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Resumo

O uso de subprodutos ou residuos da indudstria alimenticia como matéria-prima para producao
de embalagens e outras novas aplicacdes tem recebido crescente interesse, tanto pelo apelo
ambiental quanto como forma de aumentar a lucratividade no setor de alimentos. O uso da
polpa de abacate ou do residuo de extracdo de Oleo de abacate como fonte primaria na
producdo de filmes biodegradaveis ainda ndo foi explorado na literatura, apesar do seu
elevado conteudo de proteinas, carboidratos e 6leo. Na producdo do 6leo de abacate, varios
residuos sdo gerados, sendo o utilizado neste trabalho tratar-se da polpa parcialmente
desengordurada e hidratada. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa € utilizar o residuo de
extracdo de 6leo de abacate por centrifugacdo para obtencdo de filmes poliméricos como
material para embalagens. Este trabalho € dividido em trés partes. Na primeira, foram
desenvolvidas sete formulacGes contendo o residuo de abacate, como componente principal, e
amido, glicerol e celulose microcristalina, como componentes estruturantes. Todos os filmes
apresentaram baixos valores de permeabilidade ao vapor d’agua (0,064 a 0,446 gmmm’
2kPa! h™) e valores médios de solubilidade (43,79 & 56,92 %). Os filmes compostos de
amido de mandioca e glicerol apresentaram os melhores resultados mecanicos (tensdo de
ruptura: 2,70 MPa; elongacdo na ruptura: 13,7 %) e propriedades térmicas em intervalo tipico
encontrado na literatura para filmes produzidos a partir de agropolimeros. Na segunda parte
do trabalho, foram desenvolvidas nove formulagdes contendo a polpa de abacate, amido de
mandioca, e acidos citrico ou ascorbico, como aditivos para melhoramento das propriedades
funcionais. A adicdo dos &cidos a matriz teve os seguintes efeitos nos filmes produzidos:
diminuicdo dos valores de permeabilidade ao vapor d’agua, mudanca de coloragdo, efeito
plastificante (&cido citrico), e de reticulagdo (&cidos citrico e ascorbico). Todos os filmes
desenvolvidos apresentaram atividade antioxidante e antibacteriana. Por fim, foram
elaboradas seis formulages contendo a polpa de abacate, gelatina bovina, e &cidos citrico ou
ascorbico. Os filmes apresentaram baixa solubilidade (30 %), valores de permeabilidade ao
vapor d’agua, propriedades mecanicas adequadas quando comparado a outros filmes
biodegradaveis com composicao similar, e atividade antioxidante para todas as formulagdes
desenvolvidas.

Palavras-chave: abacate, residuo, subproduto, filmes comestiveis, filmes biodegradaveis,
embalagens ativas; atividade antioxidante; atividade antimicrobiana, frutas e vegetais.
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Abstract

The use of by-products or waste from the food industry as raw material for the production of
packaging and other new applications has received increasing interest, both for its
environmental appeal and as a way to increase profitability in the food sector. The use of
avocado pulp or avocado oil extraction residue as a primary source in the production of
biodegradable films has not yet been explored in literature despite its high content of proteins,
carbohydrates and oil. The focus of the present work is on the partially defatted and hydrated
pulp obtained by centrifugation, one of the several residues generated in the avocado oil
production. The aim of this research is to use this residue to obtain polymeric films for
packaging material. This work is divided into three parts. In the first, seven formulations
containing the avocado residue as the main component and starch, glycerol and
microcrystalline cellulose as structural components were developed. All films presented low
values of water vapor permeability (0.064 to 0. 446 g mm m™ kPa ! h™") and average solubility
values (43.79 to 56.92 %). The films composed of cassava starch and glycerol presented the
best mechanical results (rupture stress: 2.70 MPa, elongation at rupture: 13.7 %) and thermal
properties in a typical range found in the literature for films produced from agropolymers. In
the second part of the work, nine formulations containing avocado pulp, cassava starch, and
citric or ascorbic acids as additives for improving functional properties were developed. The
addition of the acids produced the following effects on the films: decrease of the water vapor
permeability values, change in coloration, plasticizing effect (citric acid), and crosslinking
(citric and ascorbic acids). All the films developed presented antioxidant and antibacterial
activity. Finally, six formulations containing avocado pulp, bovine gelatin, and citric or
ascorbic acid were prepared. The films presented low solubility (30 %), good water vapor
permeability values, adequate mechanical properties when compared to other biodegradable
films with similar composition, and antioxidant activity for all formulations developed.

Keywords: avocado, residue, by-product, edible films, biobased films, active packaging;
antioxidant activity; antimicrobial activity, fruits and vegetables.
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Capitulo 1 - Introducao

Os impactos ambiental e social sdo variaveis que ganham cada vez mais importancia
quando se pensa sobre 0s processos produtivos e a sua viabilidade como negdcio. Portanto, o
desenvolvimento de tecnologias e solucdes que diminuam os residuos gerados e transformem
esses residuos em subprodutos na mesma cadeia produtiva torna-se cada vez mais

interessante.

O uso de subprodutos ou residuos da industria alimenticia como matéria-prima para
producdo de embalagens e outras novas aplicagdes tem recebido crescente interesse tanto pelo
seu apelo ambiental quanto por seu potencial como forma de aumentar a lucratividade nos
processos industriais. Nesse sentido, filmes e revestimentos biodegradaveis e/ou comestiveis
produzidos a partir de biopolimeros sdo de especial interesse como alternativas para
embalagens plésticas, considerando sua rapida degradabilidade e o fato de virem de fontes

renovaveis.

As embalagens a base de biopolimeros podem ser produzidas a partir de produtos
agricolas ndo processados ou subprodutos da industria alimenticia, incluindo proteinas,
lipidos, polissacaridios, resinas e suas combinagdes. Os filmes a base de proteinas e/ou
polissacaridios costumam apresentar boa barreira a gases, porém devido ao seu carater
hidrofilico podem ter maiores conteudos de umidade e valores de permeabilidade ao vapor
dagua. A mistura desses materiais tem sido estudada como forma de melhorar e modificar as
suas propriedades e dessa forma, viabilizar o uso desses materiais como embalagem. Além
disso, tém-se feito uso da adi¢do de outros componentes (aditivos) como acidos organicos,
para 0 melhoramento das propriedades da embalagem. Esses &cidos tém se revelado
potenciais antioxidantes e antimicrobianos naturais, atendendo a demanda do mercado pelo

desenvolvimento de embalagens ativas.
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Frutas e vegetais, e seus subprodutos de processamento, como frutos maduros,
sementes e casca, estdo entre os materiais cuja utilizacdo como matéria-prima para filmes tem
recebido atencdo crescente na literatura. Isso porque as frutas contém varios biopolimeros,
como proteinas e polissacarideos e, consequentemente, possuem potencial intrinseco para essa

aplicagéo.

A producédo do 6leo de abacate (produto com alto valor agregado) gera uma grande
quantidade de residuos durante o seu processamento. Portanto, torna-se interessante a
investigacdo desses residuos como matéria-prima para o desenvolvimento e fabricacdo de
outros produtos. Dentre as tecnologias utilizadas, a extracdo por centrifugacdo (ou agquosa) é
uma opc¢do para pequenos produtores, uma vez que ndo requer grandes investimentos iniciais.
Ao mesmo tempo, € atraente do ponto de vista ambiental e leva a alta pureza do dleo extraido
e do subproduto do processo devido a ndo utilizacdo de reagentes quimicos durante o
processamento. Este subproduto consiste basicamente em uma polpa hidratada e parcialmente
desengordurada, com grande potencial como matéria-prima para a industria alimenticia e

outras aplicagdes.

Também deve-se destacar a importancia em desenvolver produtos a partir de
alimentos produzidos em baixa escala. Ao utilizar esses alimentos como fontes de produtos
pode-se promover o desenvolvimento sustentavel, impedir o desparecimento da
biodiversidade regional e promover o desenvolvimento econdmico local e social. O abacate é
uma fruta com significativa produ¢do mundial, principalmente no México, onde esta
intrinsicamente ligado a gastronomia e cultura do pais. Porém, ao redor do globo, diversos
cultivares de abacate sdo encontradas, sendo interessante a criacdo de produtos que aumentem
a producdo dessa fruta em outros locais, de forma a evitar o desaparecimento dessas outras

variedades.

Assim, levando em consideracdo a grande quantidade de residuo gerado na producao
de oOleo de abacate, o potencial deste residuo para a producdo de filmes biodegradaveis e o
fato que o uso da polpa de abacate ou do residuo de extracdo de 6leo de abacate para este fim
ainda ndo foi explorado na literatura, o objetivo principal desta pesquisa foi utilizar o residuo
de extracdo de 0leo de abacate por centrifugacdo para obtencdo de filmes poliméricos como
material para embalagens. Para alcancar este objetivo principal, foram especificados os

seguintes objetivos especificos:
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desenvolver filmes biodegradaveis a partir do residuo da extracdo do Oleo de
abacate;

desenvolver filmes a partir do referido residuo aditivado com acidos organicos
e avaliar seu potencial como embalagens antioxidantes e antimicrobiana;
caracterizar os filmes quanto as suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas,
estruturais e de barreira.

testar acidos organicos, gelatina e amido como componentes de formulacdo na

producdo de filmes a partir do residuo da extracdo do 6éleo de abacate.

O presente trabalho apresenta as sessbes de Revisdo Bibliografica e Materiais e

Métodos, seguido da apresentacdo em formato de Artigos, publicado (Artigos 1) e a serem

submetidos a revistas internacionais (Artigos Il e I11), bem como um capitulo de encerramento

tratando das conclusdes e perspectivas futuras.
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2.1. Biopolimeros

Biopolimeros sdo polimeros naturais, copolimeros ou biomoléculas poliméricas
produzidas a partir de matérias-primas de fonte renovavel (Abnt, 2008). Dependendo de seu
modo de producdo e de suas caracteristicas podem ou ndo ser biodegradaveis, toxicos e/ou

comestiveis (Ebnesajjad, 2013).

Em geral, existem trés formas de classificacdo quanto a forma de producdo destes
materiais: (i) através de polimeros naturais (amidos, proteinas, celulose, quitina), que podem
ser modificados (quimica ou fisicamente), mas permanecem estruturalmente intactos em
grande medida; (ii) através de monémeros posteriormente polimerizados obtidos a partir de
processos de fermentacdo ou quimicos convencionais (&cido polilatico, polimeros verdes,
polietileno); e (iii) producéo direta do polimero por microrganismos (bactérias) ou culturas
geneticamente modificadas (polihidroxialcanoatos) (Shen et al., 2009; Babu et al., 2013;
Nakajima et al., 2017).

Esses biopolimeros (biobased polymers) (Vert et al., 2012) podem ou ndo ser
biodegradaveis (Figura 2.1). Considera-se plastico biodegradavel todo aquele material que
sofre degradacdo através da acdo natural de microrganismos, transformando-se em
substancias elementares como dioxido de carbono, agua, metano e biomassa (Shah et al.,
2008; Astm, 2012a). Avérous (2004) classifica os polimeros completamente biodegradaveis
em duas grandes familias: agro-polimeros originarios diretamente de biomassa e 0s
poliésteres biodegradaveis (PLA, PHA, PCL).
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Figura 2.1. Classificacdo de alguns polimeros mais utilizados quanto a biodegrabilidade e & fonte de
matéria -prima.
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Os agro-polimeros tratam-se de polissacarideos, proteinas, lipideos, resinas, tanto de
origem animal quanto vegetal. Eles podem ser obtidos diretamente do produto ndo processado
ou como subproduto da industria alimenticia. Por isso, esses polimeros aléem de serem
geralmente biodegradaveis, podem também ser comestiveis, dependendo do processamento
aplicado e de sua composicéo.

Atualmente, a maior parte das pesquisas relacionadas a estes biopolimeros tém sido
sua utilizacdo como cobertura em alimentos, capsulas, e embalagens rigidas e flexiveis
(Huber e Embuscado, 2009; Elizabeth et al., 2012; Ramos et al., 2012; Ebnesajjad, 2013;
Han, 2014c). Também é importante destacar que os agro-polimeros podem ser encontrados,
na literatura, como polimeros naturais (Vieira et al., 2011), polimeros padrdo (Teck Kim et
al., 2014b), bioplasticos (S Arauljo et al., 2018) ou simplesmente biopolimeros.

O foco desta tese de doutorado séo filmes obtidos a partir de agro-polimeros. Portanto,
a partir dessa etapa, sempre que nos referirmos a filmes biodegradaveis estaremos nos
referindo a materiais obtidos, especificamente, a partir destas matérias-primas. Também ¢é
importante ressaltar que nos artigos aqui apresentados o termo biobased polymers é utilizado,
sendo definido como “composto ou derivado, no todo ou em parte, de produtos biologicos

derivados a partir da biomassa” segundo Vert et al. (2012).
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2.2. Filmes biodegradéaveis e/ou comestiveis

As embalagens tém por fungdo proteger, conter, comunicar informacdes e/ou
viabilizar o transporte do material que esta acondicionando. Um dos materiais amplamente
utilizados para este fim é o plastico, principalmente devido a sua flexibilidade quanto as
propriedades, resisténcia (em comparagao ao vidro, p. ex.), custo e peso (transporte) (Selke e
Hernandez, 2016). Segundo a Associacdo Brasileira de Embalagens (2015), 40 %
(aproximadamente 23 bilhGes de reais) do valor bruto de producdo de embalagens no pais e
35 % da produgdo fisica correspondem aquelas produzidas com plasticos. Especificamente no
setor alimenticio esse material corresponde a 40 % do consumo nacional em unidades e 20 %
em toneladas de todas as embalagens comercializadas em 2011 (Sarantépoulos e Rego, 2012).
Devido ao alto impacto ambiental causado pelo descarte desse tipo de embalagem no meio
ambiente, varios estudos tém sido desenvolvidos nos Ultimos anos com a intencdo de
substituir ou melhorar os materiais utilizados de forma a reduzirem este problema (Carneiro-
Da-Cunha et al., 2009; Mohanasrinivasan et al., 2014; Duba e Fiori, 2015; GOmez-Estaca et
al., 2015; Piccinno et al., 2015; Vardanega et al., 2015). Além disso, a procura dos
consumidores por produtos ambiental e socialmente sustentaveis impulsionou a produgéo, o

desenvolvimento e a pesquisa nesta area (Rokka e Uusitalo, 2008; Silvenius et al., 2014).

Neste cenario encontram-se os filmes biodegradaveis, que sdo materiais com
espessuras ndo maiores do que 0,25 mm (Astm, 2012c) com capacidade intrinseca de
biodegradacdo utilizada como barreira entre 0 ambiente e o material a ser protegido. Na
aplicacdo em alimentos, dependendo de sua composicdo podem ser comestiveis ou ndo, tendo
o0 potencial de serem consumidos como parte do alimento (Krochta e Mulder-Johnston, 1997).

Estes filmes podem ser aplicados como revestimento (cobertura) diretamente no
alimento ou como uma lamina pré-produzida (filmes) colocada sobre ou entre os alimentos
(Krochta e Mulder-Johnston, 1997). Na literatura, filmes e coberturas sdo utilizados como
sindnimos, sendo as coberturas consideradas filmes com espessuras menores (Ramos et al.,
2012; Han, 2014b; Galus e Kadzinska, 2015). N&o ha, normalmente, diferencas em relacédo
aos materiais utilizados entre os dois, sendo a principal distingcdo a técnica de producéo e de
aplicacdo no alimento. Além disso, coberturas podem ser separadas do alimento onde foram
aplicadas, embora, geralmente, esse ndo ser o design planejado inicialmente para este tipo de

embalagem (Jooyandeh, 2011).
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A técnica mais utilizada a nivel de bancada para a producdo destas peliculas é a de
casting (Han e Floros, 1997; Perez-Gago e Krochta, 2001; Rojas-Grali et al., 2007; Hoque et
al., 2011; lahnke et al., 2016). Nesta técnica, verte-se a solucdo filmogénica sobre uma
superficie ndo-adesiva e deixa-se o material secando (em estufas, secadores ou ao ar livre) até
a total formacdo da pelicula. No caso de filmes biodegradaveis, a solugdo filmogénica
consiste em uma dispersdo das macromoléculas (polissacarideos, lipideos e proteinas) em
solvente (&gua, etanol), que é posteriormente seca, proporcionando a formacdo da matriz
polimérica. Nesta solucdo podem-se adicionar aditivos (plastificantes, agentes antioxidantes,
emulsificantes) com o proposito de melhorar e/ou modificar as propriedades da embalagem e,
desta forma obter as caracteristicas desejadas (Han, 2014b). Outras formas de producgédo tém
sido reportadas na literatura nos ultimos anos, como aplicadores automaticos de filmes (Jorge,
2012; Cozzolino et al., 2014), extrusédo (Li et al., 2011; Krishna et al., 2012; Belyamani et al.,
2014) e moldagem por compressdo (Krishna et al., 2012).

Esses filmes, de modo geral, possuem baixo custo de matérias-primas, boa
estabilidade bio e fisico-quimica, e potencial de reduzir as perdas de componentes dos
alimentos devido as suas propriedades de barreira (gases, dgua, luz, aroma, lipideos). Além
disso, podem ser biodegradaveis, comestiveis e nao-tdxicos, resultando na conservacao das
caracteristicas organolépticas do alimento e no prolongamento de sua vida de prateleira (Park
et al., 2000; Tharanathan, 2003; Daraba, 2008; Elizabeth e Robert, 2011; Shit e Shah, 2014).

