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RESUMO

A busca pelo desenvolvimento de biofilmes renovaveis sdo uma alternativa para o
desenvolvimento de embalagens inteligentes que reduzam o impacto ambiental dos
materiais derivados de petroleo. Neste estudo apresentamos um método de
desenvolver um biofilme de poli “L-acido” latico utilizando nanofibras de celulose
bacteriana como reforgo e incorporando curcumina para aplicagdo de embalagem
inteligente para alimentos. As nanofibras de celulose bacteriana foram produzidas
através das técnicas de sonicacéo e liofilizagdo e incorporadas ao biofilme através da
técnica de solvent casting. A curcumina foi adsorvida ao biofilme através da imersao
com etanol. Foram avaliados os efeitos da incorporacao de 0,5%, 2,0% e 5,0% de
nanofibras de celulose bacteriana ao biofilme de poli “L-acido” latico. As propriedades
térmicas foram avaliadas através da técnica de DSC onde verificou-se uma redugao
na temperatura de fusdo e de cristalizacdo e um aumento da temperatura de transicao
vitrea e da cristalinidade dos biofilmes conforme o aumento da porcentagem de
nanofibras adicionadas. A adigdo de 0,5% e 2,0% como reforgo aumentou a rigidez
do material, verificado através do modulo de Young em 45% e 17,4%,
respectivamente. Através da técnica de MEV foi possivel avaliar a dimensao das
nanofibras de celulose bacteriana e a incorporagao sobre a estrutura dos biofilmes.
As analises de permeabilidade a vapor de agua e a permeabilidade a O6leo
demonstram que o material possui aplicagdo para alimentos frescos, visto que a
adicdo das nanofibras aumentou a permeabilidade a vapor de agua. A analise de
deteccdo de amoénia e deterioragdo de alimento apds a incorporagdo de curcumina
demonstrou que o biofilme pode ser utilizado como indicador ativo para alimentos que
liberam amodnia em sua deterioragdo. Devido a compatibilidade da celulose bacteriana
com o poli “L-acido” latico e a curcumina, pode-se projetar a utilizagdo destes biofilmes
para aplicagdo em embalagens inteligentes para alimentos.

Palavras-chaves: poli “L-acido” latico, nanofibras, celulose bacteriana, curcumina,
embalagem inteligente, biopolimeros.



ABSTRACT

The search for the development of renewable biofilms is an alternative for the
development of intelligent packages that reduce the environmental impact of materials
derived from petroleum. In this study, we present a method of developing a poly-lactic
acid biofilm using bacterial cellulose nanofibers as reinforcement and incorporating
curcumin for application in smart food packaging. Bacterial cellulose nanofibers were
produced through sonication and lyophilization techniques and created to the biofilm
through the solvent casting technique. Curcumin was adsorbed to the biofilm through
immersion with ethanol. The effects of incorporating 0.5%, 2.0% and 5.0% of bacterial
cellulose nanofibers into the poly lactic acid biofilm were considered. The thermal
properties were evaluated using the DSC technique, where there was a reduction in
the melting and crystallization temperature and an increase in the glass transition
temperature and in the crystallinity of the biofilms according to the increase in the
percentage of added nanofibers. The addition of 0.5% and 2.0% as reinforcement
increased the material resistance, verified through Young's modulus, by 4.5% and
17.4%, respectively. Using the SEM technique, it was possible to evaluate the size of
bacterial cellulose nanofibers and their incorporation into the structure of biofilms.
Analyzes of water vapor permeability and oil permeability demonstrated that the
material has application for fresh foods, since the addition of nanofibers increased the
WVR. The analysis of ammonia detection and food suggestion after incorporation of
curcumin demonstrated that the biofilm can be used as an active indicator for foods
that release ammonia in their research. Due to the compatibility of bacterial cellulose
with poly lactic acid and curcumin, one can design the use of these biofilms for
application in smart food packaging.

Keywords: poly I-lactic acid, nanofibers, bacterial cellulose, curcumin, smart
packaging, biopolymers.
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1 INTRODUGAO

Atualmente a industria de plastico é vital para a economia de todos os paises.
Sao materiais utilizados no transporte, acondicionamento de alimentos,
medicamentos, eletrbnicos entre inumeras outras coisas, além de contribuir para
aumentar a eficiéncia energética de casas e edificios. Sao inumeros os beneficios que
os plasticos nos proporcionam.

No ano de 2021, a produgdo mundial de materiais plasticos foi de 367 milhdes
de toneladas, sendo que quase a sua totalidade deriva de fontes ndo-renovaveis como
o petréleo (PLASTICS EUROPE 2022). O estilo de vida adotado atualmente tem
elevado a utilizagdo de materiais plasticos ou polimeros nao biodegradaveis, gerando
um volume de residuos que se acumulam em lixdes e aterros sanitarios gerando
graves problemas ambientais.

Europa, Estados Unidos e Asia vem se destacando na busca pelo
desenvolvimento e aplicagao de biopolimeros através de alternativas que viabilizem a
producdo e aplicagdo no mercado de commodities, embalagens, engenharia e
aplicagbes médicas e odontoldgicas (OLIVEIRA et al., 2020).

A industria e a academia em conjunto tém buscado direcionar os esforgos no
desenvolvimento de alternativas para reduzir a geragao do lixo, buscando formas mais
eficientes de reciclagem e no desenvolvimento de novos materiais, conhecidos como
polimeros verdes oriundos de recursos renovaveis e biopolimeros ou polimeros
biodegradaveis (STOLL et al., 2019).

Os materiais de embalagem biodegradaveis ideais sao obtidos de fontes
biolégicas renovaveis naturais, geralmente chamados de biopolimeros, com
excelentes propriedades mecanicas e de barreira e biodegradaveis no final de sua
vida. Os biopolimeros tém sido considerados como um potencial substituto ao uso de
materiais ndo biodegradaveis e nao renovaveis em embalagens plasticas. Os
materiais de embalagem de biopolimero também podem servir como barreira a gases
e solutos e complementam outros tipos de embalagens, melhorando a qualidade e
prolongando a vida util dos alimentos. Além disso, os materiais de embalagem de
biopolimero s&o excelentes veiculos para incorporagao de uma ampla variedade de
aditivos, como antioxidantes, antifungicos, antimicrobianos, corantes e outros
nutrientes. (IMRAN et al, 2010; CLARINVAL et al, 2005).
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Os filmes produzidos a partir de fontes renovaveis sdo uma alternativa para o
desenvolvimento de embalagens inteligentes. Eles possuem a capacidade de
incorporar compostos ativos, de origem vegetal e, adicionalmente, minimizam o
impacto ambiental causado pela utilizagdo dos polimeros sintéticos. A adigao desses
compostos ativos nas embalagens apresenta diversos beneficios, entre eles a
seguranga ao consumidor por permitir uma avaliagao visual do estado de conservagao
do alimento.

O Poli acido latico (PLA) é um poliéster termoplastico alifatico, de base
biolégica, biodegradavel e biocompativel, amplamente estudado na literatura
cientifica, derivado de recursos naturais como amido de milho, cana-de-agucar e
residuos de biomassa renovavel (NOFAR et al., 2019). Essas propriedades tornam o
PLA um forte candidato para substituir parcial ou totalmente os polimeros derivados
de petroleo, tais como Tereftalato de polietileno (PET), o Polietileno de alta densidade
(PEAD) e Polipropileno (PP) (AURAS et al, 2004).

A celulose é o polimero mais abundante do planeta e o crescente interesse
neste componente se deve a sua natureza fibrilar e potencial material de reforco em
compositos. Além disso, a celulose é biodegradavel, sustentavel e renovavel,
produzida a partir de fontes vegetais. (ULAH et al., 2015). A celulose bacteriana pode
ser produzida a partir de residuos agricolas e industriais, incluindo residuos de
alimentos, palha de trigo, restos de frutas, residuo de glicerol e residuos téxteis a base
de algoddo. O uso de tais materiais aumenta a sustentabilidade da produgéo de
celulose bacteriana por microrganismos e diminui a poluigdo ambiental associada ao
descarte de lixos industriais. (LI et al., 2015)

A curcumina consiste num composto polifenélico natural, extraido dos rizomas
da planta curcuma, e tem atraido interesse dos pesquisadores devido as suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e como indicador colorimétrico quando
incorporado em matriz poliméricas (LIU et al 2018; CVEK et al, 2022). Devido aos
grupos funcionais presentes na molécula da curcumina e sua sensibilidade a
mudancas de pH que impactam visualmente em sua coloragdo, a curcumina vem
sendo estudada como composto ativo para detectar deterioragdo em alimentos (CVEK
et al, 2022; MA et al, 2017; ROY et al, 2020).

Os materiais plasticos continuardo a moldar o nosso presente e futuro. O
Brasil reune grandes oportunidades para investir na exploragdo do desenvolvimento

de biopolimeros e polimeros verdes, visto que temos acesso a matérias-primas
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renovaveis, que possuem um ciclo de vida mais curto, comparada aos derivados de
petroleo e ao baixo custo. Assim, explorar o potencial desses materiais consiste em
uma alternativa viavel devido a sua viabilidade técnica e econémica, apresentando
grande potencial de expanséo e redugdao do impacto ambiental devido a extracao,
produgao e reciclagem dos materiais oriundos de petroleo. Nesse sentido, produtos
sustentaveis de base bioldgica e indicadores biocompativeis que permitem a detecgao
visual se destacam como sistemas promissores para embalagens inteligentes de
alimentos.

Neste cenario, propde-se o uso de dois polimeros de fontes renovaveis, o
PLLA e a celulose bacteriana, a fim de produzir um compdsito polimérico, aqui
denominado de biofilme devido as suas matérias-primas serem de base bioldgica.
Além disto, sera incorporado o composto curcumina, a fim de testar a sua
aplicabilidade como filme para embalagem inteligente para alimentos. Algumas
caracterizagdes, como FT-IR, DSC, MEV, ensaios mecanicos, testes de permeacgao,
testes de deteccdo de amoénia e deterioragdo de alimentos serdo apresentadas e

discutidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um biofilme formado por poli “L-acido” latico e nanofibras de
celulose bacteriana, que apresente viabilidade de aplicagdo como material de
embalagem para alimentos, contendo curcumina como indicador ativo para

deterioragao de alimentos.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir nanofibras de celulose bacteriana pelo processo de sonicagao e
liofilizagao;

e Produzir um biofilme polimérico constituido por poli “L-acido” latico e nanofibras
de celulose bacteriana como reforgo através da técnica de evaporagao de
solventes (solvent casting) em proporgdes de 0,5%, 2,0% e 5,0% em massa
(g/g) de nanofibras de celulose bacteriana;

e Caracterizar os biofilmes poliméricos produzidos por analise de calorimetria
diferencial exploratéria (DSC), espectroscopia na regiao do Infravermelho (FT-
IR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

e Caracterizar as propriedades mecanicas dos biofilmes por meio de ensaios
mecanicos para determinagao do médulo de Young, modulo de alongamento e
Tensdo maxima;

¢ Avaliar a Permeabilidade a vapor de agua (PVA) e Permeacao a 6leo e gordura;

e Incorporar Curcumina através da técnica de imersao;

e Avaliar as propriedades ativas do biofilme com Curcumina através do teste de

deteccao de amoénia e de deterioracido de alimentos.



17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Embalagem para alimentos

As embalagens plasticas atendem a diversos setores, principalmente ao setor
alimenticio, de higiene e limpeza, cosméticos, farmacéutico e industrial. As
embalagens tém como fungdo atrair a atencdo, mostrar caracteristicas, transmitir
confianga ao consumidor e produzir uma impressdo favoravel. A industria de
alimentos, de cosméticos e farmacéutica costumam priorizar o design, a
funcionalidade, protecéo ao produto e a qualidade das embalagens (CRIPPA et al,
2007).

