negativo,
respectivamente. Com o aumento da concentracdo de NIS houve aumento do
AR dos filmes. Isso foi devido ao efeito plastificante desempenhado pela NIS na
matriz polimérica, o qual reduziu a forca das interacdes intermoleculares,
permitindo que as cadeias ganhassem mais mobilidade e, consequentemente,
passassem a esticar mais antes da ruptura (IMRAN et al., 2010). Basch et al.
(2013) também observaram efeito plastificante da NIS ao avaliar sua
incorporacdo em filmes de amido de mandioca produzidos por casting. Da
mesma forma, Ollé Resa et al. (2014) reportaram o efeito plastificante da NIS ao
interagir com a cadeia polimérica de filmes de amido, aumentando a capacidade
de alongamento e reduzindo o modulo de elasticidade dos mesmos. O CNC
promoveu efeito contrario ao da NIS, reduzindo o AR dos filmes ativos. Ao avaliar
aincorporacéo de CNC em filmes de amido de milho, Slavustky e Bertuzzi (2014)
também observaram reducéo significativa no AR dos filmes e relacionaram tal

resultado ao aumento da rigidez dos filmes, promovido pela interacdo das
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cadeias poliméricas do amido e PVOH com os CNC. O mesmo comportamento
foi observado também por outros autores (AZEREDO et al., 2010; KHAN et al.,
2012; PEREDA et al., 2011).

Tabela 5. Coeficientes de regressédo estimados para alongamento na ruptura
(AR), mddulo de elasticidade (ME), transmisséo de luz (Teoonm) € halo de inibicdo
das bactérias Listeria monocytogenes (LM), Bacillus cereus (BC) e
Staphylococcus aureus (SA).

Fya AR ME Te00nm Halo de inibi¢ao
(mm)  (MPa) (%) LM BC SA

Modelo 5,78 11,37 19,69 6,57 20,14 14,68
F(p) (0,021) (0,003) (0,000) (0,015) (0,000) (0,001)

Efeitos Coef. Coef. Coef. Coef. Coef. Coef.
(p) (p) (p) (p) (p) (p)

Cte 126,62 168,29 36,90 21,73 17,96 20,97
' (0,000) (0,000) (0,000) (0,000) (0,000) (0,000)

NIS 17,88 -63,12 -4,02 4,79 6,50 4,43
(0,027) (0,006) (0,006) (0,001) (0,000) (0,000)

CNC -20,42 77,75 -7,34 0,79 1,92 1,18
(0,015) (0,002) (0,000) (0,426) (0,068) (0,126)

NISXCNC -5,02 -7,02 -0,04 -0,042 2,00 -0,15

(0,471) (0,694) (0,966) (0,966) (0,06)  (0,834)

R? 58,66 73,89 83,60 76,77 88,31 84,62
aFonte de variagdo. RZ%;j: coeficiente de determinacéo ajustado. F (p): Valor do Teste F e da
probabilidade de significancia (p) calculados. Coef (p): Valores dos coeficientes de regressao
calculados e da probabilidade de significancia (p). Cte: Intercepto. NISXCNC: coeficiente da
interacdo. Valores em negrito e italico foram significativos ao nivel de significAncia (a) de 0,05.

Da mesma forma que para a espessura, a incorporacdo dos diferentes
niveis de NIS e CNC nao gerou diferenca significativa na resisténcia a tracao
(RT) dos filmes ativos. O valor médio da RT dos filmes ativos foi de 8,31 + 1,07
MPa e nao diferiu significativamente (p > 0.05) do filme controle (7,65 * 0,28
MPa). Inicialmente, era esperado que a presenca do CNC promovesse aumento
significativo na RT dos filmes ativos, pois com sua grande area interfacial, é
capaz de interagir intimamente com a matriz polimérica recebendo parte do
estresse mecanico transferido do filme, quando o mesmo é submetido a tracao
(MONDAL, 2017). Porém, baseado nos resultados observados do presente
trabalho, acredita-se que a quantidade de CNC adicionada néo foi suficiente para
promover o aumento significativo da RT. De acordo Cho e Park (2011), o
aumento significativo na RT de filmes de PVOH s6 passou a ocorrer apos a

incorporacao de CNC em concentra¢cées em torno de 5% (m/m).
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O médulo de elasticidade (ME) dos filmes ativos foi influenciado de forma
significativa (p < 0,05) pela presenca da NIS e do CNC (Tabela 5). O coeficiente
de regresséo da NIS foi negativo enquanto o do CNC foi positivo indicando efeito
inverso no ME dos filmes ativos. O ME € um indicativo da rigidez do material,
consequentemente, com a adicdo de uma carga altamente cristalina como o
CNC e sua interacdo com a matriz do polimero € esperado que ocorra 0 aumento
da rigidez, como também observados anteriormente por outros autores
(ABDOLLAHI et al.,, 2013; CHAICHI et al.,, 2017; PEREIRA et al., 2014,
SANTANA et al., 2017; WANG et al., 2017). Os CNCs tendem a interagir por
interacOes de hidrogénio com as cadeias poliméricas, elevando a compactacéo
das mesmas, com consequente limitagdo da mobilidade, o que gera aumento na
rigidez do material (AZEREDO et al., 2017). Por outro lado, como a NIS
apresentou efeito plastificante nos filmes ativos, houve aumento na mobilidade
das cadeias, como discutido anteriormente e, com isso, reducao na rigidez dos

filmes ativos.