Diversos fatores determinam a escolha e a aplicacdo de uma embalagem de alimentos,
entre eles pode-se citar: as caracteristicas do produto, as condi¢fes de estocagem (tempo,
umidade, temperatura), a forma de distribuicdo, as propriedades do material, o design da
embalagem e a preferéncia do consumidor/mercado (Robertson; 2013). Atualmente,
desenvolvem-se embalagens ativas e inteligentes que possuem a capacidade de interagir com
o alimento. Embalagens ativas sdo aquelas que tém como objetivo estender o prazo de
validade ou melhorar as condi¢cdes dos alimentos através da liberacdo ou absorcdo de
substancias presentes na embalagem pelo produto embalado. Ja as embalagens inteligentes
sdo materiais que monitoram a condicao do alimento embalado ou 0 meio ambiente ao redor
do mesmo (Dainelli et al., 2008). Essas embalagens tém, incorporadas a sua matriz
polimérica, elementos que interagem com o alimento causando efeitos desejados
(antimicrobianas, anti-escurecimento, antioxidantes) e positivos como a extensdo da vida de

prateleira, garantia da seguranca alimentar e aumento/manutencdo da qualidade e de
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caracteristicas desejadas (Ramos, 2011; Lopez-De-Dicastillo et al., 2012; Bodaghi et al.,
2013; Gomez-Estaca et al., 2014). A Figura 2.2 apresenta algumas caracteristicas e atributos
importantes a serem considerados quando da aplicacéo dessas peliculas em alimentos.

Figura 2.2. Atributos e caracteristicas a serem consideradas na aplicacdo de filmes biodegradaveis
como embalagem para alimentos.
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Adaptado de Ramos et al. (2011)

Essas caracteristicas e propriedades sdo altamente dependentes da composi¢do da
embalagem, sendo a escolha dos materiais formadores e suas interacdes determinantes na

funcionalidade e aplicagdo das mesmas.

2.2.1. Materiais na composicao de filmes biodegradaveis

Proteinas, polissacarideos, lipideos e resinas, bem como suas combinagdes, Sdo 0S
principais componentes usados na composi¢do de filmes biodegradaveis. Outros materiais
também podem ser adicionados na composicdo com o propésito de modificar as
caracteristicas de acordo com a aplicacdo desejada. Na Figura 2.3 estdo apresentados
exemplos dos materiais biopoliméricos comumente utilizados, sua fonte e principais funcbes

na composicdo das solucdes filmogénicas.
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Figura 2.3. Representagdo esquematica dos principais materiais formadores de filme, sua origem e

principais funcbes na formulacdo de filmes biodegradaveis.
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Os mecanismos de formacdo destes materiais ainda sdo diversos e ndo estdo
totalmente elucidados. Estes biopolimeros sdo uma combinacdo de materiais complexos, 0s
quais formam extensas redes tridimensionais interativas. Em geral, as matérias-primas
utilizadas sdo gelatinizadas ou geleificaveis durante a producao da solucao filmogénica (Han,
2014b). Han (2014a) propdem um esquema de representacdo dos mecanismos na formacao de
filmes biodegradaveis e/ou comestiveis (Figura 2.4). As matérias-primas podem ser
modificadas e/ou tratadas antes da preparacdo da solucdo filmogénica, através de secagem,
tratamentos acidos, modificaces quimicas, por exemplo. Os mecanismos de composicdo da
solucdo filmogénica e do processamento sdo os mais variados dependendo das matérias-

primas e das caracteristicas finais dos filmes a serem formados.
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Figura 2.4. Esquema de representacao dos provaveis mecanismos de formacéo de filmes
biodegradaveis e/ou comestiveis.
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Pode-se citar como estagios criticos a gelatinizacdo dos componentes e/ou uma boa
miscibilidade entre os reagentes escolhidos (Han, 2014b). As forgas intermoleculares que
ocorrem costumam ser ligacdes covalentes (reticulagdo) e eletrostaticas, interacdes
hidrofébicas e hidrofilicas e interagdes i6nicas (De Souza et al., 2010; De’nobili et al., 2013).
Todas essas ligacOes e reagOes influenciam nas propriedades do material final. Pode-se
modificar e/ou controlar os mecanismos de formacdo através do controle das variaveis do
processo, tais como adicdo de novos compostos, velocidade de agitacdo, aquecimento,
modificacdo de pH, temperatura de secagem, convec¢do durante a Secagem,
microencapsulacdo, modificacdo enzimatica, tratamento com micro-ondas, entre outros
(Krochta, 2002; De Souza et al., 2010; Han, 2014b; Lacroix e Vu, 2014).

O amido é um polissacarideo largamente empregado na producdo de filmes
biodegradaveis por ter a habilidade de aumentar a sua viscosidade quando hidratado (Park et
al., 2014). E um material de baixo custo, biodegradavel e renovéavel e encontrado
principalmente em legumes e cereais. O amido é constituido por amilopectina e amilose. A
proporcdo entre os componentes depende da fonte do amido e do método de extracdo
utilizado (Byun e Kim, 2014a). And e Han (2006) reportaram que a formagéao dos filmes esta
correlacionada com a quantidade de amilose presente. Filmes com uma quantidade de amilose

maior apresentaram baixos valores de permeabilidade ao oxigénio, menor solubilidade em
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agua e valores de tensdo de ruptura e modulo de elasticidade maiores comparado com filmes
com menor quantidade (Muscat et al., 2012; Cano et al., 2014, Park et al., 2014; Zhang et al.,
2014). Filmes produzidos a partir de amido, contudo, podem sofrer processos de
retrogradacdo e apresentar uma maior permeabilidade a vapor de agua (Wu et al., 2013;
Zhang et al., 2014).

O processo de gelatinizacdo do amido e a temperatura empregada neste séo
importantes para a formacdo de filmes. A gelatinizacdo € um processo irreversivel e promove
a ruptura do grénulo de amido fazendo com que a amilose e amilopectina interajam com as
moléculas de agua presente através da interacdo entre os grupos hidroxila (Jiménez et al.,
2012). O amido apos gelatinizado, torna-se um material termoplastico e mantém as
caracteristicas inodora e incolor, porém por ser um material hidrofilico possui maior umidade
e solubilidade em &gua, e valores de tensdo de ruptura e médulo de elasticidade menores
quando comparadas com os plasticos comerciais (Dias et al., 2010; Fakhouri et al., 2013).
Quando utilizado puro pode ter um comportamento quebradico e fragil, sendo indicadas a
utilizacdo de plastificantes e outros componentes (blendas) para melhorar o desempenho dos
filmes produzidos a partir desse material.

A gelatina é outro material muito utilizado na producéo de filmes. Trata-se de uma
proteina obtida através da desnaturacdo quimica do colageno presente na pele, 0ssos e tenddes
animais. A gelatina tem propriedades espessantes, geleificantes e estabilizantes, € solida a
temperatura ambiente (Park et al., 2014). Esse material pode ser obtido de vérios animais
(peixe, bovino, porco) e é amplamente comercializado, com baixo custo e utilizado na
industria farmacéutica, fotografica e alimenticia (Nur Hanani et al., 2014). As caracteristicas
finais dos filmes produzidos a partir de gelatina sdo influenciados por diversos fatores, tais
como caracteristicas originais do colégeno, processamento do coldgeno em gelatina (pH,
tempo de extracdo, temperatura), tipo e composi¢do dos aminoacidos presentes, massa molar,
etc. (GOmez-Estaca et al., 2015; Ramos et al., 2016).

Filmes a base de gelatina séo flexiveis, com baixos valores de permeabilidade ao
oxigénio, agua e Oleo e podem carregar agentes antimicrobianos e antioxidantes (Bourtoom,
2008; Park et al., 2014). Por ser um material hidrofilico costuma ter baixa barreira contra
vapor d’agua (Krochta e Mulder-Johnston, 1997). Também devido a sua caracteristica
higroscopica pode ocorrer inchamento ou dissolugdo quando em contato com uma superficie

muito umida (Nur Hanani et al., 2014; Ramos et al., 2016). Por isso diversos estudos sdo
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realizados para melhorar suas propriedades funcionais através da adicdo de plastificantes,
aditivos, agentes de fortalecimento e reticulacdo (Mellinas et al., 2015). A modificacdo de seu
caréater hidrofilico pode ocorrer devido a mudanca nas estruturas moleculares e pela formacao
de novas ligagcdes covalentes e de hidrogénio com o0s outros componentes adicionados a
matriz (Alfaro et al., 2015).

Ja, os plastificantes sdo aditivos adicionados a matriz polimérica com o objetivo de
aumentar a flexibilidade e a estabilidade dos materiais. Plastificantes reduzem as forgas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas, aumentando a mobilidade das cadeias e criando
volume livre entre elas (Byun et al., 2014). Os plastificantes mais utilizados em biopolimeros
costumam ser mono e oligossacarideos, polidis e lipideos (Baldwin et al., 1997). Os
plastificantes que tém como base mono e oligossacarideos e polidis podem possuir diferentes
ndmeros de grupos hidroxilas presentes em sua cadeia, possuindo assim um carater
hidrofilico. Ja os plastificantes lipidicos podem diminuir a hidrofilicidade dos filmes,
diminuindo a permeabilidade a vapor d’agua, porém podem exibir propriedades mecénicas
mais pobres por poderem produzir uma matriz menos coesa (Gontard et al., 2007). Segundo
Byun et al. (2014) a adicdo de plastificantes, até 10 % em massa, promove aumento da
ductibilidade, resisténcia mecanica e processabilidade e diminuicdo da permeabilidade ao

oxigénio (plastificante hidrofilico) e permeabilidade a vapor d’agua (plastificante lipidico).

A escolha do plastificante a ser utilizado depende de varios fatores, entre eles pode-se
citar: migracdo para superficie do filme, volatilidade, resisténcia a extracdo por liquidos
(&4gua, 6leo e solventes), compatibilidade, resisténcia térmica, toxicidade (Santos et al., 2015).
Os plastificantes mais utilizados em filmes compostos por amido e gelatina sdo sorbitol e
glicerol. O sorbitol € menos higroscopico, porém menos eficiente como plastificante quando
comparado com o glicerol (Byun et al., 2014). Estes polidis diminuem a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) do material, influenciando principalmente nas propriedades fisico-

quimicas e mecanicas dos filmes (Krochta e Mulder-Johnston, 1997).

Em filmes produzidos por Brault et al. (1997) a base de proteinas do leite (caseinato
de sédio e de célcio), o glicerol atuou como plastificante e também como promotor de
ligagbes cruzadas aumentando a resisténcia a perfuracdo do material. Zhang et al. (2001)
notaram uma diminuicdo da Tg, aumento da elongacéo e diminuigdo da tenséo de escoamento

com o aumento do glicerol em filmes extrudados de proteina de soja.
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A funcionalidade e aplicabilidade dos filmes biodegradaveis dependem fortemente dos
elementos que o compde. Para se obter as propriedades desejadas para uma embalagem torna-
se interessante a mistura de diversos polimeros. A desvantagem de um polimero pode ser
compensada pela adicdo de outro material a matriz. Na escolha dos materiais a serem
combinados € importante levar em consideracdo a miscibilidade entre os componentes,
polaridade das substancias, propriedades a serem alcangadas, aplicacdo da embalagem,
proporcdo entre os elementos na solucdo filmogénica. Além de diferentes polimeros
(polissacarideos, proteinas, lipideos) outros elementos podem ser adicionados
satisfatoriamente a mistura como: solventes, plastificantes, elementos antioxidantes,
antibacterianos, materiais de enchimento. Filmes de amido e gelatina tém caracteristicas
higroscdpicas, por isso torna-se interessante a mistura destes com componentes lipidicos, por
exemplo (Nur Hanani et al., 2014). Filmes a base de frutas e vegetais (farinha ou polpa)
costumam ser blendas naturais, jA que esses contém originalmente todos os biopolimeros
formadores de filmes (Sartori e Menegalli, 2016). Em filmes de gelatina torna-se interessante
a adicdo de substancias reticulantes, agentes reforcantes e aditivos que interajam com a

proteina de forma a modificar seu carater hidrofilico (Alfaro et al., 2015).

Filmes a base de amido de sagu e gelatina de peixe foram produzidos com glicerol e
sorbitol como plastificantes com a finalidade de investigar a influéncia destes compostos nas
propriedades mecanicas e permeabilidade a vapor d’agua (Al-Hassan e Norziah, 2012). Oleos
essenciais reforcaram as propriedades de barreira e aumentaram o alongamento na ruptura em
filmes de amido de milho (Ghasemlou et al., 2013). Quitosana tem sido utilizada em filmes de
gelatina bovina e de peixe para diminuir os valores de permeabilidade a vapor d’agua
(Gomez-Estaca et al., 2010). Wang et al. (2011) produziram filmes contendo puré de cenoura,
gelatina, amido de milho e celulose e obtiveram filmes coesos com PVA intermediério

quando comparados com outros filmes comestiveis.

Outro material utilizado na composicdo de blendas em filmes biodegradaveis é a
celulose, utilizada como material de reforco nas formulagdes. A eficiéncia do reforgo é
dependente da natureza deste polimero, tamanho de particula, fonte e tipo de matéria-prima,
tratamento quimico realizado e cristalinidade (Mahecha et al., 2011). A adicéo deste material
em filmes pode reduzir a permeabilidade ao vapor d’agua, aumentar a rigidez e a resisténcia
mecanica (Kumar e Singh, 2008; Ma et al., 2008). Porém, a melhoria nas propriedades

depende da boa miscibilidade e incorporacéo e dispersdo deste material entre 0os componentes
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da matriz, o que é dificultado devido a natureza fisico-quimica dos elementos presentes e grau
de interagdo entre eles (Dufresne et al., 2000; Avérous et al., 2001). Uma das principais
desvantagens de sua utilizacdo é seu carater hidrofilico e natureza polar, o que resulta em
maiores dificuldades quando combinado com materiais ndo-polares (Mahecha et al., 2011).
Existem diversos tipos de celulose aplicadas na producdo de filmes biodegradaveis e
disponiveis comercialmente. Entre elas tém-se a celulose microcristalina (MCC), a qual é
utilizada principalmente como material aglutinante e de controle reolégico em produtos
farmacéuticos (Sir6 e Plackett, 2010). Wittaya (2009) adicionou MCC a filmes de amido de
arroz e observou aumento na resisténcia a tragdo do material. Azeredo et al. (2010) utilizaram
MCC em filmes de quitosana e obtiveram filmes com maiores valores de tensdo a ruptura e
menor elongacdo na ruptura, além de diminuir a permeabilidade a vapor d’4gua com esta
adicdo. Os autores atribuem esses resultados devido a boa interacdo entre os grupos polares
presentes tanto na quitosana quanto na celulose utilizada. Além disso, 0s mesmo autores
(Azeredo et al., 2009) realizaram a adigdo da celulose microcristalina quimicamente
modificada em filmes a base de puré de manga, obtendo melhoras no PVA e nas propriedades

mecanicas para quantidades maiores de 10 g para cada 100 g de puré utilizado.

Além dos hidrocoloides e reforcadores acrescidos na composicdo de filmes, alguns
materiais podem ser adicionados como aditivos para obter-se caracteristicas especificas ao
material, ou modificar algumas de suas propriedades. Acidos organicos e outros sais tém sido
investigados na literatura como um desses aditivos devido a seu potencial como reticulantes,
atividade antioxidante e modificadores das propriedades dos filmes (Da Silva Bastos et al.,
2009; Atarés et al., 2011; Pérez et al., 2012; De’nobili et al., 2013; Robles-Sanchez et al.,
2013). Compostos como acido ascoérbico, &cido citrico, acido tanico, tocoferol, BHT, BHA,
resveratrol, trifosfato de sodio sdo alguns dos compostos utilizados com este objetivo (Eca et
al., 2014). Efeitos diversos podem ocorrer ap0s a adi¢cdo destes compostos a matriz, como
mudancas estruturais, 6ticas, mecanicas e de barreira, além da capacidade antioxidante dos
filmes, dependendo dos componentes escolhidos para compor a formulacdo (Da Silva Bastos
et al., 2009; De’nobili et al., 2013). LigacOes cruzadas e reticulagbes podem ocorrer entre
aditivos e a matriz, melhorando as propriedades de barreira e modificando as caracteristicas
mecanicas (Atarés et al., 2011; Fabra et al., 2011; Uranga et al., 2016)

O é&cido citrico é um acido fraco composto por um grupo hidroxila e trés carboxilas,

sendo largamente encontrado em frutas citricas. E utilizado na indGstria de alimentos como
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antioxidante devido a sua capacidade de complexacdo de metais (De'nobili et al., 2016).
Devido & presenca do grupo carboxila pode interagir com os grupos hidroxila do amido e com
as aminas presentes em proteinas (De'nobili et al., 2016; Uranga et al., 2016) formando
pontes de hidrogénio e promovendo reticulacdo com outros componentes presentes na matriz.
Atua também como plastificante nas formulagbes e influencia nas propriedades de vapor
dagua dos filmes (Ghanbarzadeh et al., 2011). J& o acido ascorbico trata-se de um acido
composto por quatro hidroxilas e possui alta atividade redutora devido a sua capacidade de
doacdo de hidrogénio. Em filmes contendo esse acido, principalmente com a presenca de
amido, apresenta efeito plastificante e antioxidante (Yoon, 2014; Kowalczyk, 2016; Sartori e
Menegalli, 2016). No caso de filmes baseados em frutas e vegetais oS mesmo sdo usados
principalmente como agentes anti-escurecimento nas polpas e extratos utilizados (Otoni et al.,
2017).