Um estudo sobre o panorama da industria brasileira de embalagem, realizado
pelo Fundacado Getulio Vargas (FGV) para a Associacado Brasileira de Embalagem
(ABRE) demonstra que o valor bruto da producao fisica de embalagens tem previsao
de atingir o montante de R$ 110,9 bilhdes, apresentando um aumento de 31,1% em
relagdo ao valor alcancado em 2020. Os materiais plasticos representam a maior
participagdo neste valor, correspondendo a 37,1% do total, seguido de embalagens
de papel, cartolina e papel cartdo que representam 31,7%, embalagens metalicas com
21,4%, vidro com 4,2%, téxteis para embalagens com 3,7% e madeira com 1,9%
(ABRE, 2022).

Na industria de alimentos, o consumo de embalagens plasticas representa o
maior consumo de plasticos produzidos (18,6% da produgao brasileira de plastico é
destinada ao setor, sendo a maior parte de embalagens flexiveis) (ABIPLAST, 2018).
Os principais materiais empregados nas embalagens de alimentos sao polietileno de
alta (PEAD) e baixa densidade (PEBD), polietileno tereftalato (PET), policloreto de
vinila (PVC), poliestireno (PS) e polipropileno (PP). Esses representam
aproximadamente 90% da producgao total (NAPPER et al, 2019).

Esses materiais apresentam excelentes propriedades mecanicas térmicas e
de barreiras, além de possuirem um custo relativamente baixo, porém ndo sao
biodegradaveis e possuem diversas limitacdes que dificultam sua reciclagem, somado
a isso temos o agravante que nesse setor, as embalagens apresentam curtos ciclos
de vida, em alguns casos inferiores a 01 ano (ABIPLAST, 2018).

As embalagens de alimentos, além de serem utilizadas como
acondicionamento dos produtos, também servem para evitar ou reduzir a troca de

umidade e gases entre o ambiente e o alimento. Essas embalagens garantem a
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qualidade e a segurancga dos produtos durante o armazenamento, transporte e toda a
sua vida util, impedindo que condigdes como microorganismos deterioradores,
contaminantes quimicos, gases, umidade e luz afetem o produto. Para realizar tais
fungdes, materiais de embalagem fornecem protecgéao fisica e criam condigdes fisico-
quimicas adequadas para produtos (GONTARD et al, 1992, SORRENTINO et al,
2007).

O esforgo no desenvolvimento de diferentes tipos de materiais de embalagens
tem sido cada vez maior, a fim de melhorar a sua eficacia na manutencéo da qualidade
dos alimentos (JONG et al., 2013).

A Figura 1 mostra as principais propriedades necessarias para materiais de

embalagens de alimentos:

Figura 1 Propriedades gerais necessarias para embalagem de alimentos

Funcdo antimicrobiana Propriedades mecanicas

Barreira a gases Propriedades térmicas

Embalagens para

alimentos

Barreira a aromas Propriedades oéticas

Barreira a vapor d’agua Ecologicamente correto

Fonte: Adaptado de Jong (2013)

Em virtude das crises ambientais decorrentes do uso de polimeros nao
biodegradaveis e de fonte ndo renovaveis (féssil), o consumidor vem buscando
alternativas de embalagens sustentaveis e que apresentem menor impacto ambiental.
Os polimeros biodegradaveis provenientes de recursos naturais e biodegradaveis sao
uma matéria prima potencial para desenvolver novos materiais de embalagem para
alimentos. Espera-se que esses materiais tenham um impacto importante no consumo
consciente dessas embalagens nos proximos anos. (CAZON et al, 2017).

Atualmente, as embalagens biodegradaveis de fontes renovaveis
desenvolvidas ndo podem substituir totalmente as embalagens plasticas sintéticas
para alimentos disponiveis no mercado. Mas, em alguns casos elas podem substituir
parcialmente esses materiais, permitindo a troca interna-externa ou externa-interna
de gases, umidade e migracdo de componentes como aroma ou gordura,
proporcionando funcionalidades para a conservagéao de alimentos (AZEREDO et al,
2019).
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A preservacéao de alimentos requer geralmente tratamentos fisicos e quimicos

para manter ou prolongar o prazo de validade. Por isso, o uso de embalagens rigidas
ou flexiveis € essencial, ja que elas precisam agir como uma barreira entre o ambiente
externo e o alimento. E por isso que as embalagens de alimentos est&o se tornando
cada vez mais importantes na industria alimenticia. (SIRACUSA et al, 2008).
Os biopolimeros estdao no centro das atencdes, e os estudos e producao desses
materiais aumentam continuamente a uma taxa muito elevada. Para contornar essas
limitagdes técnicas que tornam dificil sua processabilidade ou garantir propriedades
equivalentes aos polimeros derivados de fontes fosseis, modificacées na formulagéo
desses materiais podem ser realizadas, através de blendas de diferentes
biopolimeros, incorporacdo de compdsitos € nanocompdsitos podem ser utilizadas,
viabilizando as diversas aplicagdes que esses materiais podem apresentar (FECHINE
et al, 2010).

3.2 Polimeros e biopolimeros

Os polimeros hoje sé&o parte da vida cotidiana das pessoas, sendo quase
impossivel n&o utilizar um produto a base deles. A quantidade ilimitada de bens de
consumos que nos rodeiam tem por base o uso de polimeros, tais como embalagens,
revestimentos, automoveis, vestuarios e eletrénico. Isso se deve também ao fato de
que os polimeros sintéticos estdo conquistando muitos mercados através da
substituicdo total e parcial de outros materiais, tais como metais, papel e madeira
(THAKUR et al, 2020).

Os plasticos derivados de petroleo como o polietileno, polipropileno,
poliestireno, polietileno tereftalato, policloreto de vinila, alcool polivinilico sao
atualmente as matérias-primas mais utilizadas principalmente devido ao seu baixo
custo, bom desempenho mecanico e boas propriedades de barreira, possuindo
aplicacbes em diversos campos, como eletrbnicos, embalagens rigidas e flexiveis e
aplicagdes médicas. (BOUWMEESTER et al, 2015; KOELMANS et al, 2016; CAROLE
et al, 2004).

Os materiais plasticos convencionais, séo de origem féssil, sendo a sua base
petroquimica, que apresentam alta resisténcia mecanica, térmica e alta durabilidade.
Da extragao do petroleo, obtém-se a nafta que é a fragdo mais relevante do setor

petroquimico, sendo esta utilizada como matéria prima para a produgcao de eteno,
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propeno, butadieno, benzeno, tolueno e xileno, utilizados na fabricagéo dos principais
tipos de polimeros usados na industria de transformagdo plastica. Os materiais
bioplasticos sdo materiais plasticos cuja sua origem é proveniente de fontes
renovaveis, tais como milho, cana de agucar e da beterraba, podendo ou nao ser
biodegradaveis, conforme a sua fonte de obtengdo. Um exemplo é o polietileno obtido
do etanol via cana de agucar, que € um bioplastico, porém nao € biodegradavel. Ja os
plasticos biodegradaveis sdo aqueles que ao término de seu ciclo de vida séo
modificados fisica ou quimicamente pela agdo de microrganismos, sob determinadas
condicbes de calor, umidade, luz, oxigénio e nutrientes organicos adequados
(ABIPLAST, 2018).

Na figura 2 vemos a classificagcao dos diferentes tipos de plasticos conforme
a sua fonte, que pode ser de fonte renovavel ou fossil (petroleo), e a classificagao de

plastico biodegradavel ou ndo biodegradavel.

Figura 2 Classificagao dos diferentes tipos de polimeros
FONTE RENDVAVEL

Biobased

Bioplasticos Bioplasticos
Bioplastics Bioplastics
Exemplo: PE e PET (base etanol), PA, PTT Exemplo: PLA, PHA, PBA, Misturas de Amido
NAO BIODEBRADAVEL BIODEGRADAVEL
Non biodegradable Biodegradable
Plasticos Bioplasticos
convenclonals Bioplastics

Conventional plastics

Exemplo: PBAT, PCL.

Exemplo: PE, PP, PET, PVC.

FONTE FOSSIL

0ssii-Dased

Fonte: Abiplast (2018)

Esse grande consumo de plasticos derivados de petréleo tem causado sérios
impactos ambientais devido a ndo biodegradabilidade desses plasticos. Explorar

plasticos de base biologica e biodegradaveis para aplicagcbes em embalagens é
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considerado um método promissor para solucionar o atual problema ambiental
causado pelo descarte de plasticos ndo biodegradaveis (NIUA et al, 2018).

Pesquisas envolvendo polimeros provenientes de fontes renovaveis e
biodegradaveis vém ganhando destaque no mundo, devido a constante busca por
materiais sustentaveis que possam substituir total ou parcialmente os polimeros
sintéticos, provenientes geralmente da cadeia petroquimica, atualmente produzidos
em larga escala e com larga aplicagdo (MAZUR et al, 2015).

Essas alternativas de produgao de biopolimeros visam minimizar os impactos
ambientais gerados, que através da dificuldade de reciclagem ou de descarte
inadequado geram o acumulo desses materiais em lixdes e aterros sanitarios
(OLIVEIRA et al, 2020). Neste contexto, os biopolimeros sédo considerados uma forma
sustentavel na substituicdo de polimeros ndo biodegradaveis e ndo renovaveis em
diversos campos de aplicacdo, tais como commodities, engenharia, aplicacdoes
médicas e embalagens. (PLASTIC EUROPE, 2022).

3.2.1Poli acido latico

O PLA é um bioplastico de maior sucesso comercial devido a sua melhor
processabilidade e propriedades mecanicas, tais como resisténcia mecanica,
durabilidade e transparéncia em comparagdo com a maioria dos outros plasticos
biodegradaveis (JEM et al., 2020).

O PLA ¢é um biopolimero biodegradavel, reabsorvivel, biocompativel,
termoplastico e hidrofébico. Estes atributos permitem que o material tenha uma gama
de aplicagbes na area médica, ambiental e de embalagens para alimentos
(SIRACUSA et al, 2015). O PLA apresenta propriedades mecanicas comparaveis com
as dos polimeros provenientes de fontes fosseis, especialmente seu elevado médulo
de elasticidade, rigidez, transparéncia, comportamento termoplastico,
biocompatibilidade e boa capacidade de moldagem (ZHANG et al, 2005. LIM et al,
2008. NOFAR et al, 2019).

Na figura 3 a estrutura molecular do PLA esta esquematicamente ilustrada,

assim como os respectivos estereoisdbmeros:



22

Figura 3 a) Estrutura molecular do PLA. b) Estereisomeros do PLA (PLLA e PDLA)

H O
HO—(’l“—("—('} H
CH,

Acido L -Latico Acido D -Lactico

a) b)
Fonte: Auras (2014)

O acido latico € uma molécula quiral existente como dois estereocisébmeros, L-
e D- acido latico, o qual pode ser biologicamente ou quimicamente sintetizado. O acido
latico utilizado na produgao do PLA, pode ser proveniente de diferentes fontes naturais
renovaveis, tais como o amido ou agucar oriundos de milho, trigo, cana-de-agucar,
beterraba e batata (RUDNIK et al, 2008). O acido latico sintetizado biologicamente
produz quase exclusivamente o “L-acido” latico, produzindo o poli “L-acido” latico
(PLLA), com baixo peso molecular. (GROOT et al, 2010).

Apesar do PLA apresentar propriedades de resisténcia a tracao,
processabilidade e transparéncia comparaveis aos polimeros provenientes do
petroleo, sua alta rigidez a temperatura ambiente limita sua aplicabilidade e suas
propriedades funcionais. Além disso, o PLA apresenta alta permeabilidade a gases,
de forma que diversos estudos tém sido conduzidos a fim de melhorar essas
caracteristicas (DOMENEK et al, 2017).

Em muitas aplicag¢des utilizando filmes poliméricos, como sacolas de mercado
e embalagens de alimentos, algumas propriedades mecanicas sao importantes. Estas
propriedades podem ser melhoradas até certo ponto através da orientacao molecular
durante o processamento do material. Como nem sempre o uso de orientacéo
mecanica é possivel, a mistura de PLA com outros polimeros € uma estratégia util
para melhorar essas propriedades de modo a substituir outros polimeros de origem
féssil. Outro motivo para misturar o PLA com outros polimeros é reduzir o custo do
material, uma vez que o custo do PLA é relativamente mais alto em comparagcado com
outros plasticos derivados de petréleo (PEPONI et al, 2018. NOFAR et al, 2020).