3.1.2. Permeabilidade ao oxigénio (PO 2)

A PO2 nao diferiu (p > 0,05) em funcado das diferentes concentracfes de
NIS e CNC incorporadas no filme ativo. O valor médio da PO2 dos filmes ativos
foi de 6,08 + 1,62 kg-m-s1-Pax10°, apresentando diferenca significativa (p <
0,05) quando comparado ao filme controle (16,64 + 5,36 kg-m-s*-Palx10%).
Pelos efeitos promovidos pela NIS e CNC nas propriedades mecanicas dos
filmes ativos, acredita-se que a reducdo da PO:2 se deu em funcdao,
principalmente, da dispersdo do CNC na matriz polimérica, processo que foi
facilitado pelo efeito plastificante da NIS. Com a maior mobilidade das cadeias
poliméricas, o posicionamento dos CNCs nos espacos vazios, presentes entre
elas, foi facilitado durante o processo de formacgéo dos filmes e, com isso, o
preenchimento da matriz polimérica foi mais eficiente, resultando na formacao
de um caminho com maior tortuosidade que reduz a taxa de difusdo do Oz (NAIR
et al., 2014). O mesmo comportamento foi observado por Mondragon et al.
(2015) ao avaliarem a incorporacao de CNC em filmes de pectina produzidos por
casting. De acordo com os autores, a PO:2 foi reduzida, devido a necessidade

das moléculas de O2 percorrerem caminhos mais longos através dos filmes,
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devido a barreira gerada pelos altamente cristalinos CNC dispersos
aleatoriamente na matriz.

A melhoria na barreira a gases, como observada nos filmes ativos
desenvolvidos no presente estudo, € de grande importancia para a conservagao
dos produtos embalados, uma vez que o contato com O2 pode desencadear uma
série de reacdes oxidativas, seguidas por alterac6es nutricionais e sensoriais
que comprometem a qualidade final do produto, além de promover o
desenvolvimento de micro-organismos aerobios (MEIRA et al., 2014).

3.1.3. Transmisséo de luz
A capacidade de transmissao de luz pelos filmes ativos foi influenciada
significativamente (p < 0,05) pela presenca da NIS e do CNC (Tabela 5). Os
coeficientes de regresséo da NIS e do CNC foram negativos, indicando que com
0 aumento da concentracdo de ambos ocorre 0 aumento da barreira a passagem
de luz através dos filmes ativos. O aumento das regides cristalinas presentes no
filme ativo, pela adicdo do CNC, juntamente com a maior compactacao das
cadeias promovida pela elevada interagdo dos CNC com a matriz polimérica,
incrementam a barreira a passagem da luz, aumentando o espalhamento e/ou
absorcdo da mesma (ALVES et al., 2015). Juntamente com o efeito dos CNCs,
a presenca da NIS nos filmes ativos aumenta a complexidade da matriz
polimérica, que passa a apresentar diferentes indices de refragéo, contribuindo
para o aumento da barreira. De forma similar ao constatado no presente estudo,
Qazanfarzadeh e Kadivar (2016) observaram espalhamento de luz por parte dos
CNCs presentes em filmes a base de isolado protéico de soro de leite, resultando
na reducao da transmissao de luz através dos mesmos. Por sua vez, Imran et
al. (2010), observaram reducdo na transparéncia de filmes a base de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) incorporados com NIS. Esses autores
relacionaram a redugé&o na transmisséo de luz com heterogeneidade dos indices
de refracao dos filmes, quando comparados com o filme controle.
Da mesma forma que o O2 pode comprometer a qualidade de produtos
embalados, a luz pode desencadear processos oxidativos, comprometendo a

vida util do alimento. Com isso, embalagens com elevada barreira a luz sao
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altamente desejaveis para determinados tipos de produtos mais susceptiveis a

tais alteracdes, como os ricos em lipidios (XU et al., 2017).

3.1.4. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes ativos foi influenciada
significativamente (p < 0,05) pela incorporagdo da NIS contra todas as bactérias
patogénicas testadas (Tabela 5). A presenca de CNC ndo exerceu efeito
significativo (p > 0,05) sobre a atividade antimicrobiana dos filmes desenvolvidos.
O coeficiente de regressao da NIS foi positivo, indicando, como esperado, que
quanto maior a quantidade de NIS incorporada no filme ativo, maior tende a ser
o halo de inibi¢cdo do crescimento das bactérias. O filme controle também néo foi
capaz de inibir o crescimento das bactérias testadas, como pode ser observado

na Figura 20.