2.2.2. Caracterizacao e propriedades de filmes biodegradaveis

O potencial de aplicacdo dos filmes e coberturas biodegradaveis e/ou comestiveis
depende de suas caracteristicas, suas propriedades fisico-quimicas e uma adequada
caracterizacdo destas. A partir do conhecimento dessas caracteristicas pode-se determinar ou
confirmar a aplicacdo de determinado filme para determinado produto. Propriedades
mecanicas (ensaio de tracdo-tensdo), propriedades de barreira (permeabilidade a vapor
d’agua, permeabilidade a gases) e propriedades Oticas (opacidade, cor) sdo as caracteristicas
mais investigadas quando se trata da aplicacdo de embalagens. Além disso, outros atributos
como espessura, reologia, solubilidade e estabilidade térmica podem ser investigados como

forma de compreender e desenvolver os filmes que estdo sendo produzidos.
2.2.2.1. Espessura

A espessura € uma das caracteristicas mais importantes dos filmes. A espessura
influencia a maioria das outras propriedades investigadas, como permeabilidade a vapor
d’agua e a gases, tensdo, elongacéo e opacidade. Segundo Basiak et al. (2016) a espessura €
dependente de varios fatores, incluindo, quantidade &gua antes e depois da secagem,
profundidade do recipiente de casting, tempo e temperatura de secagem. A uniformidade da
espessura ao longo da pelicula pode ser de dificil controle, principalmente na técnica de
casting, onde solucdes filmogénicas muito viscosas podem ser de dificil espalhamento com o
aparecimento de bolhas de ar na solugdo (Sobral, 2000). Sobral (2000) constataram que em

filmes de proteinas miofibrilares a permeabilidade a vapor d’agua, cor, opacidade e for¢a de
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perfuracdo aumentaram linearmente com a espessura. Kayserilioglu et al. (2003) para filmes
de glaten de trigo constataram que a espessura diminuia significativamente conforme

aumentava a temperatura de secagem (20 — 80 °C).
2.1.2.2. Solubilidade em agua

A solubilidade do filme em &gua define diretamente a aplicacdo do mesmo como
embalagem. Dependendo do produto pode-se desejar um filme mais ou menos soltvel. Filmes
aplicados como sachés para porc¢des de comida individuais a serem cozidos tem por interesse
serem totalmente soltveis. J& filmes destinados para conservacdo de alimentos em prateleiras
ou alimentos liquidos devem ser mais insollveis, enquanto que embalagens descartaveis
podem ser parcialmente sollveis. O tipo de plastificante e sua concentracdo influenciam nessa
propriedade. Plastificantes hidrofilicos, como o glicerol tendem a aumentar a solubilidade do
filme (Miller et al., 2008; Matta Jr et al., 2011). A coesdo e interagdo entre 0s VAarios
componentes da matriz também sdo importantes pardmetros. Araujo-Farro et al. (2010)
obtiveram filmes de amido de quinoa e glicerol com baixos valores de solubilidade devido ao
elevado nivel de coesdo na matriz e uma estrutura compacta dos elementos presentes. A
adicdo de acidos organicos, como acido citrico, também pode diminuir a solubilidade de

filmes devido a interagdo desses acidos com a matriz.
2.2.2.3. Propriedades Mecéanicas

Filmes biodegradaveis e/ou comestiveis devem possuir caracteristicas mecanicas
adequadas e durabilidade de forma a manter a integridade do produto que estdo embalando de
qualquer dano externo que venha a ocorrer durante 0 processamento, transporte e
armazenamento (Yang e Paulson, 2000a; Mali et al., 2006). As propriedades mecanicas sdo
dependentes do tipo de material que compde o filme, coesdo entre os elementos da matriz,
tipo de secagem aplicada, solvente utilizado, taxa de secagem e evaporacdo, espessura do
filme, taxa de deformacéo e forca aplicadas no teste, umidade e temperatura do ambiente
(Krochta e Mulder-Johnston, 1997; Lacroix, 2009; Astm, 2012b). Segundo Gontard et al.
(2006) a capacidade do polimero de formar ligacBes (fortes e numerosas) entre cadeias
influencia na forga necessaria quando submetido o material a tensdo. Além disso, os autores
citam que a extensd@o da cadeia polimérica formada dependera da distribui¢do da massa molar,

geometria, natureza e posic¢do dos grupamentos laterais.

As propriedades principais investigadas em testes mecénicos tratam-se da tensdo a

tracdo, percentagem de elongagdo e médulo de Young ou modulo de elasticidade, os quais sdo
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obtidos através da curva tensdo-deformacéo através do método padrdo ASTM D882-02
(Astm, 2012b). A tensdo a tracdo é definida como a tensdo maxima suportada pelo filme no
momento da ruptura. Percentagem de elongacdo € capacidade que o filme tem de se deformar
antes da ruptura. O modulo de Young € um indicador da rigidez do material sendo
caracterizado como a razéo entre a tenséo e deformacéo do filme, na parte linear inicial da

curva tensdo-deformacao (Astm, 2012b).

Os plastificantes aumentam a flexibilidade do filme, ou seja, a elongagdo, ao mesmo
tempo em que diminuem a tensdo a tracdo (Vanin et al., 2005; Lacroix, 2009; Byun et al.,
2014). A cristalinidade do material esta relacionada diretamente com um aumento das forcas
intermoleculares e, portanto ligado ao aumento da rigidez e fragilidade do filme (Ziani et al.,
2008). Materiais como celulose atuam como materiais de reforgo, influenciando nas
propriedades mecénicas dos filmes. Agente reticulantes, como &cidos organicos e sais,
também influenciam estas propriedades e as modificacdes estdo relacionadas a sua
composicao e interacdo com 0s outros compostos da matriz. Filmes extrusados de proteina de
soja variaram de um comportamento rigido para semi-rigido com o aumento da quantidade de
glicerol adicionada & matriz (Zhang et al., 2001). Os autores obtiveram folhas com
significativa diminui¢cdo do Mddulo de Young e limite de elasticidade com o aumento de

glicerol de 10 para 30 partes.
2.2.2.4. Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

Permeabilidade é definida como a taxa de transmissdo de vapor (ou gas) por unidade
de area através de um filme ou membrana multiplicado pela espessura, induzida pela
diferenca de presséo de vapor entre os dois lados do material, sob determinada temperatura e
umidade (Astm, 2015). Segundo Mali et al. (2010) o processo de permeacdo de vapores e
gases ocorre através dos espacos intermoleculares da matriz, ocorrendo em trés etapas
principais: solubilizacéo e sor¢do do permeante na superficie do filme, difusdo do permeante
através do material polimérico devido ao gradiente de concentracdo e pressao, e dessorcado e
evaporacdo do permeante apos a passagem pela extenséo do filme.

PVA é influenciado pela espessura do filme, integridade da matriz, hidrofilicidade do
filme, polaridade da matriz, composi¢do quimica e estrutural do filme, cristalinidade do
material, tamanho de poros (Sangaj e Malshe, 2004; Lacroix, 2009; Ahmad, Hani, et al.,
2015). Gelatina e amido sdo materiais hidrofilicos, portanto, costumam ter valores de

permeabilidade ao vapor d’agua mais elevados. Por esse motivo, ¢ interessante a adigdo de
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materiais lipidicos e/ou hidrofébicos com uma distribuicdo uniforme, de forma a diminuir
estes valores (Karbowiak et al., 2007). A cristalinidade do filme também é determinante,
filmes mais cristalinos sdo mais compactos e, deste modo, menos permeaveis (Perez-Gago e
Krochta, 2001). A presenca de plastificantes também aumenta a permeabilidade ao vapor
d’agua em filmes, ndo somente devido ao seu carater hidrofilico, mas por uma diminuicdo da
densidade da matriz, propiciando um aumento da difusdo da agua ao longo de sua estrutura
(Lacroix, 2009).

Esta propriedade é largamente utilizada e caracterizada devido a sua importancia na
aplicacdo do filme como embalagem. Filmes com alta permeabilidade sdo adequados para
alimentos que necessitam respirar, tais como pdes e frutas climatéricas. Filmes com baixa
permeabilidade s&o mais adequados para bebidas gasosas, produtos processados e/ou
congelados, sementes, por exemplo (Siracusa et al., 2008; Ramos et al., 2012; Dhall, 2013). A
PVA influencia no aumento da vida de prateleira e qualidade do alimento, ao limitar a
migracdo exterior de agua a qual pode acelerar ou promover reacGes deteriorantes (Mauer et
al., 2000). Porém um filme com maior permeabilidade pode ser benéfico ao evitar a
condensacdo da &gua dentro da embalagem, a qual pode promover um ambiente adequado

para o crescimento microbiano e fungico (De Souza et al., 2010).

Ma et al. (2012) adicionaram azeite de oliva em filmes a base de gelatina e obtiveram
uma diminuicdo dos valores de PVA. Kokoszka et al. (2010) testaram a influéncia de
diferentes gradientes de umidade relativa (UR) na permeabilidade ao vapor dagua para filmes
de proteina de soja. Eles observaram que com o aumento do gradiente maior sdo os valores de

permeabilidade obtidos e maior é a influéncia do contetdo de glicerol nesta propriedade.
2.2.2.5. Propriedades opticas

A cor e opacidade sdo caracteristicas importantes de serem medidas, sobretudo quando
na aplicacdo de embalagens para alimentos. O consumidor é atraido tanto pela aparéncia
externa da embalagem no momento da compra, como no momento da ingestdo. Além disso,
essas propriedades estdo relacionadas com a capacidade do filme como barreira a luz, a qual
pode produzir reacOes deteriorantes dependendo do alimento que esta sendo embalado. A cor
pode ser medida utilizando-se a metodologia CIE L*a*b*, baseado nos sensores de cor dos
olhos humanos (sensiveis as cores vermelha, verde e azul e mistura destas) e luminosidade do

objeto analisado (Garcia et al., 2009).
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A opacidade é determinada pela medida de transmitancia interna do filme. Quanto
maior o valor de transmitancia medida através de um espectrofotémetro UV/VIS, maior é a
transparéncia do material. E quanto mais luz passa pela embalagem, maior a sua a¢ao sobre o
alimento, podendo desencadear reacGes de fotodegradacdo e fotoxidacdo de compostos
nutricionais (Souza et al., 2012; Silva-Weiss et al., 2013). Filmes opacos podem ser uma
alternativa para alimentos que necessitam de protecdo a radiacdo UV, as quais podem causar
desnaturacdo de enzimas, degradacdo de pigmentos, destruicdo de vitaminas e reducdo do

valor nutricional (Falguera et al., 2011).
2.2.2.6. Propriedades térmicas e morfoldgicas

A avaliacdo do comportamento térmico de filmes permite observar as modificacbes
fisicas e quimicas que ocorrem ao material quando este é submetido a uma taxa de
aquecimento ou resfriamento controlada. Ter o conhecimento de como o material comporta-se
termicamente € importante na avaliacdo da aplicacdo deste. A analise termogravimétrica
(TGA) permite que se realize esse acompanhamento através da medida do peso da amostra ao
longo de uma rampa de aquecimento. A partir da variacdo de massa da amostra pode-se
visualizar as transformagdo quimicas (degradacdo, decomposicdo, oxidagdo) e fisicas
(sublimacdo, evaporacdo, condensagdo) que estdo ocorrendo no material. Além disso a técnica
pode fornecer informacdes sobre a cinética do material polimérico, cristalinidade e massa

molar dos componentes presentes na matriz (Prime et al., 2008).

Para filmes biodegradaveis € comum o aparecimento de trés picos principais: o pico de
agua (0 — 100° C), o pico de plastificante e componentes de baixa massa molar (150 — 250° C)
e 0 pico de degradacdo de compostos com alta massa molar (300 — 400°C) (Ahmad, Hani, et
al., 2015; Ahmad, Nirmal, et al., 2015; Torabi et al., 2016).

O conhecimento da estrutura dos filmes é uma caracteristica a ser investigada, pois
pode esclarecer varias das propriedades fisicas que este material apresenta, como seu
comportamento mecanico e permeabilidade a vapor/gas (Hernandez-lzquierdo e Krochta,
2008). Essas propriedades sédo dependentes de fatores como proporcéo de zonas cristalinas e
amorfas, mobilidade das cadeias poliméricas, e interacbes entre grupos funcionais do
polimero e a substancia permeante dentro das zonas amorfas (Garcia et al., 2009). Técnicas
empregadas para esclarecer a estrutura dos filmes compreendem microscopia eletronica de
varredura (MEV), difracdo de raio-X, calorimetria diferencial de varredura (DSC),

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Difracdo de raio X é
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frequentemente utilizado para avaliar o grau de cristalinidade dos filmes. J& na andlise de
DSC podem-se avaliar a temperatura de transicao vitrea e temperatura de fusdo do material.

MEV pode ser utilizada para avaliar a homogeneidade do filme, a estrutura e coeséo
das camadas, rachaduras e poros, espessura, distribuicdo das diferentes substancias na matriz,
ocorréncia de separacdo de fases e suavidade da superficie (Mcglashan Stewart e Halley
Peter, 2003; De Souza et al., 2010).

Ja a técnica de FTIR é util para complementar as informacBes obtidas em outras
técnicas microestruturais, pois pode ser utilizada para avaliar as diferentes interacBes que
estédo ocorrendo entre os componentes do filme. Uma das bandas comumente encontradas em
agro-polimeros é uma banda larga entre 3000 e 3600 cm ', caracteristica da presenca de
grupos hidroxilas no estiramento de pontes de hidrogénio, advindas de grupos hidroxila livres,
inter e intramolecular (Garcia et al., 2009; Liang e Wang, 2018). Os picos encontrados em
torno de 2930 e 2850 cm™ estdo relacionadas com a vibragdo simétrica/assimétrica de
estiramento dos grupos -CH, (Garcia et al., 2009; Nur Hanani et al., 2013). Bandas que
aparecem em torno de 1730 cm™ sédo atribuidas a carbonila presente em ésteres (C=0) e
carboxilas (COO). Grupos aminos, caracteristicos de proteinas sdo geralmente encontrados
entre 1635 (amido I; C=0), 1550 (amido 11; N-H e C-N, -NH,) e 1235 cm™ (amido 111; N-H e
C-N, e CHy) (Nur Hanani et al., 2013; Liang e Wang, 2018). Bandas em torno de 1050, 1010,
e 870 cm™ sdo atribuidas ao estiramento da ligacio C=O, sendo as duas primeiras

caracteristicas de aneis de anidroglucose (Liang e Wang, 2018).

2.2.3. Atividade Antioxidante

Compostos antioxidantes sdo amplamente utilizados na industria alimenticia como
retardadores ou protetores contra rea¢fes de escurecimento enzimatico, rancidez oxidativa e
degradacdo (Avena-Bustillos e Mchugh, 2012). Apesar de tradicionalmente utilizarem-se
esses compostos diretamente no alimento (formulagdo, processamento, pos-tratamento), a
adicdo desses compostos em embalagens (embalagens ativas) tem sido investigada como
alternativa ja& que podem promover uma liberagdo do composto a taxas controladas
(aumentado a vida de prateleira ou evitando o uso destes durante 0 armazenamento), bem
como diminuir uma das etapas no processamento do alimento (Bolumar et al., 2011; Gomez-
Estaca et al., 2014). A adicdo de antioxidantes aos filmes contribui de forma global na
qualidade, seguranca, valor nutritivo e caracteristicas organolépticas do alimento; aumenta ou

mantém a integridade mecénica e caracteristicas de manipulacéo; pode agir como veiculo para
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fortificantes como &cido félico, &cido ascorbico, dmega 3 e compostos bioativos; e controlar
as reacdes de oxidacdo causadoras de degradagéo microbiana e escurecimento (Silva-Weiss et
al., 2013). Além disso, esses compostos também contribuem para a prépria estabilidade e
preservacdo dos filmes, ja que estes muitas vezes, podem ser constituidos de elementos que

sofrem degradac0es e escurecimento.

Devido a procura, cada vez mais constante dos consumidores, por alimentos mais
seguros e saudaveis apresenta-se uma preferéncia pela utilizagdo de aditivos de origem natural
quando na incorporacdo de compostos ativos no alimento. Por isso, agentes antioxidantes
como extratos de plantas, 6leos essenciais, o—tocoferol, acido ascorbico e &cido citrico tem
sido estudados em substituicdo aos antioxidantes sintéticos como BHA (butylated
hydroxyanisole) e BHT (butylated hydroxytoluene) (Eca et al., 2014; Lee, 2014). Diferentes
métodos para incorporacdo desses compostos nas embalagens biodegradaveis tém sido
estudadas com o intuito de melhorar a eficicia desse sistema, tais como encapsulamento,

absorcdo e mistura (Lee, 2014).

Segundo Silva-Weiss et al.(2013) a interacdo entre o filme e o alimento revestido
depende do tamanho molecular do biopolimero (peso e volume), a natureza quimica dos
compostos (polaridade, afinidade), condi¢bes do processo (temperatura, tempo, umidade),
estrutura do filme (cristalinidade, reticulacdo, morfologia, temperatura de transicdo vitrea),
espessura e natureza do material. Além disso, a adicdo do composto na formulacéo interfere

nas propriedades mecanicas, de barreira e fisico-quimica do filme.

Antioxidantes presentes nos filmes produzidos podem migrar diretamente para
liquidos ou indiretamente para alimentos sélidos, prevenindo a oxidacdo. Essa transferéncia
de massa ocorre principalmente através da regido amorfa dos filmes semi-cristalinos (Silva-
Weiss et al., 2013). O mecanismo de transferéncia desses compostos da embalagem para o

alimento pode ser descrito como apresentado na Figura 2.5 (Lee, 2014).

Compostos como tocoferol e &cido ascorbico sdo substancias utilizados na formulagao
dos filmes, que possuem baixa volatilidade e, portanto, sdo mais adequados para embalar
alimentos liquidos, j& que entram em contato direto com a superficie, liberando o agente pelo
mecanismo de difusdo. Ja para embalagens de alimentos s6lidos ou que ndo tenham contato

direto com a superficie dos filmes, pode-se utilizar agentes ativos volateis (6leos essenciais),
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0s quais podem inibir as reacdes de oxidacdo dos radicais livres em fase gasosa presentes no
headspace (Gémez-Estaca et al., 2014; Lee, 2014).

Figura 2.5. Representacgdo dos processos de transferéncia de massa ocorridos na liberacdo de
compostos antioxidantes da embalagem para o alimento.