Estudos na area da saude mostram que o nivel de acido latico que migra da
embalagem, produzida a partir do PLA, para o alimento ¢é inferior que a quantidade de
acido latico usado como ingrediente de muitos alimentos. Assim, o PLA é, de fato,

indicado para aplicagéao em embalagens de produtos alimenticios (NOFAR et al, 2020.
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FARAH et al, 2016). Além disso, estudos recentes mostram o PLA sendo amplamente
aplicado como embalagem ativa para alimentos por meio de adicdo de agente ativos
(YANG et al, 2020. PEPONI et al, 2020).

Conforme Oliveira et al, 2020, a produc¢ao de PLA possui diversas vantagens,
podendo citar: i) o PLA pode ser obtido a partir de fontes naturais renovaveis; ii) sua
sintese consome diéxido de carbono; iii) gera economia significativa de energia; iv) o
PLA é compostavel e reciclavel; v) pode melhorar a economia agricola; v) as

propriedades fisicas € mecanicas podem ser alteradas conforme a finalidade de uso.

3.2.2 Celulose bacteriana

A celulose € um dos polimeros renovaveis mais abundante na Terra. Pode ser
sintetizada por plantas, animais e microorganismos. A maior parte € produzida por
plantas, sendo denominada celulose vegetal, porém seu consumo apresenta impacto
no aumento do consumo de madeira, como matéria prima, resultando em impactos
ambientais como poluicdo e desmatamento. (MARESTONI et al, 2020).

ApoOs a eclosao da pandemia do Covid-19, a producao de celulose no Brasil
continuou apresentando crescimento de 6,6% em 2020 em relagéo ao ano de 2019.
O setor de foi um dos que mais rapidamente se organizou para atender as demandas
do novo formato de consumo dos setores econémicos de compra online, tais como
eletrdnicos, bens de consumo, alimentagao, entre outros. O Brasil se manteve como
o segundo maior produtor mundial, atingindo 21 milhdes de toneladas, ficando atras
apenas dos Estados Unidos, além de ser reconhecido como uma grande referéncia
no mundo em virtude da sua produg¢ao de origem sustentavel e qualidade certificada
de sua celulose (IBA, 2021; FAO, 2021). Segundo dados da FAO, em 2020 a produgéo
mundial de papel foi de 518,4 milhdes de toneladas (FAO, 2021).

A celulose vegetal (CV) encontra-se usualmente associada a outros
biopolimeros, como hemicelulose e lignina, de tal modo que sua extragéo geralmente
requer a utilizagdo de produtos quimicos corrosivos, prejudiciais ao ambiente e
responsaveis por maiores custos e tempo de processamento (GEA et al, 2011,
PECORARO et al, 2008).

Embora as plantas sejam as maiores fontes de celulose, varios tipos de
bactérias sdo capazes de produzir celulose como fonte alternativa. Adrian Brown

publicou o primeiro estudo em 1886 no qual foi relatado a producado de celulose por
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uma bactéria, no qual foi observado um material gelatinoso que se formava na
superficie de uma fermentagao de vinagre. A analise deste material confirmou que se
tratava de celulose, e a bactéria produtora foi denominada como Acetobacter xylinum
(BROWN, 1886).

Essa celulose, sintetizada apds o processo fermentativo por Brown em 1886,
€ acompanhada apenas por células microbianas, agucares e outros metabdlitos
secundarios que sdo removidos por meio de um tratamento alcalino suave, sendo o
produto final um material com elevado grau de pureza (GALLEGOS et al, 2016; GEA
et al, 2011; PECORARO et al, 2008).

A celulose bacteriana (CV) apresenta a mesma formula quimica estrutural da
celulose vegetal, porém possui propriedades mecanicas e fisicas diferentes. Uma de
suas vantagens, refere-se a sua pureza, visto que ndo possui lignina e hemicelulose,
dispensando assim a necessidade de tratamentos quimicos corrosivos para a
remogao deste e de outros componentes oriundos dos materiais lignoceluldsicos
(MARESTONI et al, 2020). Além disso apresenta uma estrutura essencialmente
nanomeétrica e cristalina, o que tem despertado cada vez mais o interesse na pesquisa
em novos campos de aplicagao e no desenvolvimento de métodos para sua produgao
em larga escala. (LEE et al, 2014; EMBRAPA, 2019).

Devido a essas caracteristicas, a celulose bacteriana tem se destacado por
ser uma opcao em diversas aplicacdes em areas como adesivos, absorventes,
lubrificantes, embalagens e alimentos, além de materiais estruturais de alta
performance, veiculos para liberacdo controlada de farmacos e matrizes biomédicas
(MARESTONI et al, 2020; ZHU et al, 2011).
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Figura 4 Aspecto da membrana de celulose bacteriana

Fonte: Embrapa (2019)

Uma opcéo para a producao de biofilmes de celulose bacteriana consiste na
fermentacdao de kombucha por acido acético. O aumento da produgao de kombucha
pode gerar uma grande quantidade de celulose bacteriana, o que possui amplas
possibilidades de exploracdo e destinacdo desse material, que ainda €& pouco
explorada. (JIA et al, 2016; DOMSKIENE et al, 2019).

A celulose produzida durante a fermentagcdo da kombucha é considerada um
produto secundario, entretanto, o custo de produgcdo da mesma € inferior quando
comparado ao meio tradicional. Desta forma, a kombucha passa a ser uma alternativa
potencial para a producdo de celulose, sendo necessaria a caracterizacido e
exploracéo das propriedades para aumentar o campo de aplicagao desse biopolimero.
(LEONARSKI et al, 2021).

As nanofibras de celulose bacteriana (NFCB) foram primeiramente descritas
por Muhlethaler, em 1949, sendo cerca de 100 vezes menores do que as de CV
(CHAWLA et al, 2009. GAYATHRY et al, 2014). As ligagdes de hidrogénio intra-
molecular mantém as cadeias de celulose juntas, conferindo também as fibras de CB
uma baixa solubilidade e alta reten¢ao de agua, além de elevada pureza, resisténcia
mecanica, elasticidade, flexibilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
auséncia de toxicidade, além de nao ser alérgica (ESA et al. 2014).

Fabricacdo da nanofibras de celulose bacteriana € um processo simples e
barato de produzir e isolar as fibras naturais com sua composigao quimica mais mista.
Devido ao seu alto desempenho mecanico como alta cristalinidade, alta resisténcia a
tracdo, elasticidade, durabilidade, potencial hidrofilico (capacidade de retengédo e
absorgao de agua — cerca de 98 % a 99 % de seu volume é composto de liquidos),



26

atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, a celulose bacteriana tem se
tornado uma alternativa competitiva para ser utilizada junto a outros biopolimeros, com
um amplo campo de aplicagado (ABRAL et al, 2018; BARUD et al, 2010; ERENO et al,
2017; TSALAGKAS et al, 2016).

3.3 Blendas e compdsitos como reforgo de celulose bacteriana

As blendas consistem nas misturas fisicas entre dois ou mais polimeros, no
qual ocorre uma reagao sinérgica que gera materiais com propriedades otimizadas,
que nao estao presentes nos materiais individuais (CALLISTER, 2016).

Alternativas viaveis para substituicdo de polimeros a base de petréleo vem
sendo amplamente estudadas visto a necessidade de preservagao ambiental e melhor
utilizagao de recursos naturais. Filmes poliméricos a base de petréleo utilizados para
embalagem de alimentos contribuem para a geracéo de residuos que geram grande
impacto ambiental. Uma solugdo para essas crises ambientais consiste na utilizacao
de embalagens sustentaveis através de polimeros biodegradaveis de recursos
naturais, que sao uma mateéria prima potencial. Porém, esses materiais apresentam
limitagdes, visto que alguns possuem propriedades mecanicas e térmicas inferiores.
Uma alternativa consiste na utilizacdo de blendas formadas por polimeros
biodegradaveis, que apresentam propriedades e barreiras reforgadas (OLIVEIRA et
al, 2020).

Blendas baseadas em membranas de celulose bacteriana e diferentes
biopolimeros vem sendo estudadas devido as diversas aplicagcbes no campo de
engenharia e biomedicina. Uma das técnicas utilizadas envolve a imersdo de uma
membrana de celulose bacteriana em uma solu¢ao contendo um biopolimero disperso
em um solvente, o qual foi relatada por diversos autores. (ALBUQUERQUE et al, 2020;
KUMAR et al, 2019; BARUD et al, 2013).

Recentemente, Albuquerque et al 2020, preparou uma blenda de biopolimeros
através da dispersao de Poli-Hidroxibutirato (PHB) em uma membrana de celulose
bacteriana previamente purificada. Resultados obtidos por diversas técnicas de
caracterizagdo, incluindo Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), demonstraram
que o PHB foi incorporado nas fibras da celulose bacteriana, e as analises
termogravimétricas demonstram que houve um aumento na temperatura de

degradacao da blenda polimérica, indicado um aumento da estabilidade do material.
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Barud et al 2013, avaliou os efeitos da incorporagao de Policaprolactana em
celulose bacteriana pela técnica de imersao da membrana de celulose bacteriana no
polimero dissolvido em cloroformio. Por meio da técnica de Difracdo de Raio-X (DRX)
verificou-se uma melhora na transparéncia da blenda polimérica e por analises de
propriedades mecanicas, houve um aumento no alongamento do filme quando
comparado a membrana de celulose bacteriana isolada, sendo essa uma propriedade
importante para utilizagdo da blenda polimérica em filmes para embalagens de
alimentos.

A utilizacdo das nanofibras de celulose bacteriana como material de reforgo
vem sendo amplamente estudada, visto as melhorias nas propriedades mecanicas
que podem ser observadas quando associadas a biopolimeros (GHALIA et al, 2012;
TSALAGKAS et al, 2016; PANAITESCU et al, 2017).

Ja Ghalia et al 2012, avaliou as alteragdes nas propriedades do copolimero
Poli acido latico / Polietileno Glicol através da incorporagao de nanofibras de celulose
bacteriana em diferentes fragcbes massicas. Os resultados obtidos demonstram um
aumento nas propriedades mecanicas de resisténcia a compressao e através de
Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) houve um aumento nas
temperaturas de transicdo da blenda polimérica com o aumento da fragdo massica de
celulose bacteriana.

Costa et al 2017, preparou uma blenda de nano cristais de celulose bacteriana
através da hidrolise com acido sulfurico e incorporou em uma matriz de PLLA. Sob a
concentracao de reforco de 5,0% de nano cristais de CB, houve um aumento na
estabilidade térmica do material, com um incremento de 10,4 °C na Tonsetz quando
comparado ao PLLA puro.

Tsalagkas et al 2016, avaliou a produgéo de nanofibras de celulose bacteriana
através da técnica de sonicacdo. Os autores produziram filmes realizando diferentes
tratamentos de purificagédo da CB, em diferentes intervalos de tempo de sonicagao e
com diferentes concentracbes de CB no solvente, avaliando os resultados obtidos
através de analises das propriedades morfolégicas, estruturais e térmicas. Os
resultados obtidos demonstraram que as condigcdes ideais de operacao foram através
da frequéncia de 20 kHz, durante o tempo de sonicacédo de 30 min e na concentracao
de 0,1% em massa.

Ja Panaitescu et al 2017, obteve nanofibras de CB através da desintegragéo

mecanica das peliculas de CB e incorporou em uma matriz de PLLA através do
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processo de fusdo e extrusdo. Os resultados obtidos demonstraram que a
incorporacao de diferentes quantidades de nanofibras de CB (0,5%, 2,0% e 5,0%)
apresentaram uma melhora nos resultados de propriedades mecanicas e aumento na
estabilidade térmica da blenda polimérica. Com a adigdo de 2,0% em peso de
nanofibras, houve um aumento de 22% na propriedade mecéanicas (Modulo de Young
e resisténcia a tracao), visto a rede formada pela incorporagdo das nanofibras,
caracterizadas através de microscopia de for¢ca atbmica.