Figura 21. Atividade antimicrobiana dos filmes ativos a base de blenda de
amido/PVOH contra S. aureus: (a) controle (0% NIS e 0% CNC) e (b) incorporado
com 10% (m/m) NIS; L. monocytogenes: (c) controle e (d) incorporado com 10%
NIS.
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O mecanismo de acéo antimicrobiana da NIS esta relacionado com sua
interacdo e desestabilizacdo da membrana citoplasmética. A NIS, por ser
positivamente carregada, interagiu eletrostaticamente com 0S grupos
fosfolipidicos  negativamente  carregados presentes na membrana
citoplasmatica, como o acido lipoteicdico (ESPITIA et al., 2012). Além disso, essa
interacao também foi favorecida pela relacdo entre a extremidade hidrofobica N-
terminal da NIS e a membrana. Ambas interagdes promoveram inser¢cao da NIS
na membrana citoplasmatica, originando poros por meio dos quais ocorreu a
perda do material celular e alteracdes fisioldgicas, levando a morte da célula
bacteriana (ARAUZ et al., 2009; GHARSALLAOUI et al., 2016a). O efeito
antimicrobiano da NIS contra bactérias patogénicas Gram-positivas tém sido
reportado na literatura mesmo quando incorporada em diferentes matrizes
poliméricas, como filmes de amido (BHATIA e BHARTI, 2015; SANJURJO et al.,
2006), gelatina (BOELTER e BRANDELLI, 2016), caseina (BOELTER e
BRANDELLI, 2016), blenda de quitosana/PVOH (WANG et al., 2015), PVOH
(MARCOS et al., 2013) de poli(acido latico) (PLA) (SALMIERI et al., 2014),
caseinato de sédio (CAO-HOANG et al., 2010), entre outras.

A estratégia de aplicacdo de compostos antimicrobianos por meio de
filmes ativos permite que a vida util do alimento seja prolongada sem a
necessidade da adicdo excessiva de conservantes quimicos durante o
processamento do mesmo. A difusdo dos compostos antimicrobianos
incorporados na embalagem é gradativa e seu efeito se d& principalmente na
superficie do alimento, local onde ha predominancia do crescimento microbiano
(GHARSALLAOUI et al., 2016b).

4. CONCLUSAO

Filmes nanocompdésitos ativos incorporados com NIS e CNC com
potencial para aplicacdo na conservacao de alimentos foram desenvolvidos com
sucesso. A eficiéncia no controle do crescimento de L. monocytogenes, B.

cereus e S. aureus enfatizaram o potencial de aplicagdo dos filmes

80



desenvolvidos como alternativa para conservacdo de alimentos contra o
crescimento de bactérias Gram-positivas.

A incorporagao dos CNC nos filmes, resultou no aumento significativo da
rigidez e resisténcia a tracdo dos mesmo, o que amplia a possibilidade de formas
de aplicacdo desses filmes. Além disso, a maleabilidade e extensibilidade dos
filmes ndo foi comprometida, uma vez que a NIS desempenhou efeito
plastificante na matriz polimérica, aumentando o AR dos filmes.

As propriedades de barreia ao oxigénio e a luz também foram melhoradas
pela presenca da NIS e dos CNCs. Ainda assim, maiores estudos sdo necessario
para avaliacdo em contato direto com alimentos destes filmes, bem como as
possiveis alteracdes sofridas por parte do produto acondicionado. Com a
elevada complexidade relacionada a presenca de tantos componentes em um
filme nanocompdsito, associada a complexidade intrinseca aos alimentos,
estudos futuros envolvendo a determinacdo da distribuicdo exata dos
componentes ao longo do filme, bem como o processo de difusdo dos mesmos

para a superficie dos alimentos sao de extrema importancia.
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CONCLUSAO GERAL

Com a crescente preocupacgdo relacionada a questdes ambientais e
desenvolvimento sustentavel, novas op¢des de materiais biodegradaveis para
producao de filmes plasticos com potencial de aplicacdo comercial sdo cada vez
mais valorizadas na area de tecnologia de embalagens.

Os filmes nanocompdsitos a base de blenda polimérica de amido/PVOH
incorporados com CNC e CNF desenvolvidos no presente trabalho tiveram sua
composicdo otimizada (5,83% (m/m) de CNC e 0,6% (m/m) de CNF) com
sucesso por meio da funcéo desejabilidade.

Melhorias significativas nas propriedades mecanicas, de barreira ao vapor
de agua e na estabilidade térmica dos filmes nanocompdsitos foram obtidas com
a incorporacdo das nanoceluloses. Da mesmas forma, os filmes ativos
antimicrobianos envolvendo incorporacdo de NIS e CNC foram desenvolvidos
CcOm sucesso.

Os filmes ativos apresentaram eficiéncia no controle do crescimento de L.
monocytogenes, B. cereus e S. aureus in vitro. A incorporacdo dos CNC e NIS
promoveu melhoria nas propriedades mecéanicas e de barreira ao oxigénio dos
filmes ativos. Pelas caracteristicas apresentadas pelos filmes aqui
desenvolvidos, acredita-se que 0S mesmos apresentam-se como boas
alternativas a substituicdo aos materiais plasticos tradicionais, demonstrando
grande potencial para aplicacdo in vivo em futuras pesquisas envolvendo a

avaliacao da vida util dos produtos embalados.
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