Propagacio do antioxidante Propagacio do antioxidante

°
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Composto Composto ° %o, |@\ /
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@ Dissolugio na interface embalagem/liquido
9 Dessor¢do na interface embalagem/headspace
@ Dispersio ou difusio no liquido

9 Dispersdo na headspace

€ Difusao no polimero
e Dissolucdo na interface embalagem/headspace
9 Adsorgao pelo solido

Adaptado de Lee (2014)

A atividade antioxidante de filmes biodegradaveis tem sido testada a partir do
potencial de eliminacdo de radicais livres de uma substancia especifica. Entre os métodos
mais utilizados na literatura que detectam a eliminacdo desses elétrons e compostos estdo:
ABTS (2,2'-azinobis3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
DPD (N-dietil-p-fenilenodiamina) e FRAP (poder redutor de ions ferro) (Bonilla et al., 2012;
Silva-Weiss et al., 2013). Em geral nesses métodos, o efeito antioxidante do composto é
proporcional ao desaparecimento desses radicais nas amostras. O ensaio de redu¢do do radical
livre DPPH consiste em reduzir este radical através de um composto que seja doador de
prétons (doador de hidrogénio) para sua forma ndo radical (DPPH-H), através do
acompanhamento dessa reacdo a partir da medida de absorbancia a 515 nm. No ensaio FRAP
determina-se diretamente a capacidade antioxidante através da reducdo do complexo férrico
para a forma ferrosa em baixo pH. A reacdo é acompanhada pela medida de absorbancia a 593
nm (cor azul). E no ensaio ABTS, o radical catibnico ABTS" ¢ produzido por oxidagio do
ABTS com persulfato de potéssio. A reducdo do radical através de doadores de prétons pode
ser acompanhada pela medida de absorbancia a 734 nm. O método ABTS ¢ aplicavel tanto

para a fase aquosa quanto liquida da amostra (Bonilla et al., 2012; Silva-Weiss et al., 2013).
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O método de reducdo do radical livre DPPH é um dos métodos utilizados para estimar
a capacidade antioxidante por ser um método facil, rapido e pouco custoso apesar de haver
limitacbes devido a dependéncia da migracdo do antioxidante para o meio, 0 que pode
subestimar os resultados obtidos. Entre os autores que utilizaram este método em filmes
biodegradaveis, Pastor et al. (2013) observaram atividade antioxidante (DPPH) em filmes de
quitosana e metilcelulose contendo resveratrol, e esta atividade cresceu na mesma proporcgao
que a quantidade de resveratrol adicionado a formulacdo. Ja Jouki et al. (2014) obtiveram
aumento dessa mesma atividade com a adicdo de Oleo essencial de orégano em filmes de
mucilagem de marmelo. Mehdizadeh et al. (2012) colocaram 6leo essencial de Thymus
kotschyanus em blendas de amido e chitosana e aumentaram entre 10 e 30 % a inibigdo do
radical DPPH. A adicdo de extrato de maquiberry a filmes de quitosana apresentou aumento
da inibicdo do DPPH devido a presenca de compostos fenolicos, flavondides e antocianinas

presentes no extrato.

Outros autores realizaram a medida da capacidade antioxidante dos filmes através de
sistema modelo onde ocorre o revestimento de alimentos e a medida de sua atividade
antioxidante protetora. Reis et al. (2015) incorporaram polpa de manga em po e extrato de
erva-mate em filmes a base de amido de mandioca e embalaram 6leo de palma com estes
filmes. Foi observada atividade antioxidante principalmente devido a presenca do extrato de
erva-mate, compostos fendlicos e flavonoides presentes. J4, lahnke et al. (2016) embalaram
6leo de girassol em filmes de gelatina e residuo de beterraba, obtendo protecdo do 6leo da

oxidacdo primaria.
2.2.4. Atividade Antimicrobiana

Assim como 0s compostos antioxidantes, 0s agentes antimicrobianos podem ser
adicionados aos filmes como agentes ativos de protecdo aos alimentos. Os compostos
antimicrobianos podem prevenir e/ou retardar o crescimento de microrganismos patogénicos e
fungos no alimento a ser recoberto, além de interferir no sabor e em outros atributos
organoleépticos do alimento (Mellinas et al., 2015; Pagno et al., 2016). Tradicionalmente esses
agentes sdo incorporados diretamente no produto, porém pode ocorrer inibicdo dos mesmos
por componentes da matriz ou diluicdo do composto abaixo da concentragcdo ideal,
diminuindo sua eficiéncia (Appendini e Hotchkiss, 2002). Para esses casos, incorporar

agentes antimicrobianos a embalagem, que podem migrar constantemente para o produto de
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forma a manter uma concentracdo maior na superficie durante um periodo de tempo mais

longo, torna-se uma alternativa interessante.

As embalagens antimicrobianas desempenham um papel na seguranca dos alimentos,
ja que previnem o crescimento de microrganismos patogénicos. Também estendem a vida util
de prateleira do produto e a qualidade do alimento, sendo interessantes do ponto de vista
econdmico e logistico, através da prevencao do crescimento de microrganismos deteriorantes
(Han, 2003; Corrales et al., 2014).

Os agentes naturais utilizados mais comumente em filmes biodegradaveis sdo acidos
organicos (acético, latico, citrico, malico, benzoico), bactericidas (nisina), enzimas (lisozima),
polissacarideos (quitosana), acidos graxos e extratos naturais (Martin-Belloso et al., 2009;
Ramos, 2011; Corrales et al., 2014). Eles podem agir no microrganismo reduzindo a taxa de
crescimento do mesmo, aumentando a fase “lag” (nimero de microrganismos permanece
igual) ou inativacdo através de contato direto (Ferreira, 2012). Essa inativacdo pode ocorrer
pela inibicdo das vias metabdlicas essenciais (ou genética reprodutivas) ou alteracdo das

estruturas de membranas da célula (Han, 2003).

O composto antimicrobiano é adicionado a embalagem durante a producéo do filme e
sdo produzidas a partir de dois designs: com ou sem migracdo. Nas embalagens com migracao
0 composto migra para o alimento através do contato direto ou indireto com o alimento,
podendo haver migracdo para o headspace/atmosfera caso o agente seja volatil. J& nas
embalagens sem migracdo, 0 agente encontra-se na superficie da embalagem e atua no
microrganismo quando este entra em contato com a superficie do filme (Ferreira, 2012;
Corrales et al., 2014). Assim como nos compostos antioxidantes o mecanismo de propagacao
do agente se da através de difusdo, dissolucdo, sor¢do e evaporacdo (volateis) na fronteira
embalagem-alimento. Em geral, o crescimento microbiano ocorre na superficie do alimento
(sélido ou semi-solido) portanto embalagens desenhadas com essa tecnologia apresentam-se
efetivas quanto maior for o contato direto entre o agente e o produto (Mellinas et al., 2015;
Atares e Chiralt, 2016; Pagno et al., 2016). Umidade, pH e atividade de agua séo os fatores
principais que afetam as taxas de difusdo do antimicrobiano da embalagem para o alimento
(Corrales et al., 2014).

Os agentes antimicrobianos alteram as propriedades fisico-quimicas do filme,

principalmente as propriedades mecénicas e de barreira, além de em alguns casos produzir



26 Capitulo 2 - Fundamentacdo Tedrica e Revisao Bibliogréfica

atividade antioxidante (Ghasemlou et al., 2013). Também é importante comentar a interacéo
do composto com a matriz filmogénica. A quantidade de antimicrobiano adicionada e sua
interacd0 com a matriz estdo altamente relacionados com a performance das propriedades
mecanicas e estruturais da embalagem (Han, 2003). Compostos com baixa massa molar
podem ser adicionados a matriz e serem posicionados na regidao amorfa da matriz polimérica.
Quando em excesso, podem interferir na regido cristalina e, portanto na integridade e
opacidade do filme (Han, 2003). Esses mesmos compostos, por terem tamanho reduzido,
podem atuar como plastificantes, promovendo maior elongacdo ao filme e diminuindo a

tensdo de ruptura (Corrales et al., 2014).

Alguns dos aspectos a serem considerados na escolha do composto sdo: mecanismo de
inibicdo; fisiologia do microrganismo-alvo; caracteristicas fisico-quimicas do alimento;
cinéticas de difusdo e migracdo no alimento; processo de fabricacdo da embalagem;
compatibilizacdo ente composto antimicrobiano e material da embalagem; e aspectos legais
(Han, 2003; Mellinas et al., 2015; Valdés et al., 2017). Dentre as caracteristicas fisiologicas
do microrganismo-alvo a serem observadas pode-se citar: oxigénio (aerobio, anaerdbio),
composicdo da membrana, forma de crescimento (esporos, células vegetativas), temperatura
6tima de crescimento (termofilo, mesofilo, psicotrdpico) e resisténcia a osmose acida (Han,
2003). No caso de 6leos essenciais, percebe-se uma maior estabilizacdo dos compostos em
sistemas alimentares, 0 que aumenta sua eficiéncia quando ocorre o processo de liberacdo no

alimento embalado (Bhargava et al., 2015).

Uma das caracteristicas que podem desfavorecer o uso de antimicrobianos deve-se ao
sabor e aromas marcantes dos compostos utilizados. Este fator pode interferir ou modificar a

qualidade sensorial do produto e, portanto a escolha do consumidor.

2.3. Filmes biodegradaveis e/ou comestiveis a base de frutas

Filmes biodegradaveis a base de frutas e vegetais tém aumentado sua relevancia nos
ultimos anos devido ao largo espectro de possiveis aplicagdes bem como as inimeras fontes
(in natura, residuos) disponiveis. Além disso, esses alimentos sdo fontes de diversos
nutrientes e antioxidantes, sendo interessantes na aplicagédo de filmes comestiveis. O primeiro
filme a ser reportado na literatura a base de frutas e vegetais foi obtido no trabalho de Mchugh
et al. (1996), os quais desenvolveram filmes a partir de purés de péssego, pera, damasco e

maca. Apos este primeiro trabalho, encontram-se alguns trabalhos envolvendo estes alimentos
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como base dos filmes, havendo um aumento mais expressivo nos Ultimos cinco anos (Otoni et
al., 2017).

Estes filmes podem ser desenvolvidos somente a partir de frutas e vegetais, ja que
esses alimentos possuem naturalmente proteinas e polissacarideos em sua composicéo,
compostos base na producéo de filmes e coberturas devido ao seu potencial de polimerizacgéo.
Entre estes podemos citar filmes a base de péra, maca, péssego e damasco (Mchugh et al.,
1996), banana (Martelli et al., 2014) e manga (Sothornvit e Rodsamran, 2008). Porém, filmes
desenvolvidos somente a partir dessas matrizes tendem a apresentar um comportamento
fragil, pouca flexibilidade e propriedades de barreira pobres (Otoni et al., 2017). Assim sendo,
nas pesquisas desenvolvidas outros hidrocoloides (amido, gelatina, pectina, celulose, etc...) e
plastificantes sdo adicionados a formulacéo, formando blendas poliméricas mais complexas e

coesas, com propriedades fisico-quimicas mais desejaveis de acordo com a aplicacéo.

Frutas e vegetais podem ser aplicados de varias formas na formulacdo da embalagem.
A literatura reporta a utilizacdo na forma de purés (Sothornvit e Rodsamran, 2008; Du, Olsen,
Avena-Bustillos, Mchugh, Levin, Mandrell, et al., 2009; Azeredo et al., 2012), extratos (Park
e Zhao, 2006; Deng e Zhao, 2011; Eca Kaliana et al., 2015), farinhas (Nascimento et al.,
2012; Andrade et al., 2016), componentes isolados (Santos et al., 2015), bagaco e, residuos e
subprodutos da industria alimenticia (Fai et al., 2016). Na Tabela 2.1 apresenta uma lista dos
filmes obtidos a base de frutas e vegetais encontrados na literatura, a fonte do alimento e os

hidrocoldides/plastificantes/aditivos utilizados nas formulagdes.

Tabela 2.1. Composicdo de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis a base de frutas e vegetais.

Frutas e Fonte Hidrocoléide Plastificante Aditivo Referéncia
vegetais
Ab6bora Extrato do Amido de Glicerol Lecitina de (Caetano et al.,
residuo mandioca soja 2017)
_ N (Dos  Santos
Ab6bora Extrgto do Amldp de Glicerol Lecm_na de Caetano et al.,
residuo mandioca soja 2018)
. Amido de . (Farias et al.,
Acerola Farinha mandioca Glicerol 2012)
Alginato,
Acerola Puré nanocristais de Xarope de Alginato de (Azeredo et
celulose milho sodio al., 2012)
(NCC)
Amido de . (Dantas et al.,
Acerola Polpa mandioca Glicerol 2015)
Acerola Extrato Pectina Glicerol Cloreto de (Eca Kaliana et

calcio al., 2015)
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Tabela 2.1 Continuacdo da Tabela 2.1.

Frutas e Fonte Hidrocoléide Plastificante Aditivo Referéncia
vegetais
. : . Cloreto de (Sothornvit e
Banana Farinha Pectina Glicerol sedio Pitak, 2007)
Quitosana Acido (Martelli
Banana Puré ectina ' Glicerol ascorbico e Milena et al.,
P citrico 2012)
Farinha do . . (lahnke et al.,
Beterraba residuo Gelatina Glicerol 2016)
Amido de
milho,
A carboximetil . (Wang et al.,
Cenoura Puré celulose Glicerol 2011)
(CMC),
gelatina bovina
Farinha do . . (lahnke et al.,
Cenoura residuo Gelatina Glicerol 2015)
Cranberr Extrato do Pectina Glicerol, (Park e Zhao,
y bagaco Sorbitol 2006)
A (Mchugh et al.,
Damasco Puré NA 1996)
~ A (Mchugh et al.,
Maca Puré NA ’ 1996)
Acido Citrico e
ascorbico, (Rojas-Gral et
Maca Puré Pectina Glicerol 6leos: orégano, !
al., 2006)
lemongrass,
canela
N-
acetylcysteine,
6leos de
x . . orégano, (Rojas-Grali et
Maca Pure Alginato carvacrol, al., 2007)
lemongrass,
canela, citral,
cinamaldeido
Purée .
Maca polifenol Pectina Glicerol asc’?j\(r;lla(ij(?o e (Du et al,
¢ extraido da o 2011)
citrico
casca
~ . . Cloreto de (Eca Kaliana et
Maca Extrato Pectina Glicerol calcio al.. 2015)
Farinha da (De ~ Moraes
Maméo casca Gelatina Glicerol Crizel et al,
2018b)
(Sothornvit e
Manga Puré NA Rodsamran,
2008)
Nanocristais (Azeredo
Manga Puré de celulose Henriette et
(NCOC) al., 2009)
Amido de . (Dantas et al.,
Manga Polpa mandioca Glicerol 2015)
. Amido de . (Reis et al,
Manga Polpa em po mandioca Glicerol Erva Mate 2015)
L . Amido de . Nanoparticulas  (Nascimento et
Maracuja Farinha mandioca Glicerol de argila al., 2012)
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Tabela 2.1 Continuagéo da Tabela 2.1.

Frutas e Fonte Hidrocoloide Plastificante Aditivo Referéncia
vegetais
., . Amido de . Nanoparticulas  (Nascimento et
Maracuja Farinha mandioca Glicerol de argila al., 2012)
Farinha e (De  Moraes
Mirtilo extrato do Gelatina Glicerol Crizel et al,
bagaco 2016)
. Farinha do NA, farinha de (Andrade et
Mix de FV residuo batata al., 2016)
. . Cloreto de (Eca Kaliana et
Morango Extrato Pectina Glicerol calcio al.. 2015)
(De  Moraes
. Farinha do . . Crizel et al.,
Oliva bagaco Quitosana Glicerol 20183)
Mchugh et al.
. A Cloreto de ( '
Péra Puré NA calcio 1996)
(Mchugh et al.,
Péssego Puré NA 1996)
) (Azeredo et
Roma Suco Pectina Glicerol Acido citrico  al., 2016)
; Dantas et al.
. Amido de . ( '
Seriguela Polpa mandioca Glicerol 2015)
: Du, W. X. et
N . Oleo de (Du,
Tomate Puré Pectina orégano al., 2008)
(Du, Olsen,
2 Avena-
p?r:]i?iadga Bustillos,
Tomate Puré Pectina jamaica, lt/(l;i/t;lrjlgh,
alho, e orégano Mandrell, et
al., 2009)
Extrato do Alginato, . (Deng e Zhao,
Uva bagaco pectina Glicerol 2011)

NA = Nao Aditivado

Filmes biodegradaveis a base de frutas e vegetais possuem propriedades mecénicas e

de barreira variadas, assim como os filmes obtidos a partir do petréleo. As propriedades

mecénicas e de barreira dependem fortemente da composic¢do do filme e da interagdo entre os

diferentes componentes da matriz. A Tabela 2.2 apresenta os valores encontrados na literatura

para as propriedades mecéanicas, permeabilidade ao vapor dagua, atividade antioxidante e

antimicrobiana.
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Tabela 2.2. Propriedades de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis a base de frutas e vegetais.