O método de sonicacdo para producdo de nanofibras de CB também foi
explorado por Ruka et al 2014, através da dispersao em cloroféormio e posterior
incorporacgao de 2,0% em peso de nanofibras de CB em poli-3-hidroxibutirato. Os
autores avaliaram o impacto nas propriedades mecanicas do filme, quando
comparado ao poli-3-hidroxibutirato puro. O mddulo de Young apresentou um
aumento de 59% e um aumento de 43% na resisténcia a tragcdo. Corroborando que as
nanofibras de CB apresentam viabilidade como material de reforco para matriz
polimérica.

Em escala laboratorial, a técnica de solvent casting € amplamente empregada
para a produgao de biofilmes, apresentando bons resultados. Esta técnica se baseia
no espalhamento de uma solugdo precursora da amostra sobre um substrato,
geralmente de vidro, o qual € submetido a evaporagdo do solvente e consequente
formacéo do filme através da deposi¢cdo do polimero sobre o substrato. Durante a
técnica, o controle da espessura do filme é necessario, de modo a evitar diferencas
de espessura.

Outro ponto que apresenta impacto direto nas propriedades mecanicas e de
permeabilidade a vapor de agua consiste na espessura dos filmes poliméricos
(SIRACUSA et al, 2015. FARAH et al, 2016; LIM et al, 2008). Quanto maior a
espessura de um filme maior a taxa de permeabilidade ao vapor de agua. Isso pode
ser explicado teoricamente pela lei de difusao de Fick e a lei de sor¢ao de Henry, a
taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) de um filme plastico varia com o
inverso da sua espessura, enquanto a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) deve
ser constante (CUQ et al, 1996).
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3.4 Embalagens inteligentes

As embalagens plasticas vém sendo amplamente adotada no estilo de vida
das pessoas em virtude da sua variabilidade, baixo custo e caracteristicas desejadas
que desde a década de 40 vem substituindo produtos produzidos por papel, vidro e
metal (THAKUR et al, 2018). Em nosso dia a dia, temos inumeros objetos derivados
de plasticos, tais como roupas, brinquedos, carros, eletrénicos, produtos de saude e
materiais de embalagem, tanto para medicamentos quanto para alimentos. A industria
de alimentos € o principal usuario no setor de embalagens, e hoje responde por 40%
de toda o plastico produzido. (ABIPLAST et al;, 2021).

As atuais tendéncias de produg¢ao de embalagens para alimentos, associadas
as exigéncias dos consumidores de reduzir o desperdicio alimentar e o impacto dos
residuos gerados, vem levando ao desenvolvimento de embalagens inteligentes. Tais
sistemas, sdo capazes de fornecer funcionalidades, que permitem a protecao fisica
aos alimentos contra fatores externos indesejados, além de permitir uma interagao
com o ambiente alimentar de maneira controlada e de facil percepgéo pelo usuario
final (FIROUZ et al, 2021).

Varios estudos vém sendo realizados sobre o desenvolvimento de novos
sistemas de embalagens inteligentes, que possam desempenhar um papel ativo na
preservagao de alimentos. O uso de compostos bioativos em sistemas de embalagem
€ um dos métodos mais eficazes para preservar a qualidade dos alimentos e melhorar
a seguranca alimentar (KALPANA et al, 2019). Portanto, estudar sistemas de
embalagens ativas, com base em matrizes poliméricas que apresentam baixo impacto
ambiental, vem crescendo ao longo dos anos (JIN et al, 2008).

Nesses estudos, um ponto importante a ser avaliado consiste na toxicidade
destes materiais, 0 que requer que sejam aprovados em rigidas regulamentacdes, néo
sO da molécula da matriz, como qualquer um dos componentes adicionados ao
sistema de embalagem, que possa interferir ou apresentar impacto ao usuario final
(LOPEZ et al, 2006). Em virtude da criticidade dessas avalia¢cdes, houve um aumento
no estudo de indicadores inteligentes que sao sensiveis, compactos, baratos, faceis
de manusear, com baixa toxicidade e facilmente escalaveis em escala industrial para
producgéao industrial (EZATI et al, 2019).

Um indicador ou sensor quimico geralmente é composto de um pigmento ou

corante sensivel, ligado a uma matriz polimérica. Esses componentes sao
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imobilizados através da adsorcao fisica, ligados covalentemente ou fisicamente
aprisionados na matriz (POURJAVAHER et al, 2017). Os pigmentos naturais sao mais
utilizados ao invés de seus analogos sintéticos, visto que os pigmentos e corantes de
origem sintética apresentam ameaga a saude humana em virtude da sua toxicidade
(BALBINOT et al, 2019; CHOI et al, 2017).

O PLLA é considerado um biopolimero promissor, devido as suas
caracteristicas de boa biodegradabilidade, biocompatibilidade, alta transparéncia,
boas propriedades mecanicas, moderada resisténcia a agua e disponibilidade
comercial a um preco razoavel (TAWAKKAL et al, 2014; VATANSEVER et al, 2019).
Este polimero pode ser utilizado para superficies em contato com alimentos, sendo
reconhecidamente seguro, porém devido as caracteristicas como baixa estabilidade
térmica e fragilidade, seu uso acaba sendo limitado em aplicacbes de embalagens
para alimentos (HARADA et al, 2007; RISYON et al, 2020). O reforco com celulose
bacteriana vem sendo amplamente estudado, e apresenta resultados positivos na
melhora das propriedades mecanicas e na estabilidade térmica do polimero.

A Curcumina consiste em um composto natural e bioativo oriundo da raiz da
Curcumina longa, também conhecida como agafrao. Além da utilizagdo como corante
e aromatizante no processamento de alimentos, também vem sendo estudada e
utilizada no tratamento de diversas doengas (HEWLINGS et al, 2107). A Curcumina
vem atraindo a atencdo dos pesquisadores devido as suas caracteristicas e
aplicagdes farmacoldgicas, além de fungdes ativas em embalagens inteligentes para
alimentos (SHARMA et al, 2005; FEREYDOUNI et al, 2019; ROY et al, 2020).

A incorporagdo da curcumina em biofilmes utilizados para embalagens de
alimentos aumenta a biodisponibilidade e a estabilidade do composto frente as
condigbes ambientais, permitindo que a embalagem monitore a qualidade dos
alimentos. Assim, € possivel potencializar a atividade bioldgica do composto ativo por
meio de diferentes estratégias, que vem sendo amplamente estudadas por diversos
pesquisadores (ALIABBASI et al, 2021). Uma das formas de avaliar essas atividades,
€ através da interagdo que geralmente ocorre entre um produto quimico de origem
alimentar, decorrente do nivel de degradagcdo do alimento, em contato com outro
elemento presente na embalagem, que assume um papel de sensor, introduzindo
mudangas visiveis na cor da embalagem, fornecendo desta forma informagdes visuais

sobre o frescor do alimento em tempo real (EZATI et al, 2019).
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Com isso, indicadores de base bioldgica, sustentaveis e biocompativeis que
permitam a detecgcdo sao sistemas promissores para uso como indicadores
inteligentes em embalagens para alimentos. A curcumina apresenta-se como um
produto ecologicamente correto, de origem vegetal, e que pode ser utilizado como um
indicador colorimétrico aplicavel na industria de embalagens inteligentes para
alimentos, que pode ser produzida em grande escala. (CVEK et al, 2022; ALIABBASI
et al, 2021).

3.5 Curcumina e sua utilizagao como indicador inteligente para embalagens de
alimentos

A curcumina ([1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona]),
possui peso molecular de 368,385 g/mol e é sdlida a temperatura ambiente. Possui
baixa solubilidade em agua, o que limita a sua administragao oral, além de reduzir a
sua biodisponibilidade. A Curcuma longa L. é uma planta herbacea da familia
Zingiberaceae, nativa da india, onde foi originalmente utilizada na preservagéo de
alimentos e como tempero culinario (UPTON et al, 2011).

Sua solubilidade é maior em solventes polares como o etanol (10mg/mL)
(BAGHERI et al, 2020; LOPEZ et al, 2020). A temperatura de processamento da
curcumina nao deve exceder 190°C, visto que ela possui instabilidade em altas
temperaturas, além de sofrer degradacao hidrolitica (CHEN et al 2014).

As propriedades funcionais da curcumina estao principalmente associadas a
sua estrutura molecular conforme a figura 5. A Curcumina é reconhecida como um
poderoso agente antioxidante, que possui caracteristicas curativas multidimensionais
para varias doengas, que vem sendo atribuidas a existéncia de grupos orto-metoxi em

sua estrutura molecular (GOEL et al, 2008).
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Figura 5 Estrutura molecular da Curcumina
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Fonte: Goel (2008)

A estabilidade da curcumina em solugdo aquosa depende do pH, com um
ponto de corte 6timo variando de pH 1 a 6, visto que a curcumina muda de coloragao
para vermelho, na forma carregada (pH entre 1 a 7), pois os grupos hidroxila fendlicos
da curcumina reagem com grupos hidroxila, e como resultado, produzem o anion
fendxido, que gera essa alteracdo de coloracdo (PRIYADARSINI et al, 2009;
ALIABBASI et al, 2021). Essa propriedade torna a curcumina um indicador ideal para
embalagens inteligentes de alimentos, visto a possibilidade de monitorar a qualidade
de frutos do mar, como peixes e camardes (AGUILAR et al, 2010); CVEK et al, 2022).

A mudanga no pH e comumente considerada como indicador por reconhecer
o crescimento bacteriano. As mudancgas neste fator, bem como a produgao de diéxido
de carbono e amoénia durante a deterioragao dos alimentos, principalmente em frutos
do mar, podem ser detectadas através da utilizagdo da curcumina. Assim, varios
estudos vém sendo conduzidos para desenvolver sistemas de embalagens
inteligentes a base de curcumina (WANNAWISAN et al, 2018; PACQUIT et al, 2007;
NOPWINYUWONG et al, 2010).

Chen et al, 2010 estudou o impacto de membranas poliméricas a base de PLA
incorporadas com Curcumina, produzidas através da técnica de eletrofiacdo. Ele
adicionou diferentes quantidades de curcumina (1,0%, 3,0% e 5,0% em peso) de
modo a avaliar as propriedades dos filmes.

Reddy et al, 2019, produziu diversas amostras de filmes a base de PLA
reforcados com curcumina, com variacédo de 1 a 20% em peso através da técnica de
extrusdo de rosca dupla. Em sua avaliacdo, a adicdo de curcumina nos filmes
apresentou resultados de aumento nas propriedades de barreira a oxigénio, vapor de
agua, além de aumentar o bloqueio a luz UV.

Ja Latos et al, 2020, realizou testes com varios tipos de corantes naturais,
incluindo a curcumina, como indicador de mudanca de coloragdo em filmes para

embalagens inteligentes para alimentos, produzidos através da técnica de extrusao.
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Nos resultados obtidos, foi possivel identificar uma mudanca na coloragcéo natural dos
filmes quando expostas a radiacao UV, sem alteracdo nas propriedades mecanicas
da matriz poliméricas.

Cvek et al, 2022, avaliou a incorporagao da curcumina em uma matriz de PLA
e PPC (poli propileno carbonato) através da técnica de produgdo por extrusao e
compressao dos filmes. Os resultados demonstram que a capacidade de detecg¢ao do
vapor de NHs foi observada, de um tom amarelado para vermelho, observado a olho
nu. As peliculas produzidas também foram submetidas a um teste avaliagdo da
eficiéncia do indicador curcumina na deterioracdo de camardes ao longo do tempo,
sendo demonstrado a mudanca de cor de amarelo para laranja claro.

Ma et al, 2017, avaliou a influéncia da incorporagdo da curcumina em filmes
de PVA (poli vinil alcool) através da identificacdo de NH3. Alteragdes de cor nos filmes
foram identificadas dentro de 1 a 3 minutos, o que foi favoravel em ambientes com
umidades relativas maiores. Além disso, em teste de identificacdo através da
deterioragdo de alimentos, o qual foi utilizado camarao, foi verificado que a mudanca
de coloracgao foi percebida a olho nu, indicado a aplicabilidade da curcumina como

sensor de embalagens inteligentes para industria de alimentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Abaixo estao descritos os recursos necessarios para realizagao deste projeto.

4.1.1 Matérias-primas

Utilizou-se as seguintes matérias-primas e solventes:
Poli “L-acido” latico (Natureworks®, Brasil, com referéncia comercial Ingeo
Biopolymer 4043D);
Celulose Bacteriana oriunda da fermentacdo de Kombucha;
Curcumina (Curcumina longa) (Sigma Aldrich®, Brasil, com referéncia
comercial C1386-10G);
Tetrahidrofurano (PA, VETEC®);
Alcool Etilico (PA, VETEC®).

4.1.2 Equipamentos

Agitador mecanico, MS-H280-PRO, DLAB®;

Cuba de ultrasom CRISTOFOLI®,

Sonicador Eco-sonics QR5009;

Liofilizador L101, LIOTOP®;

Ultrafreezer, COLDLAB®,

Mesa Agitadora orbital digital, THOTH®;

Maquina universal de ensaio de 50kgf, BIOPDI®;
Espectrometro Frontier, PERKIN-ELMER®;

Microscépio Eletrénico de Varredura MEV, VEGA 3 TESCAN®;
Calorimetro DSC, METTLER TOLEDOQ®;
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4.2 Métodos
4.2.1 Metodologia de prepare dos biofilmes

Abaixo estdo descritas as metodologias utilizadas no desenvolvimento

experimental deste trabalho.

4.2.1.1Preparo da pelicula de celulose bacteriana

A celulose bacteriana (CB) utilizada neste trabalho foi obtida a partir do
processo de fermentagao pela cultura starter de Kombucha (SCOBY), e foi fornecida
gentilmente por um produtor industrial localizado em Toledo — Parana.

Através de um meio de cultivo (SCOBY) contendo 7,0 % (m/v) de sacarose
comercial grau alimenticio e 0,5% (m/v) de extrato de cha verde da planta Camelia
sinensis, oriundo da técnica de fermentacao estatica pelo periodo de 14 dias na
temperatura de 28°C, 400 mL do meio de cultivo foi adicionado em bandejas de vidro
de 2,0L, obtendo a celulose bacteriana.

ApoOs este periodo, as membranas de CB obtidas foram separadas do meio
de cultivo e purificadas conforme metodologia utilizada por Albuquerque e
colaboradores, 2020. O processo de purificacdo das membranas de CB, ocorreu
através da imersao em uma solugéo de NaOH a 4% (m/m), no qual as peliculas eram
mantidas submersas pelo periodo de 2 horas ininterruptas, sendo prensadas
manualmente entre duas folhas de papel absorvente, a fim de remover uma fragao da
fase liquida da membrana. Este processo foi repetido por 03 vezes conforme
metodologia. Apds o processo de purificagdo com NaOH a 4% (m/m), as membranas
de CB foram armazenadas em béquer contendo uma solug¢ao de Etanol a 50% (m/m),

a fim de garantir sua conservacao e evitar contaminagao microbioldgica.

4.2 1.2 Preparo de nanofibras de celulose bacteriana

Na figura 6 temos a esquematica adotada para a producao das nanofibras de

celulose bacteriana.
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Figura 6 Etapas do processo de produg¢do das nanofibras de celulose bacteriana
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Fonte: Autoria propria (2023)

As membranas de CB purificadas e armazenadas em solugcédo de Etanol a
50%(m/m), foram submetidas ao processo de lavagem com agua destilada e
prensagem manual entre duas folhas de papel absorvente de modo a remover a
solugao de Etanol a 50% (m/m). Esse processo foi repetido, até que o pH da solugéo
de agua destilada de lavagem atingisse 7,0, conforme metodologia de Abral e
colaboradores, 2018.

As peliculas de CB previamente prensadas foram cortadas com auxilio de
uma tesoura em pedacgos nas dimensdes de 2 mm de comprimento por 2 mm de
largura. As amostras foram entao adicionadas em um béquer contendo 60 mL de agua
destilada, sendo entao realizado o processo de sonicacdo conforme metodologia de
Abral e colaboradores, 2018. No processo de sonicacao foi utilizado uma
microponteira de titanio de 4mm na poténcia de 80% por 60 minutos. A solucao
contendo a CB foi envolvida por um banho de gelo, conforme Figura 7, para evitar o
aquecimento da agua durante o processo de sonicacao, em virtude da energia cinética
gerada neste processo, que pode vir a afetar a estrutura da CB, conforme metodologia
de Tsalagkas et al, 2015.
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Figura 7 Processo de sonicagao com banho de gelo

Fonte: Autoria prépria (2023)

ApoOs a etapa de sonicagdo as amostras foram alocadas, com auxilio de um
béquer envolto e fechado com papel aluminio, em uma cuba de ultrassom marca
Crist6foli® e, foram submetidas a uma frequéncia ultrassonica de 42 KHz durante 8
minutos. O processo de ultrassom foi realizado com a finalidade de desfazer os
aglomerados de nanofibras de celulose bacteriana.

As amostras produzidas a partir da etapa de sonicacdo foram entdo
congeladas em um ultrafreezer na temperatura de -58°C por 03 dias. Apos isso,
utilizando um liofilizador de bancada modelo L101 da marca LIOTOP® as amostras
foram liofilizadas para obtencdo das nanofibras de celulose bacteriana conforme
Figura 8.

4.2 1.3Preparo de biofilme de Poli “L-acido” latico puro

Inicialmente, com auxilio de uma balanga analitica de preciséo, foi pesado
0,787 gramas do biopolimero PLLA em um béquer de 50mL juntamente com 15,77
gramas de solvente THF, na proporgao de 1:20 (g/g). Posteriormente, com auxilio de
um agitador magnético, o biopolimero foi dissolvido utilizando a velocidade de
agitacado de 450 rotagdes por minuto, sob aquecimento constante a 55°C durante 1

hora.
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Apos solubilizagdo completa do PLLA, a solugao foi vertida sobre duas placas
de Petri de vidro, de 100 mm de diametro e 15 mm de altura em quantidades
equivalentes. As placas foram fechadas com suas respectivas tampas e foram
mantidas em repouso por 48 horas em local com sistema de exaustao adequada para
evaporagao lenta e constante do solvente, resultando na formagao do biofilme de
PLLA conforme Figura 9.

Figura 8 Filme produzido de puro

Fonte: Autoria prépria (2023)

4.2 .1.4Preparo do biofilme de poli “L-acido” latico com reforco de nanofibras de
celulose bacteriana

Para este trabalho foi definido avaliar o impacto da incorporacao de diferentes
quantidades de nanofibras de celulose bacteriana nos biofilmes de PLLA. Sendo estas
as condig¢des de incorporagao de 0,5% (g/g), 2,0% (g/g) e 5,0% (g/g) de nanofibras de
celulose bacteriana com relagdo ao PLLA em massa (g/g).

Na figura 10 temos o esquema de produgado adotado para a produgao dos
biofiimes de poli “L-acido” latico com a incorporacdo de nanofibras de celulose

bacteriana.



39

Ifi_gura 9 Processo de produgdo dos biofilmes
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Conforme descrito anteriormente, para a producao de 02 biofiimes de PLLA,
foi adotado a quantidade de 0,787 gramas de PLLA e a razao de solvente THF em
1:20 em m/m para cada quantidade incorporada. Assim, para atendermos as
concentracbes acima, foram pesadas as quantidades de nanofibras de celulose

bacteriana (NFCB) descritas na tabela 1.

Tabela 1 Quantidade pesada de nanofibras de celulose bacteriana (NFCB)

Amostra Quantidade NFCB (g) Quantidade NFCB (mg)
PLLA + 0,5% NFCB 0,003935 3,935
PLLA +2,0% NFCB 0,01574 15,74
PLLA +5,0% NFCB 0,03935 39,35

Fonte: Autoria prépria (2023)

As quantidades em massa de NFCB pré-determinadas na Tabela 1 foram
entao dispersas em THF para produzir as amostras 1, 2 e 3. Cada solugao foi entao
sonicada por 30 minutos e 80% da poténcia, com uso de banho de gelo (Figura 7).

Ap0ds o processo de sonicacdo a amostra foi reservada.
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A solugdo de PLLA, conforme descrito no item 4.2.1.3, e a suspenséao de
nanofibras de celulose bacteriana 1, 2 e 3 foram misturadas com auxilio de um
agitador magnético, 450 rotagdes por minuto, sem aquecimento durante 30 minutos.
Apos isso, a solucao final foi vertida sobre 2 placas de Petri de vidro, de 100 mm de
diametro e 15mm de altura em quantidades equivalentes. As placas foram fechadas
com suas respectivas tampas e foram mantidas em repouso por 48 horas em local
com sistema de exaustdo adequada para evaporacao lenta e constante do solvente,
resultando assim na formacdo do biofime de PLLA e nanofibras de celulose
bacteriana.

Os filmes com diferentes concentragdes de nanofibras de celulose bacteriana
obtidos apds a secagem do solvente estdo mostrados na imagem da Figura 11.

Figura 10 Biofilmes de PLLA com incorporacido de NFCB. a) Incorporagao de 0,5% b)
Incorporacgao de 2,0% e c) Incorporacgao de 5,0%

Fonte: Autoria prépria (2022)

4.2 .1.5Preparo dos biofilmes com curcumina através de imersao das peliculas

Em um béquer, foi preparado a solugdo de curcumina, na qual foram
adicionados 50 mL de alcool etilico e 250 mg de curcumina a qual foi mantida em
agitacao por 30 minutos e 450 rpm.

Amostras de cada um dos 04 biofilmes produzidos foram cortadas nas
dimensdes de 10mm x 30mm e adicionadas em um Erlenmeyer de 250mL. Em cada
Erlenmeyer foram adicionados 12,5mL da solugdo de curcuma em alcool etilico, de
modo a manter as amostras imersas. Utilizando uma mesa agitadora orbital digital
utilizando uma velocidade de 120 rpm, as amostras foram mantidas pelo periodo de
48 horas na temperatura de 25°C. Apds esse periodo, as amostras foram lavadas com
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agua destilada, e armazenadas em um dessecador. Na figura 12 temos os detalhes
dos biofilmes produzidos apds a imersdao em Curcumina e alcool etilico.
Figura 11 Amostras dos biofilmes apés imersdao em solugédo de Curcumina e etanol. a) biofilme

de PLLA + Curcumina b) Biofilme de PLLA + 0,5% NFCB + Curcumina c) Biofilme de PLLA + 2%
NFCB + Curcumina d) Biofilme de PLLA + 5% NFCB + Curcumi

Fonte: Autoria propria (2023)

4.2.2 Caracterizagao dos biofilmes de poli “L-acido” Iatico puro e de poli “L-acido” latico
e nanofibras de celulose bacteriana

Abaixo estdo descritas as metodologias utilizadas na caracterizacdo das

amostras produzidas neste trabalho

4.2.2.1 Andlise por Calorimetria de Varredura Diferencial Exploratéria (DSC)

Essa analise teve por finalidade determinar a temperatura de transicao vitrea
(Tg), de cristalizagédo (Tcc) e de fusdo (Tm) dos compdsitos além da temperatura de
degradagao do material. As amostras foram individualmente pesadas em cadinho de
aluminio com tampa furada de 40 pL. Foram realizadas duas varreduras sob fluxo de
50 mL.min"' de N2, sendo a primeira de varredura com uma taxa de aquecimento de
10°C/min entre 30 e 200°C e a segunda varredura com uma taxa de aquecimento de
10°C/min entre 30 e 100°C.