Tenséo de Mdédulo de PVA (°C,
Frutas e Elongacéo RH) Atividade Atividade A
] ruptura Yang 2 - - Referéncia
vegetais [%%6] [g mmm Antiox. Antimic.
[Mpa] [Mpa] 1 -1
kPa™ h™]
. 0,9 (Caetano et
Abdbora (25, 75/0) X X al., 2017)
(Dos
Santos
Abdbbora 0,32-1,7 114 - 258 84 -1648 0(5151 ;5? /8)6 X X Caetano et
' al., 2018)
i (Dantas et
Acerola 14 -22 X al., 2015)
(Eca
Acerola 10,7 10,5 391 (25?’6152/333) X Kaliana et
' al., 2015)
0,31-0,87 (Azeredo et
Acerola 3,16 — 6,10 16 - 28 15-50 (24. 75/0) al., 2012)
0,20 - 0,27 (Farias et
Acerola 0,77-39 23-44 (25, NI) al., 2012)
(Sothornvit
Banana 25-16 3,0-17 0,8-10 e Pitak,
2007)
x Martelli
19-3,03 Nio M
Banana 0,7-6,9 12,0 - 27 4-120 : ' Milena et
(25, 100/0) encontrado al., 2012)
0,43 - 0,46 (lahnke et
Beterraba 2,4 117-229 365 -731 (25, 75/0) X al., 2016)
0,42 - 0,64 (lahnke et
Cenoura 1,2-25 61-213 232 -1831 (25, 75/0) X al., 2015)
) ) 4,8-18,41 (Wang et
Cenoura 2,46-12,31 4,36 - 22,7 (25.85/0) al., 2011)
) (Park e
Cranberry 1-81 12,9-477 (22'351003/';3)5’) Zhao,
' 2006)
(Mchugh et
Damasco 7,7 al., 1996)
~ (Mchugh et
Maga 4.2 al., 1996)
) (Rojas-
Macd  054-079  22-26 4-76 %157 6;;3? X Graii et al.,
' 2006)
) (Rojas-
Maca 24-29 51 -58 57-7 ‘22357 Gg/(z);; X Graii et al.,
' 2007)
~ 3,13 - 3,96 (Du et al.,
Maga 22-29 38,2-422  2,29-9,05 (25, 74/0) X 2011)
(Du, Olsen,
Avena-
34-38 Bustillos,
Magca 2,8-3,6 48 —54 36-51 . ’ X Mchugh,
(25, 78/0) .
Levine
Friedman,
2009)
~ i i 3,8-5(25, (Du, W.-X.
Maca 1,4-19 38-50 78/0) X et al., 2008)
(Eca
Magca 8,3 10,8 244 (250 6154 /833) X Kaliana et
' al., 2015)
(De Moraes
~ 1,64-1,75 Crizel et
Maméo 1,0-1,8 59 - 132 664 - 856 (25, 75/0) X al., 2018b)
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Tabela 2.2 Continuagéo da Tabela 2.2.

Tensdo de Médulo de PVA(°C,
Frutas e Elongacéo RH) Atividade Atividade A
. ruptura o Yang 2 - S Referéncia
vegetais [%6] [g mmm Antiox. Antimic.
[Mpa] [Mpa] kPa-l h-l]
(Sothornvit
8,87 ¢
Manga 1,2 18,5 8,3 @27 ’50 0) Rodsamran,
' 2008)
(Azeredo
1,9-2,66 Henriette et
Manga 4,09 - 8,76 315-440 19,85-322 (24, NI) al., 2009)
(Dantas et
Manga 24 - 35 X al., 2015)
B (Reisetal.,
Manga  136-403  55-69 5(273‘,‘ 5 /%55)5 X 2015)
i (Nasciment
Maracujs ~ 1-8,0 110-16  146-203 (()é25>9108}%? oetal,
: 2012)
(De Moraes
Mirtlo  28-13  86-300  196- 735 0(293 ;50/3)7 X Crizel et
' al., 2016)
. 2,45-278 (Andrade et
Mix de FV 28-84 30-34 3,04 (25, 100/0) ?I., 2016)
Eca
Morango 10 6,8 384 (25?@5?/433) X Kaliana et
' al., 2015)
(De Moraes
Oliva  289-758 133-175  12-40 1(’352 ’752/'5)3 X Crizel et
! al., 2018a)
. ) (Mchugh et
Péra 24-41 al., 1996)
Péssego 5,8 g;/lcrggg) o
Roma 1,82-7,77 8-20 7-45,0 32’245'1,\(:"? g?‘zg%ef(% .
Seriguela 26 - 34 X glljaggstlsse)t
2,11-2,68 (Du, W. X.
Tomate 8,9-148 6-112 187 - 465 (25, 83/0) X et al., 2008)
(Du, Olsen,
Avena-
23.27 Bustillos,
Tomate 7,1-91 29 -32 44-68 (2’5 80/0) X Mchugh,
! Levin,
Mandrell,
et al., 2009)
(Deng e
25-29
Uva 1,12-4,04 9,89 - 23 ' y X Zhao,
(25,100/50) 2011)

Quando comparados aos filmes comerciais, os filmes a base de frutas e vegetais
possuem valores de tensdo de ruptura proximos ao polietileno de baixa densidade (8 a 10
MPa), polietileno de alta densidade (19 a 31 MPa) e menores que o de policloreto de vinila
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(42 a 55 MPa) e polipropileno (27 a 98). J& a elongacdo na ruptura possui um espectro maior
de valores, podendo ser comparado ao poliestireno (2 a 3 %), polietileno de alta densidade (20
a 50 %) e ao policloreto de vinila (20 a 180 %) (Bastarrachea et al., 2011). Em geral, filmes a
base de frutas apresentam maior elongacdo do que os vegetais, devido a quantidade de
acucares presentes (0s quais podem atuar como plastificantes). Enquanto os filmes a base de
vegetais sdo mais fortes devido & quantidade de fibras presentes nesses alimentos (Otoni et
al., 2017). Dependendo da aplicacdo desejada, como por exemplo na separacdo de frios,
bolachas e massas, filmes com menor elongacdo podem ser aplicados. Ja na cobertura de
alimentos que devem ser protegidos de fraturas, filmes com maior tensdo de ruptura sdo mais

adequados.

Quanto as propriedades de barreira, filmes biodegradaveis em geral possuem uma
baixa permeabilidade a gases e uma maior permeabilidade ao vapor d’agua (PVA). Filmes a
base de frutas costumam apresentar valores de PVA mais elevados devido a composicao
hidrofilica dos componentes presentes. Uma das formas de diminuir estes valores € a adicao
de Gleos ou ceras as blendas, e aditivos que promovam reticulacdo dos compostos durante o
processamento do filme. Devido a este carater hidrofilico, estes filmes também costumam
apresentar altos valores de solubilidade, inchamento e umidade. Para aplicacfes como sachés
para alimentos prontos (arroz, massas) filmes altamente solGveis podem ser aplicados como
embalagem. J& para aplicacfes em alimentos secos e desidratados (nozes, salgadinhos) deve-

se utilizar filmes com menor afinidade a agua.

Além disso, filmes a base de frutas e vegetais costumam apresentar atividade
antioxidante e antimicrobiana. Devido a presenca natural de polifendis, tocoferois, vitaminas,
6leos essenciais e acidos organicos em frutas e vegetais, filmes produzidos a partir desses
alimentos sdo altamente promissores como embalagens ativas. Como discutido anteriormente,
essas embalagens tem se tornado cada vez mais interessantes devido ao seu papel na

seguranca alimentar, aumento da vida de prateleira e suplemento nutricional.

2.4. Residuo da extracao aquosa do 6leo de abacate

O abacate (Persea Americana) é um fruto tropical e subtropical originario da América
Central, destacando-se a Guatemala, Antilhas e México. A produgdo mundial do fruto € cerca
de 5,5 milhdes de toneladas anuais, com uma area de plantio de 564 mil ha (FAO, 2016),

estando o Brasil na sexta posi¢do (Figura 2.6). A producdo brasileira ocorre em todas as
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regides do pais, sendo as regides Sudeste, Sul e Nordeste os principais produtores. O estado
de S&o Paulo é o maior produtor com 52 % da producédo total nacional, seguido de Minas
Gerais (26 %), Parana (10 %) e Rio Grande do Sul (5 %) (IBGE, 2016). O mercado desse
produto encontra-se em crescimento devido aos avancos nas tecnologias de pds-colheita,
reducdo de barreiras comerciais e aumento ao incentivo de plantacdo nos paises produtores.
Além disso, a cultura é considerada de baixo risco comercial, devido as demandas no mercado
externo e interno, estimulado pela divulgacdo dos beneficios do abacate a saude (Pereira,
2015).

Os cultivares existentes sdo inimeros possuindo diversas formas, tamanhos e pesos,
bem como diferentes propor¢des de casca, carogo e polpa (Tango et al., 2004). No Brasil 0s
cultivares mais comercializadas sdo Simmonds, Barbieri, Quintal e Fortuna. As variedades
Hass e Fuerte que possuem menor calibre sdo as mais exportadas, possuem selo de
certificacdo e sdo comercializadas sob a denominagdo ‘Avocado’ (Pereira, 2015).

Figura 2.6. Distribuicéo da produgdo mundial de abacate em toneladas (2016).

EURORE

s

.
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D

Adaptado de FAO (2016)

Diversos estudos foram realizados comprovando os beneficios do abacate e de seus
derivados na dieta humana. As pesquisas demostraram que o0 consumo de abacate apresenta
relagdo na prevencdo de doengas vasculares, pois a presenca de gorduras monoinsaturadas
reduz o colesterol total, triglicerideos e diminui o LDL (Low Density Lipoproteins) e aumenta
o HDL (High Density Lipoproteins) (Werman et al., 1989; Salazar et al., 2005; Ortiz-Avila et

al., 2013). Devido a presenga de carotenoides absorvidos pelo organismo em combinagdo com
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outros fitoquimicos presentes na dieta, o consumo do fruto pode reduzir o risco de cancer de
prostata (Lu et al., 2005; Ding et al., 2007). Além disso, a presenca de luteina e zeaxantina,
principais carotenoides presentes, sdo anti-inflamatorios com atividades antioxidantes e
analgésicas, contribuindo no tratamento de osteoartrite e na prevencao da diminuicdo da visao
devido a idade (Dreher e Davenport, 2012).

O abacate possui como caracteristica o0 elevado conteudo de lipidios em sua
composicdo, o qual pode variar de 10 a 30 % dependendo do cultivar, além de possuir menor
quantidade de carboidratos (aproximadamente 10 %) se comparado com outras frutas (Kadam
e Salunkhe, 1995; Tango et al., 2004; Dreher e Davenport, 2012). A polpa do abacate possui
um extrato seco elevado e bom teor de proteinas, as quais sdo em torno de 2 % (Tango et al.,
2004). Contém vitaminas lipossoluveis, principalmente A e B, com menores quantidades de
vitaminas D e E. Além disso, o fruto é rico em acidos graxos monoinsaturados, dmega 6 e 9,
fitoesterdis e tocoferdis (Ding et al., 2007; Dos Santos et al., 2014), os quais tém sido
reconhecidos como benéficos para a salde. Os &cidos graxos 6mega 9 apresentam relacao

com a prevencéo de doencas cardiovasculares (Rebollo et al., 1998).

Por ser um fruto climatério possui taxa de perecibilidade elevada sendo este um
entrave para sua comercializacdo. A comercializacdo da polpa do fruto do abacate também é
um desafio devido ao escurecimento enzimatico provocado pela acdo da polifenoloxidase e da
peroxidase (Soliva et al., 2000; Gémez-Lbpez, 2002; Rojas-Reyes José et al., 2013; Bi et al.,
2015). Além disso, devido ao alto teor de lipideos, o fruto torna-se suscetivel a rancidez

oxidativa e hidrolitica (Tango et al., 2004).

Para a estabilizacdo da polpa de abacate, utiliza-se a combinacdo de diferentes
métodos, como a conservacdo a frio, utilizacdo de aditivos, controle de temperatura e
diminuicdo de pH. Dentre os métodos utilizados esta a adicdo de acido ascorbico e acido
citrico, além da utilizacdo de técnicas de tratamento térmico e utilizacdo de embalagens com
atmosfera modificada (Soliva et al., 2000; Elez-Martinez et al., 2006; Ramos-Villarroel Ana
et al., 2011). Tratamentos térmicos mais agressivos inativam a polifenoloxidase, mas podem
alterar a granulosidade da polpa, além do desenvolvimento de gosto amargo (Ben-Et et al.,
1973). Outros tratamentos como micro-ondas, radiagédo UV e processamento por alta pressao
estdo sendo utilizados para aumentar a estabilidade desse produto (Guzmén et al., 2002;
Daiuto e Vieites, 2008; Jacobo-Velazquez e Hernandez-Brenes, 2010). Também séo

utilizados a—tocoferol e EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e o uso de pulsos elétricos
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para 0 aumento da estabilidade lipidica oxidativa do produto (Elez-Martinez et al., 2006;
Aguilé-Aguayo et al., 2014).

O fruto possui diversas aplicagdes comerciais, desde o consumo do fruto propriamente
dito, até o consumo do Oleo da fruta, proveniente da extracdo. O Oleo é utilizado
principalmente na industria farmacéutica e cosmética devido ao seu valor na conservacao e
restauracdo da pele (Bleinroth e De Castro, 1992). O o6leo do abacate também assemelha-se
ao azeite de oliva em suas propriedades fisico-quimicas, devido a similaridade na composicao
de acidos graxos, predominantemente o acido oleico, sendo considerado um substituto ao
azeite de oliva (Tango e Turatti, 1992). Apesar de ndo terem sido encontradas informacdes
sistematicas sobre a producdo do Oleo de abacate na literatura, mas sim apenas algumas
informagdes pontuais, sabe-se que ele é produzido nos Estados Unidos, México, China e
Nova Zelandia, Chile, Quénia e Africa do Sul (Wong et al., 2010). No Brasil, nio foram
encontrados dados sobre a producdo do Oleo, mas a fabricacdo tem sido promovida,
principalmente na regido de Minas Gerais devido a grande quantidade plantacdo do cultivar

na regido e parceria com a Emater — MG (Borges, 2015).

A extracdo do 6leo do abacate, um dos principais produtos advindos do processamento
desse fruto pode ser realizado de diversas maneiras. Uma das formas trata-se do processo por
centrifugacdo ou extracdo aquosa, onde semente e casca sdo retirados e a polpa é
homogeneizada com &gua quente. A temperatura da agua pode variar entre 40 — 80 °C. Ap0s a
homogeneizacdo, a mistura formada é colocada em uma centrifuga, onde ocorre o processo de
separagdo entre 0 6leo e o restante da polpa adicionada de &gua. Este é o processo mais
simples de extracdo do 6leo, porém consome uma quantidade de agua substancial para que o
processo seja realizado. O rendimento fica em torno de 60 % (Tango e Turatti, 1992;
Rosenthal et al., 1996; Bi et al., 2015; Ferrari, 2015).

Outro processo trata-se da extragcdo por prensagem. Neste processo a polpa passa por
um pre-tratamento, onde é seca para a retirada de agua (60 % do conteido da polpa,
aproximadamente) e triturada para uma melhor retirada dos 6leos. Apds, sdo adicionados
auxiliares de prensagem e realizada a prensagem a quente da polpa desidratada, obtendo-se
assim, o 6leo e a farinha da polpa. Este processo possui um rendimento maior que o
anteriormente citado e pode ser realizado com a presenca da casca no processo, porém neste
ultimo caso o rendimento torna-se menor. Devido a grande quantidade de umidade presente

na polpa do fruto, o processo de secagem pode-se tornar oneroso e demorado, dependendo da
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temperatura utilizada. Temperaturas muito elevadas, para a retirada da umidade, podem
promover a oxidacgao dos 6leos extraidos (Tango et al., 2004).

Por ultimo, o processo que possui maior rendimento, trata-se da extracdo por solvente
(Werman e Neeman, 1987; Rosenthal et al., 1996). O solvente mais utilizado e que possui 0
maior rendimento comercial é do hexano. A polpa (e a casca, dependendo do processo) sao
secas e moidas, apos € realizado o processo de extracdo por solvente em extrator tipo soxhlet.
A extracdo produz um residuo seco e uma mistura de 6leo e solvente que depois passara por

um processo de evaporacao para a retirada do hexano presente (Moreno et al., 2003).

O processo de extragdo aquosa, apesar de ser o que apresenta 0 menor rendimento, nao
utiliza aditivos ou solventes quimicos para a sua realizagdo, tornando-se um processo
ecologicamente mais atraente (Rosenthal et al., 1996). A tendéncia ao desenvolvimento de
produtos cada vez mais naturais e processos que produzam poucos residuos e sejam menos
danosos ao meio ambiente torna esse processo de extracdo relevante. Além disso, trata-se do
processo com menor custo de implementacdo e investimento, podendo ser utilizado por
pequenas empresas ou pequenos produtores que, por exemplo, organizados em cooperativas
podem agregar valor na cadeia de comercializacdo, que ndo seja somente o produto in natura
(Bizimana et al., 1993).

Os residuos desse processo sdo a polpa hidratada e parcialmente desengordurada, o
carogo e a casca do abacate. Desses residuos, atualmente a casca e a polpa sdo destinados para

a adubagem e o caroco para a producdo de mudas e posterior replantio (Ferrari, 2015).

Sendo assim, o aproveitamento do residuo da extracdo de Oleo de abacate,
especificamente a polpa parcialmente desengordurada e hidratada, apresenta-se como uma

fonte promissora no desenvolvimento de embalagens e produtos na industria alimenticia.
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O presente trabalho foi desenvolvido utilizando infraestrutura de diferentes
laboratdrios da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As analises fisico-
quimicas e propriedades dos filmes foram realizadas no Laboratério de Compostos Bioativos
e Equipamentos Especiais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA). As
analises microbioldgicas e estatisticas no Laboratorio de Tecnologia e Processamento de
Polimeros (LATEP) e Laboratério de Tecnologia Quimica (LATEQ) do Departamento de
Engenharia Quimica (DEQUI). A analise de microscopia eletrdnica de varredura foi realizada
no Centro de Microscopia Eletronica (CME). As anélises térmicas e de infravermelho foram
realizadas no Laboratdrio de Altas Presses e Materiais Avangados (LAPMA) e na Central
Analitica do Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Quimica (PPGEQ/UFRGS).