Os valores de Tg, Tee, Tm € AHm® foram determinados com o software
ORIGIN® versao 2023b. Também foi avaliado o grau de cristalinidade (Xc) da amostra,
para o calculo, a Equagéo 1 (Soroka, 2008) foi utilizada:
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AHp,

X. =
¢ AHpmo

x 100% EQ1

Onde:

e Xc = grau de cristalinidade

e AHm = entalpia de fusdo experimental (J/g)

e AHn° = entalpia de fusdo supondo polimero 100 % cristalino (J/g) = 93,6 J/g
(valor padrao)

4.2.2.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

Foram realizadas as analises no espectrometro no modo Universal ATR
(Attenuated Total Reflection) Sampling Accessory, com resolugdo de 2 cm,
realizando 16 varreduras para cada espectro na regido entre 4000 e 650 cm™' e
analisado os resultados utilizando o software Spectrum ES licenciado por Perkin-

Elmer, Inc.

4.2.2.3Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para caracterizagdo da morfologia das superficies dos biofilmes produzidos
foi utilizado um Microscépio Eletrénico de Varredura de modo a avaliar a dispersao
das nanofibras na matriz polimérica.

As amostras foram recobertas com Au-Pd, em uma metalizadora Quorum®
SC7620, visto que os biofilmes ndo conduzem eletricidade, desta forma permitindo a

interagcéo dos elétrons e consequente visualizagao das micrografias.

4.2.2.4Analise de Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um espessimetro
mecanico Mitutoyo com precisdo de 0,001 mm, através da média aritmética de 05
medidas aleatérias da superficie do filme.

4.2.2.5Analise de Propriedades Mecéanicas

Para caracterizacao das propriedades mecanicas dos biofilmes de PLLA e de

PLLA com incorporacdo de NFCB nas proporg¢des de 0,5% (9/9), 2,0% (g/g)e 5,0%
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(g/g), foram determinados o modulo de elasticidade de Young (E), a resisténcia a
tracdo maxima (MPA) e o alongamento a ruptura (%) de acordo com ASTM D882
(2018).

As amostras foram cortadas em tiras retangulares de 10 mm x 50 mm. A
espessura média dos filmes foi de 0,08 mm. O ensaio de tragdo foi realizado a
temperatura ambiente a uma velocidade de 5 m/min e uma carga estatica de 0,5 N

utilizando uma maquina de ensaio universal (BIOPDI) conforme norma ASTM D882.

4.2.2.6 Analise da Permeacao a Vapor d’agqua (PVA)

Foram realizadas analises gravimétricas para avaliagdo da permeabilidade a
vapor d’agua (PVA) conforme norma ASTM E96 /E96M-16 de maneira comparativa
para os biofilmes de PLLA puro e PLLA com nanofibras de celulose bacteriana nas
trés concentragdes avaliadas. A analise consistiu na utilizagdo de uma capsula de
vidro (célula de permeacgé&o), no qual na abertura superior foi inserido o corpo de prova
e fixado com um uma tampa utilizando graxa de silicone (para auxiliar o sistema de
vedacao) e gaxeta de borracha de modo a garantir que a migracdao de umidade
ocorresse exclusivamente através do biofilme. As células com biofilmes vedados
contendo agua destilada foram colocadas em dessecador com silica conforme Figura
12, sendo utilizado um termo-higrémetro para avaliagdo da umidade relativa no interior
do dessecador.

Figura 12 Representacao do sistema adotado para determinagao da PVA dos biofilmes
produzidos

Célula de permeacéo
E Agua destilada

0000000000008 Sica

Dessecador

Fonte: Autoria prépria (2022)
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O peso de cada célula foi determinado em balanga analitica com resolugao
de 10 g a cada 24 horas. Foi avaliado nos testes filmes com espessuras médias de
0,08 mm, gerando um grafico de perda de massa em fungédo do tempo.

O coeficiente de Taxa de permeabilidade de vapor de agua foi obtido conforme
a equagao 2.

TPVA = EQ2

m
c "

TN

Com base na Taxa de permeabilidade de vapor d’agua do material
determinada pela equacao 2 e com a diferengca de umidade relativa no interior da
célula e dentro do dessecador, através da equacdo 3 foi determinado a
Permeabilidade de vapor d’agua de cada biofilme.

TPV Axe

PVA= ———— EQ3

P, (HR1—HR3)

Onde:
e m/t: coeficiente angular de perda de massa em funcéo do tempo;
e A: area de permeacéo;
e P.: pressao de vapor de saturagédo na temperatura do estudo;
¢ HR1: humidade relativa da capsula;
¢ HR2: humidade relativa do ambiente;
e TPVA: taxa de permeabilidade de vapor de agua ;

e PVA: permeabilidade de vapor de agua.

4.2.2.7 Andlise da Permeac3o a Oleo e Gordura

Foram realizadas analises de permeacgao de oleos e gorduras. As peliculas
de PLLA puro e de PLLA com nanofibras de celulose bacteriana nas trés
concentracdes testadas foram expostas a um material absorvente embebido em
oleo/gordura em uma face e sobre uma placa de vidro esmerilhada, colocada do outro
lado das peliculas. A avaliagao consistiu na verificacdo do tempo necessario para
verificar alteragdo visual (reducdo da disperséao de luz) sobre a placa de vidro

esmerilhada conforme norma ASTM F119 - 2015, representada conforme Figura 14.
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Figura 13 Representagao do sistema adotado para determinagao do tempo de permeacao a
bleos e gorduras dos biofilmes produzido

Peso cilindrico de 50g

Disco de algodédo + simulante

il

1 | Placa de vidro esmerilhada

Fonte: Autoria prépria (2022).

4.2.2.8 Analise de Deteccido de Amodnia

Um teste para detectar vapores de amdnia (NHs) foi realizado de modo a
avaliar a eficiéncia do biofilme de PLLA reforcado com nanofibras de celulose
bacteriana, apds a imersdo em solugao de curcumina, durante a simulagédo de um
processo de deterioragdo conforme realizado por Cvek, 2022. Amostras circulares
com didmetro de 16 mm e espessura de 0,08 mm foram cortadas, fixas em rolhas e
inseridas dentro de frascos que continham uma solugdo aquosa de aménia a 10% em
volume de modo a ficarem suspensas no interior do frasco (sem contato com a
solugéo). Cada frasco foi vedado para evitar o vazamento de vapor de amoénia. Pelo
periodo de 08 horas foi avaliado a mudanca de cor dos biofilmes. A mudanca de cor

dos biofilmes foi avaliada através da escala RGB, com o software COLOR GRAB ®.

4.2.2.9 Analise de Deterioracdo de Alimentos

Um teste de deterioragéo de alimentos foi realizado para avaliar a aplicagéo
pratica do biofime de PLLA reforcado com nanofibras de celulose bacteriana e
curcumina. Amostras circulares com diametro de 16mm e espessura média de
0,08mm foram cortadas e fixadas nas tampas de uma placa de Petri com fita adesiva
dupla face. Camardes frescos da espécie Litopenaeus vannamei (100 g) foram
colocados na placa, que foi vedada com parafilm e armazenadas por 5 dias em

temperatura ambiente. A mudancga de cor dos biofilmes foi avaliada através da escala
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RGB utilizando o software COLOR GRAB ®, comparando com a amostra padrao

mantido em um dessecador.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises por DSC permitem conhecer as transi¢des térmicas que estao
fortemente associadas a estrutura cristalina dos polimeros. Na Figura 14 temos os

termogramas de DSC obtidos dos biofilmes.

Figura 14 Termogramas de DSC das amostras de biofilmes
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os termogramas do Grafico 1 mostram que a incorporagao das nanofibras de
celulose bacteriana apresentou influéncia no comportamento térmico do PLLA. Os
valores de transi¢ao Vitrea (Tg), temperatura de Cristalizagéo (Tcc), temperatura de
Fusao (Tm), entalpia de Fuséo (AHm) e grau de cristalinidade Xc correspondentes sao

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 2 Valores de transicdo térmica obtidos dos termogramas de DSC

Amostra T4(°C)  Tee (°C) Tm (°C)  AHm (JIg) X (%)
PLLA 61,05 97,28 153,37 50,53 53,99
PLLA + 0,5%NFCB 63,63 96,49 152,72 46,68 49,87
PLLA + 2%NFCB 62,10 94,12 152,15 52,07 55,63
PLLA + 5%NFCB 62,92 93,97 152,46 52,90 56,52

Fonte: Autoria prépria (2023)

Valores mais altos de Tg em nanocompdsitos poliméricos geralmente estao
relacionados a mobilidade reduzida das cadeias macromoleculares devido a ades&o
da interface nanocarga/matriz (FRONE et al, 2016).

A redugdo nos valores da Tcc quando comparada ao PLLA puro podem indicar
uma cristalizagéo acelerada dos biofilmes devido ao fato das nanofibras de celulose
bacteriana atuarem como agente nucleante. A influéncia do tamanho das nano cargas
na eficiéncia de nucleacdo em nanocompdsitos ou misturas de PLA tem sido
extensivamente estudada; nanoparticulas menores tém maior eficiéncia de nucleagao
(NIU et al, 2009; ORTENZI et al. 2015). Assim, a redugdo da Tcc pode estar
relacionada tanto a alta eficiéncia do NFCB como agente nucleante quanto a
dispersédo no PLA, que poderia indicar aglomerag¢ao das nanofibras.

A Tm apresentou reducéo nos valores obtidos quando comparados ao PLLA
puro. Isso demonstra a eficiéncia das nanofibras de celulose bacteriana como agente
de nucleacao da matriz do polimero, quanto a sua dispersao das nanofibras no PLLA
(COSTA et al, 2017; PANAITESCU et al, 2017).

Também pode-se verificar um aumento da cristalinidade do PLLA devido a
incorporagao das nanofibras com 2,0% e 5,0% de concentragdo em peso, indicado

atividade nucleante das nanofibras de celulose bacteriana (PANAITESCU et al, 2017).

5.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

As analises por FT-IR permitem estudar a natureza vibracional das moléculas,
as quais podem (em alguns casos) mostrar evidéncias das propriedades cristalinas
dos compostos. Baseia-se na exposi¢cao da amostra a uma radiagao eletromagnética
de comprimento de onda na regiao do infravermelho, mensurando sua absorgao. Esta

absorcdo resulta de modificagbes na energia vibracional da molécula em um
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determinado momento dipolar, o que permite identificar o tipo de ligagao presente
(SKOOG et al, 2002).

Foram avaliadas amostras da pelicula de celulose bacteriana, do biofiime de
PLLA puro e dos biofilmes de PLLA com incorporacao de diferentes quantidades de
nanofibras de celulose bacteriana.

Na Figura 15 é apresentado o espectro de FT-IR da membrana de celulose

bacteriana, onde é possivel visualizar as bandas de vibragao.

Figura 15 Espectro da celulose bacteriana
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Fonte: Autoria prépria (2023)

O espectro de FT-IR da amostra avaliada apresenta as bandas tipicas da
celulose bacteriana. Podem ser observadas para celulose bacteriana pura podem ser
atribuidas a estiramento do grupo OH (3286 cm™" e em 1637 cm'), estiramento CH
de alcanos e estiramento assimétrico CH (2921cm™'), deformagao CH (1399 cm-1) e
deformacgao CO (1160 cm-1 a 1058 cm-1) (ALBUQUERQUE et al, 2019; ATYKYAN et
al, 2020).

Na Figura 16, temos os espectros obtidos para o filme de PLLA puro e os trés
filmes com reforco de nanofibras de celulose bacteriana, sendo filmes com

incorporagao de 0,5%, 2,0% e 5,0%.
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Figura 16 Espectros dos biofilmes de PLLA e de PLLA com incorporagio de nanofibras de
cellulose bacteriana em diferentes propor¢ées adicionadas
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os espectros de FT-IR das amostras avaliadas apresentam as bandas tipicas
do PLLA: Estiramento da ligagdo -C-H- entre 2996 — 2851 cm-', alongamento C=0 em
1750 cm', flexdo simétrica -CH- entre 1384 — 1361 cm™' e um conjunto de vibragdes
de alongamento -C-O- na regido de 1190 — 1080 cm™' (GARLOTTA et al, 2002; LOPEZ
et al, 2017).