3.1. Obtencéo do residuo da extracéo aquosa do 6leo de abacate

Como relatado no capitulo anterior o residuo da extracdo aquosa (ou por
centrifugacdo) do 6leo de abacate trata-se de uma polpa parcialmente desengordurada e
hidratada (Figura 3.1). Este residuo ndo contém qualquer aditivo ou reagente quimico e,
portanto, possui grau alimenticio segundo as Boas Préaticas de Fabricacdo de Alimentos. O
residuo foi fornecido pela empresa Avocado BR Oleos Essenciais Ltda., localizada na cidade
de Venancio Aires, a qual comercializa o 6leo de abacate, extraido pelo método de
centrifugacdo, com registro sob a patente Pl 0602714-8/2007. Segundo o fornecedor, 0
abacate utilizado na producédo € de uma variedade hibrida dos cultivares Hass e Fuerte, 0s

quais tém pequeno calibre.
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A polpa compreende aproximadamente 70 % do peso total do fruto (Tango et al.,
2004). Considerando, que abacates da variedade Hass tém em média 30 % de lipideos
presentes na polpa em sua composi¢do e que o rendimento da extracdo do 6leo seria em torno
de 60 %, gera-se em torno de 859 de residuo para 100 g de abacate utilizado para
alimentacdo. Sendo este residuo composto por 60 % polpa parcialmente desengordurada, 12
% casca e 18 % caroco, aproximadamente. Além, é claro, da &gua utilizada no processo, que
possui uma relacdo de aproximadamente 1:1 polpa/adgua. A polpa, portanto, € 0 componente
majoritario do residuo deste processo de extracdo de 6leo.

Figura 3.1. Fluxograma do processo de extracdo por centrifugacdo do 6leo de abacate e quantidade
aproximada de residuos produzidos estipulando 100 kg de abacate na alimentagéo.

Extragfo aquosa/centrifugacio ‘

Abacate
oo Casca
l (12kg)
Despolpamento
_ ‘L Carogo
A : 18 %
(1:1 pdg;)l a?fégua) I Homogeneizagdo a quente (15%8)
Centrifugacdo
Rendimento l \ POLPA HIDRATADA E
aproximado: PARCIALMENTE
60 % ‘ Oleo ‘ DESENGORDURADA
(114 kg)

Sessenta litros (60 L) de residuo foram coletados diretamente da linha de
processamento e divididos em 3 partes iguais. Em uma das partes foi adicionado &acido citrico
em uma proporcdo de 0,6 % (m/m) em base Umida. Na segunda parte foi adicionado acido
ascorbico também em uma proporcao de 0,6 % (m/m) em base Umida. E a terceira parte ndo
foi adicionado nenhum outro aditivo. Apo6s, as amostras foram acondicionadas em garrafas
PET, previamente higienizadas com solucdo de hipoclorito de sédio, sob atmosfera inerte de
nitrogénio e submetidas a congelamento rapido com gelo seco. Todas as amostras coletadas
foram mantidas acondicionadas em freezer domestico a -18 °C até a sua utilizacdo nos
experimentos. A Figura 3.2 apresenta o fluxograma do processo de obtencdo do residuo,
tratamento e acondicionamento das amostras. Os &cidos citrico e ascorbico foram adicionados
com o intuito de prevenir o escurecimento enzimatico da polpa durante a sua conservagao e
utilizagdo. As quantidades utilizadas (0,6 % m/m) foram determinadas baseadas em trabalhos
reportados anteriormente na literatura (Soliva et al., 2000; Ramos-Villarroel Ana et al., 2011).
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Para todos os testes e experimentos realizados, as amostras congeladas foram descongeladas a
temperatura ambiente, sem descongelamento rapido ou forcado, ou calor e se pudesse obter o
residuo o mais préximo do estado fisico-quimico quando da saida da producdo do Oleo de

abacate.

Figura 3.1. Fluxograma do processo de obtencao do residuo, tratamento e acondicionamento das

amostras.
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3.2. Composicgao centesimal do residuo

O residuo foi caracterizado de acordo com o método AOAC (AOAC, 2012) de
caracterizacdo fisico-quimica para determinacdo de umidade, proteina, gorduras e cinzas.
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em g/100 g em base

Seca.

Para determinacdo da umidade, 10 gramas de amostra do residuo puro foram pesadas
(Shimadzu, modelo AY 220, Japéo) e colocadas em estufa (DeLeo, modelo 48 TLK, Brasil) a
105 °C para secar e pesadas regularmente até atingir-se peso constante. O contetdo total de
proteinas foi calculado pelo método de Kjeldahl classico (fator de correcdo: 6,5). A
determinacdo da quantidade de lipidios no residuo foi realizada usando-se um extrator Soxlet
(Foss Soxtec, modelo 2055, Denmark) com éter de petroleo como solvente. O contetido de
cinzas foi determinado por incineracdo a 550 °C usando uma mufla (Elektro Therm Linn,
312.6 SO LM 1729, Germany) por 12 h.
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A quantidade de fibras soltveis e insolUveis foi determinada pelo método enzimatico-

gravimétrico, utilizando-se o kit de ensaio total de fibra dietética TDF 100A (Sigma Aldrich).

Os carboidratos foram obtidos por diferenga, subtraindo de 100 % a soma dos outros

componentes identificados anteriormente.

3.3. Elaboracéo dos filmes

A seguir sdo apresentadas as formulagdes das solugdes filmogénicas, bem como os
parametros de secagem utilizados na elaboracdo dos filmes de abacate. As codificacdes
utilizadas para cada uma das formulacGes elaboradas sdo as mesmas utilizadas nos artigos
apresentados nos capitulos seguintes. Todos os filmes elaborados foram preparados pelo
método de casting.

3.3.1. Filmes do residuo da extracdo do Oleo de abacate contendo amido de
mandioca, celulose e glicerol

Sete solucBes filmogénicas foram elaboradas usando o residuo puro como componente
principal na formulagdo. A primeira delas, codificada como AC, foi produzida utilizando-se
somente o residuo puro. Outras seis formulacbes foram elaboradas usando diferentes
proporcoes de glicerol (Dindmica, Brasil) (0,5 a 1 g), amido de mandioca (amilose: 18 %,
amilopectina: 82 %; Yoki, Brasil) (1 g) e celulose microcristalina (densidade: 0,26 — 0,32;
massa molar: 162 g mol™; grau de polimerizacdo: 350; Synth, Brasil) (0,5 g). A composicéo e

a codificacdo dos filmes sdo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Composicéao dos filmes de abacate elaborados com amido de mandioca, celulose e glicerol.

Filme Residuo (g) Glicerol (g) Mﬁg%‘;;ﬁg) Micri‘?‘i‘;:gffna ©
AC 100 ] ] ]
AGO5 99,5 05 i i
AG10 99 1 i i
ASGO5 98,5 05 1 :
ASG10 98 1 1 i
AMGO5 99 05 i 05
AMG10 98,5 1 i 05

Filmes de abacate (A) sem nenhum aditivo (C — amostra controle) e com adi¢do de 0,5 e 1 g de glicerol (GO5 e
G10), amido de mandioca (S) ou celulose microcristalina (M).

Primeiramente, a solucdo de amido de mandioca foi preparada com uma suspensao de

5 g de amido para 100 g de agua destilada (5 % m/m). A solucéo foi aquecida em uma placa
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aquecedora (Fisatom, modelo 752A, Brasil) até aproximadamente 75 °C sob constante
agitacdo (450 rpm) (Edutec, modelo EEQ9034, Brasil), e mantida aproximadamente por 20
min até a completa gelatinizacdo do amido. Entdo, a solucdo de amido gelatinizada foi
mantida em banho-maria (DeLeo B450, Brasil) a 40°C até a sua utilizacdo na preparacao das

solucdes.

Apds, foram preparadas as solugbes filmogénicas conforme as proporcoes
apresentadas na Tabela 3.1. Todas as solu¢des foram agitadas a 300 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente a fim de obter uma solugdo homogénea e garantir uma boa mistura de
todos os componentes. As solucbes foram vertidas em placas de acrilico na quantidade de
0,20 gcm™ e levadas para secagem. Foram produzidas nove placas para cada uma das 7
formulagdes. Os filmes foram secos durante 16 h a 40 °C em estufa (DeLeo, model B5AFD,
Brasil) com conveccdo forgada.

3.3.2. Filmes do residuo da extracdo do Oleo de abacate contendo amido de
mandioca, acido ascorbico e acido citrico

A partir dos resultados obtidos para os filmes descritos anteriormente foram
elaborados nove solugdes filmogénicas usando o residuo puro, o residuo com adi¢do de 0,6 %
de &cido ascorbico e o residuo com 0,6 % de acido citrico como componente principal nas
formulacBes. Nestas formulagbes, quantidades previamente estipuladas de glicerol (2 g) e
amido de mandioca (2 a 3 g) foram adicionadas. A solucdo de amido de mandioca (5 g de
amido/100 g de agua destilada) foi aquecida até aproximadamente 75 °C, sob constante
agitacdo (450 rpm) e mantida nessas condicdes até a completa gelatinizacdo do amido por
aproximadamente 30 min. A solucdo foi mantida em banho-maria (DeLeo B450, Brasil) a
60°C até a sua utilizacdo na preparacdo das solugdes filmogénicas. Apds, as solucdes
filmogénicas foram preparadas conforme apresentado na Tabela 3.2.

O solugdes filmogénicas preparadas foram agitadas (300 rpm) (Edutec, EEQ9034
model, Brazil) a temperatura ambiente durante 5 min a fim de obter uma boa homogeneizacéo
de todos os componentes da mistura. Entdo, estas foram vertidas em placas de acrilico na
quantidade de 0,25 g cm™ e secas em estufa (DeLeo, model BSAFD, Brazil) durante 16 h a
40°C com conveccdo forcada. Foram produzidos doze filmes para cada uma das nove

formulagoes.
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Tabela 3.2 Composicao dos filmes de abacate com o residuo puro, acido citrico e &cido ascorbico, e

amido de mandioca.

Composigéo da solugdo filmogénica (w/w)

Polpa de abacate utilizada

Filme Polpa de abacate Amido de .
, . - Glicerol
(com ou sem &cido) mandioca
WA - 100:0:0 Pura 100 0 0
CA -100:0:0 Adicionada de 0,6 % de CA 100 0 0
AA -100:0:0 Adicionada 0,6 % de AA 100 0 0
WA -96:2:2 Pura 96 2 2
CA-96:2:2 Adicionada de 0,6 % de CA 96 2 2
AA-96:2:2  Adicionada de 0,6 % de AA 96 2 2
WA -95:3:2 Pura 95 3 2
CA-95:3:2 Aditcionada 0,6 % de CA 95 3 2
AA -95:3:2  Adicionada com 0,6 % de AA 95 3 2

Filmes de abacate sem nenhum aditivo (WA) e com adi¢éo de acido citrico (CA) ou acido ascorbico (AA).
3.3.3. Filmes do residuo da extracdo do 6leo de abacate contendo gelatina bovina,
acido ascorbico e acido citrico

Para esta parte do trabalho, seis solucdes filmogénicas foram elaboradas. Além disso,
as formulacbes contendo somente polpa de abacate (com em sem &cidos) sdo apresentadas no
Artigo 11l para melhor compreensdo e discussdao dos fenbmenos que ocorrem nos filmes
contendo gelatina. As seis solucdes filmogénicas elaboradas sdo compostas pelas polpas de
abacate (com ou sem acido ascérbico ou citrico) e diferentes proporc¢des de gelatina bovina e

glicerol como descrito na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Composicao dos filmes de abacate com o residuo puro, acido citrico e acido ascorbico, e

gelatina bovina.

Composicéo da solugéo filmogénica (m/m)
Polpa de abacate utilizada

Filme Polpa de abacate . . .
. Gelatina Bovina Glicerol
(com ou sem acido)
WA -100:0:0 Pura 100 0 0
CA -100:0:0 Com 0,6 % de CA 100 0 0
AA -100:0:0 Com 0,6 % de AA 100 0 0
WA -97:2:1 Pura 97 2 1
CA-97:2:1 Com 0,6 % de CA 97 2 1
AA -97:2:1 Com 0,6 % de AA 97 2 1
WA - 96:2:2 Pura 96 2 2
CA-96:2:2 Com 0,6 % de CA 96 2 2
AA -96:2:2 Com 0,6 % de AA 96 2 2

Filmes de abacate sem nenhum aditivo (WA) e com adigdo de acido citrico (CA) ou com acido ascorbico (AA).

Inicialmente, elaborou-se uma solugdo suspendendo-se 10 g de gelatina em p6 em 100

g de agua destilada. Essa solucdo foi agitada (200 rpm) a temperatura ambiente (25 °C)
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durante 20 min. Apos, a solucdo de gelatina foi aquecida até 70°C e agitada durante 10 min.
Sendo mantida em banho controlado & 70°C até a sua utilizacdo no preparo das solucdes

filmogénicas.

Entdo, os materiais foram misturados, nas proporces apresentadas na Tabela 3.3,
durante 5 min com o auxilio de um agitador suspenso (Edutec, EEQ9034 model, Brasil) e a
solucdo filmogénica despejada em placas de petri de acrilico na quantidade de 0,25 g cm™.
Apos, as amostras foram secas (casting) em uma estufa de secagem com circulacdo de ar
(DeLeo, model BSAFD, Brasil) a 40° C durante 16 h.

3.4. Analise do contetido de amilose do amido de mandioca

Foi realizada a medida da quantidade de amilose utilizando-se 0 método colorimétrico
de iodo simplificado (Martinez e Cuevas, 1989). A amostra de 100 mg de amido de mandioca
foi colocada em baldo volumétrico (100 mL) e acrescentados 1 mL de alcool etilico 96 %
(Exodo, Brasil) e 9 mL de solugdo de NaOH (1 N) (Neon, Brasil). Ap6s, foi colocada em
banho-maria a 100 °C por 10 min, deixada resfriar e completado o volume do baldo. Depois
desta primeira preparacdo, aliquotas de 5 mL desta solucdo foram transferidas para outro
baldo volumétrico (100 mL), onde foram adicionados 2 mL de solucdo de iodo 2 % (p/v) e
1 mL de &cido acético 1 N e completado o volume do baldo com &gua destilada. Para a
construcdo da curva padrdo foi utilizada 40 mg de amilose pura (Sigma, USA) e submetidas
ao mesmo procedimento das amostras de amido de mandioca. A leitura de absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro (modelo UV-1800, Shimadzu, Japdo) a 610 nm, 30 minutos
apos adicao da solugdo de iodo. O calculo do contetdo de amilose foi obtido pela média dos
valores retirados na leitura de absorbancia das amostras e obtidos através da equacdo da reta

elaborada para a curva padrao.

3.5. Caracterizacao dos filmes de abacate

Todas as amostras foram acondicionadas em dessecador com solucdo saturada de
brometo de sodio (Dinamica, Brazil) a 25 + 2 °C e 50 + 5 % UR por pelo menos 48 h antes da
realizacdo das andlises. Todas as andlises, quando aplicavel, foram realizadas com o lado do

filme exposto ao ar durante o processo de secagem.

A espessura dos filmes para cada formulagdo desenvolvida foi obtida a partir de vinte

tiras removidas dos filmes produzidos para cada formulagdo, realizando-se medidas de
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espessura local em cinco pontos por amostra com um micrémetro digital (Digimess, modelo
IP40, Brasil) com precisdo de 0,001 mm. A média e o erro padrdo dos valores obtidos foram

calculados.

3.5.1. Umidade e Solubilidade

Discos com 2 c¢cm de didmetro foram cortados, colocados em cadinhos metélicos
previamente secos e pesados em uma balanga analitica (Shimadzu, modelo AY 220, Japéo).
Os filmes foram secos em estufa (DelLeo, model B5AFD, Brasil) a 105 °C por 24 h,
armazenados em dessecador contendo silica e pesados novamente. A umidade das amostras é
a diferenca de massa encontrada entre os filmes antes e depois da secagem e expressa em %
(Analysis, 2008). A solubilidade dos filmes foi determinada gravimetricamente usando 0s
discos (2 cm) previamente secos na analise de umidade (Gontard et al., 1992). Os filmes
foram imersos em 30 mL de &gua destilada e colocados em banho-maria com agitacdo
(80 rpm) (Novatecnica, modelo NT145, Brasil) a 25° C por 24 h. Apés, foi retirada a 4gua
em excesso dos recipientes contendo as amostras e estas foram novamente secas em estufa
por 24 h e 105 °C. As amostras foram, entdo, retiradas da estufa e pesadas novamente. A
solubilidade foi determinada como a percentagem de matéria seca solubilizada apds 24 h de

imersao.

3.5.2. Gramagem

Gramagem (g cm™) ou massa por unidade de area foi medida de acordo com a norma
T410 om-13 (Tappi/Ansi, 2013). Os filmes apds a secagem foram recortados em retangulos

(10 cm x 5 cm) e pesadas em uma balanca analitica (Shimadzu, modelo AY 220, Japao).

3.5.3. Cor

A cor dos filmes foi medida com um colorimetro (Minolta, CR400, Japéo) a luz do dia
com D65. Os parametros L* (luminosidade), a* (verde — vermelho) e b* (azul — amarelo) da
escala CIELAB foram medidos (GarciA e Sobral, 2005; Garcia et al., 2009). As amostras
foram analisadas sobre um disco branco (L,: 97.67; a,: 50.13 e b,: 51.57) e foi calculado no
Artigo | a diferenca total de cores (AE) (lahnke et al., 2016) e nos Artigos Il e Ill a
intensidade de cor (Chroma — C*,,) e o tipo de cor (Hue — hyp), utilizando as equagdes

descritas a seguir:

AE = J(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (1)

C*p=v(@9)" + (%)’ ()
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h,,=arctan (b*/a*) 3)
onde AL*=L*-Lo, Aa*=a*—a0, Ab*=b*-bo.
3.5.4. Opacidade

A opacidade dos filmes foi medida usando um espectrofotémetro UV/VIS (Shimadzu,
modelo CPS 240 A, Japédo e Varian, modelo Cary 100, EUA) no comprimento de onda de
600 nm (Shiku et al., 2004). Amostras retangulares dos filmes (1 mm x 5 mm) foram cortadas
e colocadas no espectrofotdmetro para a medida de transmitancia. Os resultados de opacidade

foram calculados de acordo com a equacdo a seguir (Han e Floros, 1997):
Opacidade = (—10gTsw)/ X 4)

onde Tgoo € a transmitancia a 600 nm e x é a espessura do filme (mm).
3.5.5. Permeabilidade ao vapor d’dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor d’agua foi medida de acordo com a norma ASTM
E96/E96M — 15 (Astm, 2015) com modificacbes (Dick et al., 2015; Pagno et al., 2015). As
amostras foram colocadas em células de permeacdo (didmetro interno: 63 mm; altura: 25 mm)
enchidas com cloreto de calcio anidro, granulado e desumidificado (0 % UR). As células
foram hermeticamente fechadas e armazenadas a 25 °C em uma cuba de vidro contendo
solucdo saturada de cloreto de sddio (75 % UR). As células foram pesadas em uma balanca
analitica (Shimadzu, AY 220 model, Japan) antes e depois de 24 horas de armazenamento.
PVA foi calculado conforme a equacao (3):

WVP =(W x L)/(Axtx 4p) (5)

onde W é a massa de agua que permeou através do filme (g), L € a espessura do filme (mm), A
é a area de permeacgdo (0,0032 m?), t é o tempo de permeacéo (h), e Ap é a diferenca de
pressdo de vapor entre os dois lados do filme (2,376 kPa, 25 °C).