Analisando os espectros de IR obtidos para o filme de PLLA puro e com a
incorporagao de diferentes quantidades de nanofibras de celulose bacteriana, nao foi
encontrado diferenga na posigao, intensidade ou proporgao dos picos. Isso pode ser
explicado devido a pequena quantidade de nanofibras de celulose bacteriana
adicionada, que nao permitiu detectar seus grupos funcionais, tal qual exposto na

Figura 16.

5.3 Analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 17 apresenta a imagem da superficie da rede de nanofibras de
celulose bacteriana apds o processo de sonicagdo e secagem por liofilizacdo. E

possivel visualizar uma rede de nanofibras celulose bacteriana arranjadas de forma
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aleatdria. A celulose bacteriana exibiu uma estrutura entrelagada de nanofibras
ultrafinas, com dimensdes entre 130 e 280 nm. Assim como verificado por Abral et al
(2018), as fibras apresentam um didmetro longo e homogéneo.

Figura 17 MEV da amostra de nanofibras de celulose bacteriana. 1.a) Magnitude: 3.910 x 1.b)
Magnitude: 8.960x

b)

15015 M

BI: 8.00 Det: SE | 1 | VEGA3 TESCAN BI: 8.00 Det: SE | 1 VEGA3 TESCAN

SM: RESOLUTION  View field: 53.1 ym 10 pm SM: RESOLUTION = View field: 23.2ym | 5um
SEM MAG: 3.91 kx | Date{m/dly): 06/20/23 UTFPR Toledo SEM MAG: 8.96 kx Date{m/d/y): 06/20/23 UTFPR Toledo

Fonte: Autoria prépria (2023)

Também foi realizado imagens de microscopia eletrénica de varredura da
superficie e superficies fraturadas por congelamento do PLLA puro e dos biofilmes de
PLLA e nanofibras de celulose bacteriana, com as diferentes quantidades
incorporadas, mostrados na Figura 18.
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Figura 18 MEV na regido de fratura das amostras de biofilmes. 2.a) Magnitude: 1.710 x 2.b)
Magnitu_dg: 11.000 x 2.c) Magnitude: 7.960 x 2.d) Magnitude: 7.660 x

a) by _‘ % ( 3-\_,
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Na Figura 18.a temos a estrutura da PLLA puro onde € possivel verificar uma
estrutura apos a fratura relativamente lisa e de superficie consistente, sem apresentar
lacunas, conforme identificado também por Niu et al (2018).

Na Figura 18.b, 18.c e 18.d temos a estrutura do PLLA com incorporagéo de
0,5%, 2,0% e 5,0% de nanofibras de celulose bacteriana, respectivamente. Na Figura
18.b e 18.c podemos visualizar as nanofibras de celulose bacteriana interligadas a

estrutura do PLLA, sendo mais evidente a sua presenca na amostra contendo 2,0%.
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Ja na Figura 18.d, observa-se uma maior densidade de nanofibras no interior do
biofilme.

Luddee et al (2014) avaliou o impacto do tamanho das particulas de celulose
bacteriana na matriz de PLLA, identificando que particulas com dimensdes entre 250
a 300 nm podem apresentar a tendéncia a aglomeragdo conforme o aumento da
quantidade incorporada ao PLLA, tendendo a se manter na superficie do biofilme
levando ao surgimento de orificios que permitem o aumento da taxa de

permeabilidade ao vapor de agua.

5.4 Anadlise da Espessura dos biofilmes e das Propriedades Mecénicas

A espessura é definida como a distancia entre as duas superficies principais
do material e € um dos parametros que influencia as propriedades dos filmes, pois,
conhecendo-se a espessura, € possivel obter informacdes sobre a resisténcia
mecanica, as propriedades de barreira a gases e ao vapor d’agua (CETEA, 1996).

Determinar a propriedade de permeabilidade ao vapor de agua de
embalagens para alimentos € de extrema importancia, pois a agua acarreta reagdes
de deterioracao e crescimento microbiano no produto (JAMSHIDIAN et al., 2016). A
Tabela 3 apresenta os resultados da espessura média (mm) dos diferentes tipos de

filmes obtidos.

Tabela 3 Valores de espessura obtidos dos biofilmes obtidos

AMOSTRA Espessura (mm)
PLLA 0,058 + 0,006
PLLA + 0,5% NCFB 0,056 + 0,007
PLLA + 2% NFCB 0,064 + 0,005
PLLA + 5% NFCB 0,055 + 0,004

Fonte: Autoria prépria (2023)

As diferencas de espessuras dos filmes se justificam pelo fato de que as
condicbes de preparo dos filmes sao dependentes da precisdo manual durante o
preparo pela técnica de solvent casting, obtendo sempre resultados similares
(SIRACUSA et al, 2015. FARAH et al, 2016. LIM et al, 2008).

As propriedades mecanicas (tensdo maxima, alongamento e moédulo Young),
dos biofilmes a base de PLLA e diferentes concentracdes de nanofibras de celulose

bacteriana podem ser observados na Tabela 4:
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Tabela 4 Valores obtidos a partir da andlise de tensdo x deformagéao dos biofilmes obtidos
Alongamento

AMOSTRA Médt'l\'ﬁ,z;’“"g antes da Te"sz;,;gj"“ma
ruptura (%)
PLLA 9,1+06 6,009 187 +3,5
PLLA + 0,5% NCFB 9505 7.9£07 28,909
PLLA + 2% NFCB 107 £0,8 5907 27116
PLLA + 5% NFCB 6,309 45405 9,0+1,9

Fonte: Autoria prépria (2023)

As propriedades mecanicas de tracdo sado uteis para a identificacdo e
caracterizagao de filmes, pois expressam a resisténcia do material ao alongamento e
ao rompimento quando submetidos a tracao.

A tensdo maxima de ruptura, é a tensao de tragcdo maxima que o filme pode
suportar, e a elongacao na ruptura, representa a variagdo maxima de uma amostra
antes da fratura, sdo parametros utilizados para associar certas propriedades
mecanicas as estruturas quimicas dos materiais (OTONI et al., 2014). O médulo de
Young é uma propriedade que esta intrinsecamente correlacionada a deformacéao
elastica dos materiais, que pode ser definido como a resisténcia desse material a
deformacao elastica (CALLISTER, 2016).

A eficacia do reforco das nanofibras de celulose bacteriana pode ser
visualizada através do aumento do médulo de Young em relagao a biofilme de PLLA
puro. O biofilme de PLLA puro apresentou um valor de médulo de Young de 9,1 MPa.
Apos a incorporagao de 0,5% e 2,0%, identificou-se um aumento no valor do modulo
de Young em 4,5% e 17,4%, respectivamente, demonstrando que a incorporagao das
nanofibras aumentou a rigidez do material, contribuindo como um reforgo a matriz de
PLA. Para a incorporacao de 5,0% de nanofibras de celulose bacteriana, o resultado
do modulo de Young reduziu em 30,9% quando comparado ao biofilme de PLLA puro.
Isso pode ser explicado devido a uma possivel aglomerag¢ao das nanofibras na matriz
polimérica.

Painetescu et al, 2017, também observou aumento nos resultados do Médulo
de Young conforme incorporagcéo de uma maior quantidade de NFCB. A incorporacao
de 0,5% apresentou um aumento de 10,4% e a adicdo de 2,0% apresentou um

aumento de 21,4%.
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Na Figura 19 vemos os valores de tensdo maxima e alongamento dos

biofilmes produzidos.

Figura 19 Valores obtidos de Tensao maxima (MPa) e Alongamento (%) dos biofilmes obtidos
40
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Quando submetidos a um estresse mecanico, as cadeias poliméricas
absorvem a energia de diferentes formas. Uma parte dessa energia é absorvida pelo
alongamento das ligagcbes, permitindo assim um alinhamento das cadeias do
polimero, sem que ocorra a ruptura.

Para a analise de alongamento na ruptura, verificou-se que para a adi¢gao de
2,0% e 5,0% houve uma redugéo quando comparado ao PLLA puro. Isso pode ser
explicado visto que com a incorporagao de nanofibras de celulose bacteriana, pode
ocorrer o favorecimento da formagédo e propagacgédo de trincas que levam a uma
quebra precoce das amostras, conforme identificado por Threepopnatkul et al, em
2017, assim como a uma falta de homogeneidade da amostra, favorecendo a
ocorréncia de fraturas precoces no material.

O aumento do modulo de tensdo maxima dos biofilmes com 0,5% e 2,0% de
nanofibras de celulose bacteriana sdo indicativos de aumento da resisténcia do
material. A eficiéncia da incorporacdo como material de reforco na matriz de PLLA tem
sido descrita de modo satisfatorio por Painetescu et al, 2017 e Threepopnatkul et al,
2017).

Painetescu et al, 2017, encontrou resultados similares, no qual através da

dispersdo de nanofibras de celulose bacteriana através do processo de extruséo,
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identificou um aumento da tensdo maxima conforme o aumento da concentragao de
nanofibras incorporadas, no qual foram avaliadas as adi¢gées de 1,0%, 2,0% e 5,0%.

Threepopnatkul et al, 2017, avaliou o impacto da incorporacgao de celulose bacteriana
através da técnica de modificagdo de superficie em uma matriz de PLLA, nas
concentracdes de 1,0%, 2,0% e 3,0%. Ele verificou um aumento na tensdo maxima e
no modulo de Young ocorreu conforme aumentou-se a quantidade de celulose

bacteriana incorporada

5.5 Anadlise da Permeabilidade a Vapor d’agua (PVA)

As propriedades de barreiras sao definidas como a capacidade do material
em resistir a absorgéo ou a evaporagao de gases e vapores, a permeacao de lipidios
e a passagem de luz (SARANTOPOULOS et al, 2002). A migracdo de vapor de agua
€ um dos principais fatores de alteracdo da qualidade sensorial, caracteristicas
microbiolégicas, fisico-quimicas e organolépticas bem como da estabilidade de
estocagem (GONTARD e GUILBERT, 1996; GONTARD et al., 1994). O conhecimento
dos valores de permeabilidade do vapor de agua de uma embalagem € essencial para
entender as aplicagées deste material em fung¢ao do alimento que sera acondicionado.

A espessura média dos filmes foi utilizada para a determinacdo da
permeabilidade e vapor de agua. A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) ocorre
devido a diferenga de umidade relativa (RH) dentro das celas utilizadas. Esta analise
mede a capacidade do vapor de agua em se difundir em uma regido com menor
ambiente de pressao de vapor de agua a partir de uma regiao com maior pressao de

vapor de agua (CHIN et al, 2017). Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de permeabilidade ao vapor de dgua dos biofilmes obtidos
PVA

AMOSTRA Espessura (mm) (g.mm.h-".m-2.kPa-")
PLLA 0,058 + 0,006 48,8 £ 4,7
PLLA + 0,5% NCFB 0,056 £ 0,007 51,7+5,9
PLLA + 2% NFCB 0,064 £ 0,005 67,7144
PLLA + 5% NFCB 0,055 £ 0,004 340,7 £ 21,9

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Figura 20 Valores do PVA dos biofilmes obtidos
400

[ PVA (g.mm.h-".m-> kPa-")|

PLLA PLLA + 0,5% NCFB PLLA + 2% NFCB  PLLA + 5% NFCB
Amostra

Fonte: Autoria prépria (2023)

O biofilme de PLA puro apresentou uma permeabilidade ao vapor de agua de
48,827 g.mm.h-'.m-2kPa-'. Devido as caracteristicas hidrofilicas da celulose
bacteriana, a permeabilidade ao vapor de agua aumentou conforme o aumento da
incorporagao de nanofibras de celulose bacteriana. O biofilme contendo 0,5% e 2,0%
de nanofibras de celulose bacteriana apresentaram uma permeabilidade ao vapor de
agua de 5,98% e 38%, respectivamente, superior ao PLLA puro, enquanto o filme
contendo 5,0%, apresentou uma permeabilidade de quase 600% superior, 0 que
indica que uma possivel falha na homogeneidade da distribuicdo das nanofibras na
matriz polimérica, conforme demonstrado na Figura 20.