3.5.6. Propriedades Mecéanicas

Tenséo de ruptura (o), percentagem de elongacdo na ruptura (¢) e Mddulo de Young
(E) foram determinados de acordo com a norma ASTM D882-12 (Astm, 2012b) usando um
texturdmetro (TA.XT2i, Stable Micro Systems, UK). As amostras foram cortadas em tiras
(100 mm x 25 mm) e sua espessura foi medida com o um micrometro digital. Os testes foram
realizados a uma velocidade de 10 mm min™ com separacéo entre as garras de 50 mm. o foi

obtido dividindo-se a carga maxima pela area da secéo transversal da amostra, enquanto que E



46 Capitulo 3 - Materiais e Métodos

foi calculado como a inclinagéo da porcéo linear inicial do alongamento versus o alongamento
relativo (i.e., a relagéo entre o alongamento absoluto no ponto considerado e a curva inicial de
comprimento de medida). E ¢ foi reportado em termos de percentagem de alongamento (isto

é, alongamento relativo multiplicado por 100).

3.5.7. Morfologia

A morfologia dos filmes produzidos foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura (MEV/SEM). As amostras dos filmes foram fixadas em stubs de aluminio usando
uma fita adesiva dupla-face e recorbertas com uma fina camada de ouro. As imagens da
superficie (em contato com o ar livre durante a secagem) dos filmes foram obtidas em um
microscopio eletrénico de varredura (JEOL, modelo JSM 6060) com aceleracdo potencial de
5kV.

3.5.8. Comportamento Termogravimetrico

As analises temorgravimétricas (TGA) dos filmes foram realizadas em laboratorios e
equipamentos diferentes para os dois artigos. Para o Artigo I, as amostras foram analisadas
em um analisador termogravimétrico (modelo TGA-50, Japdo) sob vazdo de argbnio de
50 mL min com taxa de aquecimento de 10 °C min™, da temperatura ambiente até 650 °C,
utilizando 8 £ 0,5 mg de amostra. Para o Artigo Il foram realizadas as TGA (TA Instruments,
SDT-Q600, EUA) sob vazdo de nitrogénio (100 mL min™) a uma taxa de aguecimento de
10 °C min™, da temperatura ambiente até 650 ° C, com 10 = 1 mg de amostra. Para uma
melhor andlise e discussdo dos resultados obtidos foi calculada a derivada da curva

gravimétrica (DTG) gerada.

3.5.9. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada em um espectrometro de infravermelho (Perkin Elmer, Frontier model, USA)
utilizando o método de refletancia total atenuada universal (UATR) (Li et al., 2014). Foram
realizadas 20 varreduras por amostra com resolugdo de 4 cm™ na faixa de nimero de onda de
650 a 4000 cm™.

3.5.10. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi medida através do método de captura do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) descrito por lahnke et al. (2015). Amostras de 1 cm? foram
cortadas para cada uma das formulacGes e colocadas em 3,9 mL de solucdo de DPPH
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metandlico (0,06 mmol L™). Uma solugéo pura de DPPH foi usada como branco. As solucdes
foram medidas a 517 nm apds 100 min utilizando um espectrofotémetro UV/VIS (Shimadzu,
UV-1800, Japéo). A atividade antioxidante (lipo) foi determinada como a porcentagem de

inibicdo (%) do radical DPPH e calculada como se segue:

loo=[(Ao — Awoc) + Ad] x100 4)

onde Ag é a absorbancia da amostra em branco e Aigo € a absorbancia da amostra contendo o

filme.

3.5.11. Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada utilizando o método de difusdo em agar com
adaptacdes. Cepas de Salmonella Enteritidis and Staphylococcus aureus provenientes de surto
foram inoculadas em uma infusdo de cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion) durante 24 h a
37 °C. Filmes de 15 mm de didmetro previamente esterilizados em capela de fluxo laminar
(Pachane, modelo PA 50, Brasil) durante 15 min sob luz UV, em ambos os lados, foram
cortados e colocados em placas de agar triptona de soja (Trypticase Soy Agar) (Oxoid, UK)
semeadas com 0,1 mL de inéculo (10" CFU mL™). As placas com as amostras foram, ent#o,
incubadas por 24 h a 37 °C (Marconi, modelo MA33, Brasil). Os valores dos diametros
externos da zona de inibicdo foram medidos com o auxilio de um paquimetro e o crescimento
microbiano na superficie de contato entre o disco de filme e o &gar foram visualmente
examinados. O diametro de inibi¢cdo (mm) foi calculado subtraindo o diametro total medido do
diametro do disco de filme (15 mm) (Pagno et al., 2016)

3.5.12. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio da Anélise de Variancia (ANOVA) e Teste
de Tukey, utilizando o software Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA) com um nivel de
significancia de 0,05. Os resultados foram expressos utilizando letras diferentes para grupos

de médias estatisticamente diferentes.

Além disso, especificamente para o Artigo Il foi realizada a Analise de Componentes
Principais (ACP) utilizando-se o software Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA). Os
graficos e autovetores obtidos sdo apresentados, respectivamente, no corpo do artigo e no

Apéndice.
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Apresentacdo aos capitulos 4,5 € 6

Os Capitulos 4, 5 e 6 estdo apresentados na forma de artigos cientificos. Os artigos

contém introducdo, materiais e métodos, discusséo e resultados, e concluséo.

No Capitulo 4 é apresentado o Artigo | - Biobased polymer films from avocado oil
extraction residue: Production and characterization, publicado no periédico Journal of
Applied Polymer Science, v.133, n. 37, p. 43957 — 43957 (DOI: 10.1002/APP.43957). Neste
trabalho foi utilizado o residuo de extracdo de Oleo de abacate por centrifugacdo para
obtencdo de filmes biodegradaveis. Diferentes formulacdes foram desenvolvidas, sendo
utilizado o residuo como componente principal e a utilizacdo de outros materiais como amido,
glicerol e celulose microcristalina com o objetivo de melhorar as propriedades dos filmes
desenvolvidos. Foi realizada a caracterizacdo dos filmes elaborados, tais como, testes das
propriedades mecéanicas e de barreira a fim de analisar o potencial de aplicacdo desses filmes

como embalagens.

O Capitulo 5 apresenta o Artigo Il — Avocado-cassava starch films: influence of
organic acids on properties, antibacterial and antioxidant activity. No Artigo Il procurou-
se desenvolver filmes a partir do residuo de extracdo aquosa de 6leo de abacate e amido de
mandioca e melhorar as propriedades funcionais destes pela adi¢cdo dos &cidos citrico e
ascorbico na composicdo. A influéncia destes aditivos nas propriedades mecéanicas,
permeabilidade ao vapor de &gua, teor de umidade, fracdo solivel em &gua, opacidade,

degradacdo térmica e atividades antioxidante e antibacteriana foram avaliadas.

O Capitulo 6 apresenta o Artigo Il — Desenvolvimento de filmes biodegradaveis
baseados no residuo da extracdo de 6leo de abacate e gelatina bovina. No Artigo IlI

procurou-se desenvolver filmes a partir da mistura do residuo da extracdo aquosa do 6leo de
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abacate e gelatina, bem como adicionar &cido ascorbico e citrico para protecdo da polpa
utilizada e observar suas influéncias. Foram avaliadas as propriedades mecéanicas, de barreira

e Oticas dos filmes bem como a capacidade antioxidante (DPPH) dos filmes produzidos.
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Abstract

In view of the increasing interest in the use of residues from the food industry as source for
packing applications, the by-product of the mechanical extraction of avocado oil is an
attractive product since it consists basically a hydrated and defatted pulp, rich in proteins,
fibers and oil. This work aims to produce biobased polymer films from avocado oil extraction
residue. Seven film-forming solutions were elaborated from puree and the additives tested
were glycerol, cassava starch and microcrystalline cellulose. The films obtained from the pure
residue presented brittle behavior. All films presented low values of water vapor permeability
(0.064 to 0.446 g mm m? kPa™ h™) and medium water soluble fraction (43.79 to 56.92 %).
The films with cassava starch and glycerol presented the best results, with mechanical
(tensile: 2.70 MPa; elongation: 13.7 %) and thermal properties in the range typically found in
the literature for biobased films.

4.1. Introduction

The use of by-products or residues from the food industry as source for packaging and
other new applications has been receiving increasing interest both for its environmental
appeal and its potential as a way to increase profit in industrial processes (Mohanasrinivasan
et al., 2014; Duba e Fiori, 2015; Gomez-Estaca et al., 2015; Piccinno et al., 2015; Vardanega

et al., 2015). In this sense, edible and biodegradable films and coatings produced from
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biopolymers are of special interest as alternatives for plastic packages (Rokka e Uusitalo,
2008; Han, 2014a; Silvenius et al., 2014), considering their fast degradability and the fact that

they come from renewable sources (Park et al., 2000; Han, 2014a).

Biopolymer-based packaging can be produced either from non-processed agricultural
products or by-products from food industry, including proteins, lipids, polysaccharides, resins
and combinations thereof (Galus e Kadzinska, 2015). Blends of different materials in the film-
forming solutions have been studied as a form of improving the characteristics of biopolymer-
based packaging (Wang et al., 2011; Ma et al., 2012; lahnke et al., 2016). The addition of
lipids results, generally, in films with better moisture barrier properties and increased rigidity,
also affording opaque characteristics (Byun e Kim, 2014a). Protein-based films have
hydrophilic character, resulting in poor water barrier, but good oxygen, carbon dioxide, and
lipid barrier properties in comparison to conventional synthetic polymers. Their main
drawback is the fact that they usually exhibit lower mechanical strength (Bourtoom, 2009).
Addition of polysaccharides (such as starch, microcrystalline cellulose, nanoclays, fibers,
among others) to the formulation generally leads to improved mechanical properties and
moisture content of the film (Byun e Kim, 2014b). Extensibility and elasticity of these films
may be improved by using proper plasticizers (Brault et al., 1997). Glycerol is a plasticizer
commonly used in this kind of product because, due to its polar nature and low molecular
weight, it reduces the interaction between the macromolecules in the film-forming solution
(Zhang et al., 2001; Kokoszka, Debeaufort, Hambleton, et al., 2010).

The avocado pulp is rich in proteins, fibers and oil, and poor in polysaccharides when
compared with other fruits (Tango et al., 2004). In the extraction process of avocado oil - a
product of high aggregate value - great amount of residual pulp is generated. Extraction by
chemical solvents is the most used process for oil production due to high efficiency (Werman
e Neeman, 1987; Rosenthal et al., 1996). On the other hand, extraction by centrifugation is an
option for small producers, since it does not require large initial investments (Bizimana et al.,
1993; Rosenthal et al., 1996). Besides, it is attractive from an environmental point of view
and leads to high purity both of the extracted oil and the by-product from the process. This
by-product consists basically in a hydrated and defatted pulp, with great potential as raw
material for food industry and other applications. Thereby, based on the results obtained by

other researchers with other fruit pulps, such as mango (Reis et al., 2015), acerola (Azeredo et
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al., 2012) and apple puree (Rojas-Gral et al., 2007), this material may represent an interesting

alternative for application in film-forming solutions.

The use of avocado pulp or the residue of avocado oil extraction as source for film-
forming solution has not yet been explored in the literature. Being so, the aim of this research
is, primarily, to use the residue of avocado oil extraction by centrifugation to obtain biobased
polymer films. Different film-forming solutions are proposed and characterization of their
mechanical, optical, barrier and thermal properties is performed to analyze the potential of
application of the produced biobased polymer films.

4.2. Experimental

4.2.1. Materials

The avocado oil extraction residue (hydrated and defatted avocado pulp) was provided
by a local producer (AvocadoBR Essential Oils, Venancio Aires, RS, Brazil). The avocado
fruit, after pulping, undergoes a thermal treatment (50 °C) before centrifugation for the oil

extraction.

The samples were placed in PET bottles under nitrogen atmosphere (100 %), frozen by
rapid freezing with dry ice, and stored at -18 °C under these conditions until use. Glycerol p.a.
(Dinamica, Brazil) was used as plasticizer. Microcrystalline p.a. (MCC) (density: 0.26 — 0.32;
average molecular weight: 162, degree of polymerization: 350; Synth, Brazil) and cassava
starch (CS) (amylose: 18 %, amylopectin: 82 %; Yoki, Brazil) were used as reinforcing

agents.

4.2.2. Nutritional composition of the residue

The residue was characterized by physicochemical methods, according to the official
AOAC method (AOAC, 2012), for the determination of moisture, protein, fat and ash.
Moisture was determined by drying the sample until constant weight in an oven (DeLeo,
model 48 TLK, Brazil) at 105 °C. Total protein content was calculated by the Kjeldahl
method (correction factor: 6.5). Total lipid content was obtained using a Soxhlet extractor
(Foss Soxtec, model 2055, Denmark) with petroleum ether as solvent. The ash content was
determined by incineration at 550 °C using a muffle for 12 h (Elektro Therm Linn,
312.6 SO LM 1729, Germany). The quantity of soluble dietary fiber and insoluble dietary

fiber was determined by enzymatic-gravimetric method, using the total dietary fiber assay kit
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TDF 100A (Sigma Aldrich, USA). Carbohydrates were obtained by difference, subtracting
from 100 % the sum of the other components. All the analyses were done in triplicate for each

sample and the results expressed in grams per 100 g of dry matter.

4.2.3. Film preparation

Seven film-forming solutions were elaborated using the residue as main component.
The first one, called control (AC), was produced using exclusively avocado oil extraction
residue. The other six formulations were prepared with the addition of different
concentrations of glycerol (0.5 or 1 g), cassava starch (1 g) and microcrystalline cellulose
(0.5 g) to the residue, as described in Table 4.1. For clarity and concision, the abbreviations
AG, ASG and AMG will be used along the text to refer to the corresponding pairs of samples
(i.e., AGO5 and AG10, ASGO05 and ASG10, and AMGO05 and AMG10, respectively).

Table 4.1Composition of film-forming solutions prepared with avocado oil extraction residue

Film” Residue (g) Glycerol (g) Cassava Starch (g) Cellulose (9)
AC 100

AGO05 99.5 0.5

AG10 99.0 1.0

ASGO05 98.5 0.5 1.0

ASG10 98.0 1.0 1.0

AMGO05 99.0 0.5 - 0.5

AMGI10 98.5 1.0 - 0.5

Avocado films (A) without any additive (C — control sample) and with addition of 0.5 and 1 g of glycerol (GO5
and G10), cassava starch (S) or microcrystalline cellulose (M).

The cassava starch solution was previously prepared from a suspension of 10 g of
starch in 200 g of distilled water. The CS solution was heated until 75 °C with constant
stirring for proximately 20 min, until the complete gelatinization of the starch. This was made
to avoid the degradation of the components of the residue. Then, the CS solution was

maintained in a water bath at 40°C.

All film-forming solutions were stirred at 300 rpm using an overhead stirrer (Edutec,
EEQ9034 model, Brazil), for 10 min at 25 °C, in order to obtain a good mixture of the
different components and a homogeneous solution. The films were produced by casting
method. The solutions were transferred to acrylic petri dishes in an amount of 0.2 g cm™. The
samples were dried in dried in a laboratory oven (DelLeo, model BSAFD, Brazil) with forced
air circulation at 40 °C for 16 h.
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4.2.4. Characterization

All samples were conditioned at 50 + 5% RH and 25 £ 2 °C for at least 48 h before
the analyses, in a desiccator with saturated sodium bromide solution (Dinamica, Brazil). All
the analyses, when applicable, were performed on the side of film exposed to air during the

drying process.
4.2.4.1. Thickness and moisture content

Thickness was measured using a digital micrometer (Digimess, 1P40 model, Brazil)
with a precision of +0.001 mm. Thirty six different positions of four samples of each film

formulation were measured, and the average value and standard error were calculated.