No decorrer do processo de permeacao, a difusdo € fungcao da forma, tamanho
e polaridade da molécula penetrante no permeante e na cristalinidade da cadeia
polimérica da matriz (SIRACUSA et al, 2012). Esse aumento do espagamento entre
as cadeias poliméricas em virtude da incorporacao das fibras, podem promover um
aumento na permeabilidade ao vapor de agua através do filme, acelerando a
transmissao de vapor de agua (FAKHOURI et al, 2012).

Neste estudo, verificou-se um aumento na permeabilidade a vapor de agua
através da incorporacao das nanofibras de celulose bacteriana. Isso demonstra que o
aumento do espagamento entre as cadeiras poliméricas provocou maior facilidade
para passagem de agua, aumentando assim a permeabilidade a vapor de agua. Altas
permeabilidade sugerem a utilizagdo desses filmes para acondicionamento de
alimentos frescos, tais como vegetais, que necessitam de uma troca maior de vapor

de agua com o meio externo, a fim de conservar o alimento por um maior periodo.
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5.6 Analise da Permeacao a Oleo e Gordura

A barreira & permeacgao a oleos e gorduras para embalagem de alimentos &
necessaria para evitar a permeacao desses compostos através da embalagem,
podendo comprometer o aspecto visual da embalagem e a ancoragem de tintas,
vernizes e adesivos (SARANTOPOULOS et al, 2017).

Através da metodologia ASTM F119 (2015), foi avaliado o tempo de falha, que
consiste na verificagao do tempo necessario para identificar alteragao visual (redugao
da disperséao da luz), apds expor as amostras a 6leo de gordura vegetal. Na Tabela 5,

temos os resultados obtidos para diferentes espessuras dos biofilmes.

Tabela 6 Efeito da adigao de diferentes quantidades de nanofibras de celulose bacteriana no
tempo de falha da matriz de PLLA

AMOSTRA Espessura Tempo de falha a 40°C (h)

Oleo vegetal
PLLA 0,058 + 0,006 3,75
PLLA + 0,5% NCFB 0,056 £ 0,007 3,25
PLLA + 2% NFCB 0,064 £ 0,005 2,25
PLLA + 5% NFCB 0,055 + 0,004 0,75

Fonte: Autoria prépria (2023)

Nessa avaliacdo, a espessura do material e o tipo apresentam influéncia no
tempo de falha a permeacdo de dleos e gorduras. Sarantopoulos et al (2017)
demonstraram que o tipo de material apresenta maior influéncia quando comparado a
espessura. Na Tabela 6, temos os resultados de tempo de falha para diferentes filmes

a base de petréleo para comparacéao, extraidos da ASTM F119, 2015.

Tabela 7 Efeito da espessura e do tipo de material na permeacao de dleos
Tempo de falha a 40°C (h)

AMOSTRA Espessura . - -
Oleo mineral Oleo vegetal
PEBD 0,0254 0,375 1,58
PEBD 0,0508 0,905 2,3
PP homopolimero 0,0191 17,5 264

Fonte: ASTM F119 (2015)

Conforme demonstrado, a incorporagao das nanofibras de celulose bacteriana
reduziu o tempo de falha do biofilme. Em virtude da caracteristica de aumentar o
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espagamento das cadeias da matriz polimérica, quando maior a concentragao, maior

a taxa de permeacéao do 6leo vegetal verificada.

5.7 Analise de Detecgdo de Amonia

Conforme exposto por CVEK et al, 2022, o principal indicador bioquimico na
deterioracdo de alimentos € o inicio da protedlise bacteriana. Em virtude da presenca
de aminoacidos livre e compostos nitrogenados, como NHs que sdo associados aos
odores nauseantes, de comida podre (JULIETTO et al, 2015; CVEK et al, 2022).

Apos a imersdo dos biofilmes produzidos em uma solugdo de etanol e
curcumina, de modo a promover uma adsorcdo fisica da curcumina, as amostras
foram expostas a uma solugao de hidroxido de amoénia a 10%, da qual o NHs estava
facilmente volatizado. Durante o periodo de 01 hora, foram avaliadas a mudanga de

coloragado em intervalos regulares de 15 min cada conforme a Figura 21.

Figura 21 - Imagens das fotografias dos biofilmes com curcumina expostos a vapor de amonia

Tempo (min)

PLLA

PLLA + 0,5% NFCB

PLLA + 2% NFCB

PLLA + 5% NFCB

Fonte: Autoria prépria (2023)

Como evidenciado na Figura 21, apds a exposi¢ao a vapores de NH3 os filmes
comecgaram a mudar de cor com maior intensidade apds 30 min. Essa mudanca de

tonalidade nos biofilmes foi observada com auxilio de um aplicativo que faz a leitura
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das cores em escala RGB, sendo possivel confirmar a alteragao da tonalidade das
amostras.

Conforme obtido por CVEK et al, 2022, a mudanga na intensidade da cor de
amarelo para laranja avermelhado foi perceptivel sem a utilizagdo de instrumentagéo
adequada. Apés 45 min, a intensidade da coloragao dos filmes aumentou para um tom
avermelhado.

O mecanismo de detec¢ao de vapores de NH3 pode ser explicado em virtude
de o fato das moléculas de agua aderirem as moléculas de curcumina incorporados
aos biofilmes, onde reagem com o vapor de NHs, formando ions NH4* e OH". Os ions
hidroxila reagem com o grupo hidroxila fendlico da curcumina, formando um anion
fendlico de oxigénio. Essa redistribuicdo de elétrons se manifesta através da das
alterac¢des das propriedades Opticas do biofilme (MA et al, 2017).

Em virtude da maior hidrofilicidade da celulose bacteriana, para o biofilme
contendo a incorporagao de 5,0% de nanofibras de celulose bacteriana, foi o que
apresentou maior mudanca na intensidade na coloracao.

Com base no resultado obtido, os indicadores de curcumina incorporados aos
biofilmes com refor¢co de nanofibras de celulose bacteriana sao considerados eficazes
na detecg¢ao de vapores de aménia, sendo a mudanca de cor facilmente perceptivel a
olho nu, quando em contato com alimentos que estdo sofrendo o processo de
protedlise bacteriana. Estudos adicionais como testes de lixiviagdo da curcumina
presente na embalagem podem ser conduzidos futuramente, para confirmar a

aplicacao do biofilme para embalagens inteligentes de alimentos.

5.8 Analise de Deterioragao de Alimentos

A mudancga de cor que ocorre quando a curcumina entra em contato com
componentes volateis a base de amoénia, dimetilaménia e trimetilamina é
desencadeada pela mudanca de pH no ambiente. Esses compostos volateis séo
relacionados a deterioragéo microbiolégica da maioria das proteinas de origem animal
(MA et al 2017; LIU et al, 2018).

Foi conduzido um teste de exposicdo dos 04 biofiimes produzidos com
curcumina, a fim de avaliar o potencial do material de apresentar a fung¢ao de indicador

colorimétrico no processo de deterioragdo de camardes da espécie Litopenaeus
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vannamei. Na Figura 22 temos a imagem do experimento no tempo inicial e apds 05
dias de exposigao.

Figura 22 Camarao utilizado na avaliagdo da deterioragcido do alimento. a) Amostra inicial b)
Amostra apés 5 dias de exposicao

Fonte: Autoria propria (2023)

Os indicadores presentes nas amostras avaliadas mudaram de cor de
amarelo para laranja claro em 5 dias, confirmados através da avaliagéo pela escala
RGB com auxilio de um software, indicando a formacgao de aminas volateis durante a
deterioragdo de camardes que impactaram nessa alteragao, conforme visualizado por
CVEK et al (2022).

Os filmes com maior evidéncia de alteracao de cor foram os biofilmes de PLLA
com adigéo de 2,0% e 5,0% de NFCB. O filme contendo 5,0% de NFCB apresentou-
se mais quebradigo, conforme ja discutido nos resultados obtidos na analise
mecéanica, o que influenciou também a mudanca de coloracdo devido as
caracteristicas hidrofilicas da celulose bacteriana.

Assim, pode-se demonstrar que os biofilmes com indicadores de curcumina
desenvolvidos sdo capazes de sinalizar o processo de deterioragdo microbiana e
mostram grande promessa como um material alternativo para aplicagbes de
embalagens inteligentes. Apesar de isso, otimizagbes futuras relacionadas a sua
sensibilidade sdo necessarias antes da adogdo generalizada pela industria de

alimentos.
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6 CONCLUSAO

Analisando o comportamento térmico do material, verificou-se através das
andlises de Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) que a incorporagdo das
nanofibras de celulose bacteriana reduziu o grau de cristalinidade, temperatura de
fusdo e a temperatura de transicao vitrea dos biofilmes. Também pode-se verificar um
aumento da cristalinidade do PLLA devido a incorporagao das nanofibras com 2,0% e
5,0% de concentragdo em massa, indicado atividade nucleante das nanofibras de
celulose bacteriana.

Na analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), foi possivel avaliar
a dimenséo (130 e 280 nm) e formato fibrilar longo das nanofibras de celulose
bacteriana obtidas pelo processo de sonicagao e liofilizagcdo. Com relagdo aos
biofilmes, foi possivel analisar a estrutura do PLLA e sua incorporagdao na matriz
polimérica com diferentes concentracées de NFCB.

Foi avaliado através da técnica de espectroscopia de infravermelho (FT-IR) a
caracterizagao dos grupos funcionais presente na celulose bacteriana e nos biofilmes
produzidos, e pelos estudos nao foi observada diferenga na posigéo, intensidade ou
proporgao dos picos sendo um indicativo de sua integridade quimica.

Através das analises mecanicas, foi possivel avaliar a eficacia do reforgco da
matriz polimérica resultante da incorporacdo das nanofibras de celulose bacteriana.
Nota-se que houve um aumento significativo de 4,5% e 17,4% no médulo de Young
para os biofilmes com incorporacédo das nanofibras 0,5% e 2,0%, respectivamente,
demonstrando deste modo um aumento na rigidez do material.

Por meio da avaliagdo da permeacgdo a vapor de agua (PVA) foi possivel
avaliar que a incorporagdo das nanofibras de celulose bacteriana afetou a
permeabilidade dos biofilmes em virtude do espagamento das cadeiras poliméricas,
apresentando assim, maior passagem de vapor de agua, demonstrando uma melhor
aplicagao para alimentos frescos que necessitam de maior troca com o meio externo.
A permeagao a 6leos e gorduras também foi avaliada no trabalho e por meio dos
resultados foi possivel notar que houve reducdo no tempo de falha do biofilme
conforme aumento da concentracdo de nanofibras de celulose bacteriana.

Na avaliagdo da aplicagao dos biofilmes para embalagens de alimentos, foi
realizado a adigdo de curcumina para inclusdo de fungao inteligente na embalagem.

Através da analise de deteccao a vapor de amdnia, foi possivel identificar a alteracao
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de coloragao dos biofilmes conforme o aumento do tempo de exposi¢ao indicando
uma alteragdo na tonalidade do biofilme de amarelo para laranja avermelhado. De
maneira comparativa, também foi avaliado a alteracdo de coloracdo mediante a
deterioragdo de alimento, propriamente dito, utilizando como exemplo o crustaceo
camarao da espécie Litopenaeus vannamei, onde verificou-se a alteracdo da
coloragdo amarela para laranja claro apos 5 dias de exposigao.

Diante de todo o exposto, € possivel inferir que a incorporagao de nanofibras
de celulose bacteriana como agente de reforgo ao PLLA apresentou resultados
positivos, que permitem melhorar as propriedades do produto quando comparado ao
PLLA puro. A adi¢gao de curcumina permite tornar o biofilme inteligente, podendo gerar
valor a embalagem ao permitir a aplicagdo como embalagem inteligente para
alimentos que apresentam sinal do estado de deterioracdo, evitando o consumo

acidental pelo consumidor final.
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