The moisture content was determined in an analytical balance (Shimadzu, AY 220
model, Japan) with £ 0.001 g precision by measuring the weight loss of the films after dried at

105 °C for 24 h. Seven samples with 2 cm of diameter were used for each formulation.
4.2.4.2. Grammage

Grammage (g cm™) or mass per unit area was measured according to TAPPI T 410
om-13 (Tappi/Ansi, 2013). The samples were cut in squares (10 cm x 5 cm) and weighted in

an analytical balance (Shimadzu, AY 220 model, Japan).
4.2.4.3. Water soluble fraction (WS)

The WS was determined gravimetrically by using the dried 2 cm diameter samples
obtained at the end of the moisture content determination procedure. These samples were put
in 30 mL of distilled water and placed in shaking water bath (Novatecnica, NT145, Brazil)
slowly (80 rpm) and periodically agitated at 25 °C for 24 h. After that, the samples were dried
again in an oven at 105 °C for 24 h and then weighted. WS was calculated as the percentage

of dry matter solubilized after the 24 h of immersion.
4.2.4.4. Morphology

The morphology of the produced films was evaluated by scanning electron
microscopy (SEM). The film samples were put on aluminum stubs using a double-sided
adhesive tape and coated with a thin layer of gold. The images of the films surface were taken
with a scanning electron microscope (JEOL, JSM 6060 model) with an acceleration potential
of 5 kV.
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4.2.45. Film color

Color analysis was performed in a colorimeter (Minolta, CR400, Japan) using D65 at
day light. The parameters L* (luminosity), a* (green - red) and b* (blue - yellow) were
measured (GarciA e Sobral, 2005). The film samples were analyzed on a white disk
(Lo =97.67; ap = 0.13 and by = 1.57) and the total color difference (AE) was calculated using
Equation (1). High AE values indicate high color intensity (Pagno et al., 2015). Twelve

measurements were made on different areas of each sample.

AE = J(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (1)
where AL*=L*-L,, Aa*=a*—ag, Ab*=b*—bg
4.2.4.6. Opacity index

The light transmittance was measured at 600 nm using a UV spectrophotometer
(Shimadzu, CPS 240 A model, Japan) according to Shiku et al.(2004) modified by using a
quartz test cell. Rectangular film samples (1 mm x 5 mm) were cut and placed on a quartz test

cell and then in the spectrophotometer. An empty quartz test cell was used as the reference.

The opacity index (OI) of the films was calculated as proposed by Han e Floros
(1997):

Ol = (— IOgTsoo)/X (2)

where Tggo IS the transmittance at 600 nm, and x is the film thickness (mm). According to
Equation (2), higher values of OI indicate higher opacity and, consequently, lower

transparency. No less than twelve measurements were made for each sample.
4.2.4.7. Water vapor permeability (WVP)

The WVP was determined according to ASTM E96/E96M — 15 (Astm, 2015) with the
modification proposed by Pagno et al. (2015). The samples were positioned in permeation
cells (inner diameter = 63 mm, height =25 mm) filled with granular anhydrous calcium
chloride. The cells were subsequently hermetically sealed (0 % RH) and stored at 25 °C and
in a glass chamber with saturated sodium chloride solution (75 % RH). The cells were
weighed before and after 24 hours of storage in an analytical balance (Shimadzu, AY 220
model, Japan), precision + 0.001 g. The samples were analyzed in triplicate and WVP was

calculated as follows:



Capitulo 4 — Artigo | — Biobased polymer films from avocado oil extraction residue: 57
Production and characterization

WVP = (W x L)/(Axtx 4p) 3)

where W is the weight of water that permeated through the film (g), L is the thickness of the
film (mm), A is the permeation area (m?), t is the time of permeation (h), and 4p is the water

vapor pressure difference between the two sides of the film (2.376 kPa, 25 °C).
4.2.4.8. Mechanical properties

Tensile strength (o), elongation at break (g), and Young’s modulus (E) were
determined in a texture analyzer (TA.XT2i, Stable Micro Systems, UK), according to the
modified ASTM D882-12 (Astm, 2012b). The samples were cut into strips (80 mm x 25 mm)
and their thickness was measured at three random positions for each strip. The tests were
performed at a speed of 10 mm-min™ with an initial grip separation of 50 mm. Twelve
samples of each formulation were tested. o was obtained by dividing the maximum load by
the cross-sectional area of the sample, while E was calculated as the slope of the initial linear
portion of the stress versus relative elongation (i.e., the ratio between the absolute elongation
at considered point and the initial gage length) curve. On the other hand, all values of
elongation at break are reported in terms of percent elongation (i.e., relative elongation
multiplied by 100).

4.2.4.9. Thermogravimetric behavior

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed in a Shimadzu Instrument (TGA-
50 model, Japan), under argon flow of 50 mL-min™ with a heating rate of 10 °C-min™, from
room temperature up to 650 °C, using 8 +0.5mg for each sample. The derivative
thermogravimetric (DTG) curve was obtained directly from the TGA curve. All samples were
analyzed in duplicate.

4.2.5. Statistical analysis

The statistical analysis of the obtained data was performed with the Statistica 12.0
software (Statsoft Inc., Tulsa, USA), using analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test at
a significance level of 0.05. To express the results of the Tukey’s test, each group of

statistically equal means was represented by a different letter.
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4.3. Results and discussion

4.3.1. Composition of the residue

The analysis of the avocado oil residue composition showed that it has 95.63 %
moisture content, and other elements on a dry basis were 10.45 % protein, 36.53 % fat,
10.70 % soluble dietary fiber and 15.27 % insoluble dietary fiber, 7.60 % ash and 19.44 %
carbohydrates. The quantities of oil and protein still present in the residue, after the extraction,
were high if compared to the composition of the pulp without any treatment (oil: 55.8%;
protein: 2.7%; total fibers: 24.5%; carbohydrate: 6.9% for Hass avocado on a dry
basis)(Dreher e Davenport, 2012). This result is intrinsically related to the species of avocado
used and the specific characteristics of the extraction by centrifugation. The avocado fruits
used in the oil extraction process that generated the residue under study are, generally, species
of small size, like Hass and Fuerte, which have high content of oil. Additionally, extraction by
centrifugation has low efficiency, mainly because it does not use solvents, leaving a

considerable quantity of oil in the extraction residue.
4.3.2. Film-forming features

It was found that the avocado oil extraction residue has adequate properties as film-
forming solution material, since it was possible to produce biobased films from the pure
residue (formulation AC). This is probably due to its high content of proteins and residual oil.
Furthermore, in the centrifugation process the partially hydrated pulp undergoes heat
treatment and homogenization at approximately 50 °C. Hence, the proteins are expected to
denature in some extent during this process, which facilitates the formation of the film-
forming solution (Perez-Gago e Krochta, 2001; Lacroix e Vu, 2014). Regarding the oil
present in the film-forming solution, it seems to maintain, at least partially, the level of
interaction with the other components of the mixture observed originally in the avocado fruit.
This statement is based on the fact that regular and stable films were obtained, which would
not be possible otherwise. It is important to remark that in most of the works related to the use
of fruit pulp in the production of biobased films, the pulp is used as an additive in gelatin,
starch, alginate or pectin-based films (Rojas-Grai et al., 2007; Wang et al., 2011; Azeredo et
al., 2012; Reis et al., 2015; lahnke et al., 2016). Similar results, i.e, biobased films using the
pulp as main ingredient, were found by Azeredo et al. (2009) for mango films and Martelli et

al. (2014) for banana puree films.
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Another aspect to be mentioned is that all films produced from pure avocado oil
extraction residue exhibited brittle behavior. Therefore, six other formulations were prepared,
aiming to obtain more flexible films. Glycerol, a known plasticizer, was tested in two
different proportions in order to increase the flexibility of the formed films. In addition, fixed

amounts of CS and MCC were also tested as additives.

4.3.3. Characterization

4.3.3.1. Scanning electron microscopy

Figure 4.1. Micrographs of avocado biobased films: (a) AC, (b)AGO05, (c)AG10, (d) AMGO05, (e)
AMG10, (f) ASGO05, (g) ASG10.

b)
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Figure 4.1 shows the surface micrographs of the obtained films. All samples presented
complex morphologies throughout the film surface at the micrometer level, in which two
main phases are observed: a dispersed phase composed mainly of oil (dark areas) and a
continuous phase composed of the remaining components of the avocado pulp. In the
samples in which glycerol was the only additive used (AGO05 and AG10), increase of glycerol
content led to coalescence and increase of the dispersed oil phase dimensions, probably due to
the increase of hydrophilicity promoted by glycerol. In the samples containing cellulose
(AMGO5 and AMG10) and starch (ASGO05 and ASG10) this effect was not noticeable,
perhaps due to the interaction between glycerol and those components. In the specific case of
sample AMGO5, the surface micrograph shows the presence of cellulose fibers on the film
surface, which is in agreement with the rough texture empirically observed for these films.
The fact that the cellulose fibers are not observed in the micrograph of the sample AMG10
can be attributed to the higher content of glycerol of this sample and the plasticizing effect
exerted by glycerol on cellulose fibers (Pang et al., 2013). The surface of the samples
containing starch (ASGO05 and ASG10) presents some high relief structures, probably
constituted of gelatinized starch.

4.3.3.2. Thickness, moisture content and water soluble fraction and grammage

Table 4.2 shows the values of thickness, moisture content and water soluble fraction
for each of the seven biobased film formulations. Thickness varied significantly among the
films. By comparing the samples AC to AG (AGO05 and AG10) and AMGO05 to, AMG10 it is
observed that an increase in the glycerol content decreased the film thickness. This result is
opposite to those reported in the literature for films produced from binary protein/glycerol
formulations (Kokoszka, Debeaufort, Lenart, et al., 2010) and can be related to the changes
promoted by glycerol on the state of dispersion of the oil phase (Figure 4.1). Additionally, the
films containing MCC (AMGO05 and AMG10) presented the highest values of thickness,
probably due to the more heterogeneous nature of the system as a consequence of the

presence of suspended fibrous material.

Regarding moisture content, it can be seen that in all cases the addition of glycerol
caused an increase of moisture. This correlation between addition of glycerol and moisture
has been observed for many other biobased film formulations (Yang e Paulson, 2000b;
Kokoszka, Debeaufort, Lenart, et al., 2010; Ramos et al., 2013; Dick et al., 2015). It is

attributed to the hygroscopic nature of glycerol, which is a consequence of the hydroxyl
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groups present in its structure. It is also remarkable that in the two formulations containing
cassava starch (ASGO05 and ASG10) the increase of moisture content with the addition of
glycerol was lower than that observed when adding either only glycerol (AG05 and AG10) or
MCC and glycerol (AMGO05 and AMG10). This suggests that in the case of these
formulations there must be some degree of interaction between glycerol and starch particles in
such a way that the amount of glycerol available for moisture absorption is lower. On the
other hand, the moisture content of the AMG and AG formulations are statically equal when
compared at the same content of glycerol, indicating that MCC has no significant effect on the

moisture of the films.

Table 4.2 Thickness, moisture content, water soluble fraction and grammage of the avocado.

Film Thickness Moisture Content Water soluble fraction Grammage
(mm) (%) (%) (gcm?)

AC 0.0893 + 0.0009 " 13.7+0.6°2 458+ 0.5 0.0081 + 0.0002*
AG05 0.0831 + 0.0012°2 245+1.2° 46.1+0.3% 0.0089 + 0.0004 P
AG10 0.0828 + 0.0021 2 354+14° 46.8+0.8% 0.0093 + 0.0006 *°

ASG05  0.0838 +0.0021 P 16.3+0.8° 54.6 +0.8° 0.0096 + 0.0007 20¢
ASG10  0.0814 +0.0018° 242+16° 56.9 +0.8° 0.0108 + 0.0004 ¢
AMGO05  0.1259 +0.0025¢ 22.9+0.8"° 43.8+0.82 0.0100 + 0.0004 ¢
AMGI10  0.1168 +0.0019°¢ 326+0.7°¢ 449+12% 0.0115 + 0.0006 ©

The results are represented as the means + standard error. Different letters in the same columns differ
significantly (p < 0.05) by Tukey test. Avocado films (A) without any additive (C — control sample) and with
addition of 0.5 and 1 g of glycerol (G05 and G10), cassava starch (S) or microcrystalline cellulose (M).

Concerning the results for water soluble fraction it was observed that the films can be
statistically divided in two groups, with the ASG films presenting higher solubility than all
other formulations. This is a direct consequence of the fact that in the film-forming solution
containing starch there is a decrease in the oil content in relation to the other formulations
(Table 4.1). So, in the ASG films the ratio between hydrophilic and hydrophobic species
increases, promoting higher water soluble fraction. Similar behavior has been reported by
Pérez-Mateos et al. (2009) for cod gelatin films with sunflower oil. It is also interesting to
observe that this effect is not observed in terms of moisture content of the samples, since there
is not a correlation between moisture content and water soluble fraction values reported in
Table 4.2. This is possibly a consequence of the interaction between glycerol and starch
particles discussed in the previous paragraph and of the conditions used for the determination
of water soluble fraction. While the moisture content of a sample is defined under limited

availability of water, allowing direct interaction between glycerol and starch, the water



62 Capitulo 4 — Artigo | — Biobased polymer films from avocado oil extraction
residue: Production and characterization

soluble fraction determination involves the contact of small piece of sample with a great

volume of water, in such a way that each soluble species is directly in contact with water.

The grammage of the films did not vary significantly as a function of the amount of
glycerol added. However, differences were observed with the addition of cassava starch and
microcrystalline cellulose. These compounds led to increase on grammage, probably due to
their high molecular weight and hydrophilic characteristics.

4.3.3.3. Color and opacity index (OlI)

Table 4.3 exhibits the optical properties found for the films produced. There were
significant differences between samples especially regarding ASG films. Films with starch
often have high luminosity. In the process of gelatinization, water is retained by the starch
granules causing their swelling (Debet e Gidley, 2006). When gelatinized starch is added, a
dilution of the original solution occurs, thereby leading to a lighter color spectrum, with
decrease in the color intensity of the samples. This can be observed through the increase of L*
and the decrease of a* values of ASG films or their lower values of AE, when we compared to

the other formulations.

Table 4.3 Optical properties of avocado extraction residue films.

Film L* a* b* AE ol
AC 53.3+0.6° 52+0.1° 36.8+ 052 57.0+0.2° 15.0+0.2°¢
AGO05 52.2+05°2 6.3+0.2¢ 37.6+05%° 58.4 +0.2°¢ 152 +0.4°¢
AG10 54.2 +0.6° 6.0+0.2°¢ 39.2+0.4°¢ 57.9+0.3°¢ 145+ 05¢
ASG05 59.3+0.6° 35+02° 39.0+0.2°¢ 53.8+0.5°% 12.0+04°¢
ASG10 60.5+0.9° 34+01° 39.4+0.3°¢ 53.1+0.6° 11.9+02°¢
AMGO05 53.2+1.6° 5.7 +0.4°¢ 37.9+0.9%0¢ 57.9+0.8°¢ 105+0.2°
AMG10 54.3+0.7% 6.1+02° 405+0.4° 58.7 +0.3° 10.9+0.3°

The results are represented as the means + standard error. Different letters in the same columns differ
significantly (p < 0.05) by Tukey test. Avocado films (A) without any additive (C — control sample) and with
addition of 0.5 and 1 g of glycerol (GO05 and G10), cassava starch (S) or microcrystalline cellulose (M).

The analysis of the opacity index data in Table 4.3 also enlightens the influence of the
composition and related microstructural features on the final characteristics of the produced
films. The AG films presented values of Ol more similar to that of the control sample than the
ASG and AMG films. Both ASG and AMG films presented a significant increase of
transparency with relation to the control sample. In the case of the ASG films, this increase

can be explained by considering the same aspects discussed in the previous paragraph
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concerning the effect of the addition of the gelatinized starch and also by the lower effective
content of avocado residue of the ASG films. In turn, the interpretation of the low values of
Ol presented by the AMG films is not so straightforward. However, some insight can be
gained by looking at these results in the light of those of thickness and microscopy. The fact
that the AMG films presented the highest values of thickness and that irregularities were
observed in some of their micrographs, as in Figure 4.1e, suggest the presence of microvoids
in these films, which would explain their higher transparency. Additionally, it is observed that
the samples with the highest presence of dark areas in the micrographies (AC and AGO5,
Figure 4.1 a-b) also present the highest Ol values. This fact indicates that the opacity is also
affected by the dispersed oil phase, which is in agreement with the results reported by Ma et
al. (2012) for gelatin-based films.

Still regarding the Ol data, it is worthy to mention the differences observed among
formulations in terms of glycerol content influence. The AG films presented significant
decrease of opacity with the increase of glycerol content, which is in agreement with results
presented by Dick et al. (2015) for chia mucilage films and is due to the transparent nature of
glycerol. For the ASG films, no significant change of the opacity index with the content of
glycerol was observed, probably due to the interaction between glycerol and starch gelatinized
particles, which reduces the effective amount of glycerol available for direct interaction with
the avocado residue. Finally, the AMG films presented an inverted behavior, with increase of
opacity with the increase of the glycerol content. This can be attributed to the plasticizing

effect of glycerol on cellulose fibers and a consequent densification of the film.
4.3.3.4. Water vapor permeability (WVP)

The values of WVP of the produced films were in the range from 0.064 to
0.446 g-mm-m2kPal-h? (Table 4.4). These values are far below those reported in the
literature for other biobased films of similar composition, such as values between 2.7 and
1.38 g-mm-m2-kPa™-h™ for gelatin-glycerol-olive oil films (62.5: 25: 12.5) (Ma et al., 2012),
and between 4.37 and 5.25 (g mm m™ kPa™ h') for alginate—apple puree-essential oils films
(Rojas-Gralii et al., 2007). On the other hand, the WVP values of the avocado films were
much higher than those of synthetic films as LDPE (0.0032 g mm m?kPa™h™, 0/90%
RH)(Garcia et al., 2009; Wihodo e Moraru, 2013) HDPE (0.0008 g mm m? kPa™ h, 0/90%
RH)(Garcia et al., 2009; Wihodo e Moraru, 2013) and PVCD (0.0008 g mm m? kPa* h,
0/90% RH)(Garcia et al., 2009; Wihodo e Moraru, 2013), being more similar to that of
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cellophane (0.293 g mm m?kPa™h™ 0/90% RH)(Garcia et al., 2009; Wihodo e Moraru,
2013).

AC film presented the lowest WVP, which is in agreement with its higher oil content
and finer dispersion of the oil phase (Figure 4.1a) taking into consideration that WVP depends
on the quantity of water in the film (Han, 2014b) and on the particle size distribution of the
lipid phase (Pérez-Gago e Rhim, 2014). This later effect is related to the fact that, under a
fixed volume fraction, smaller lipid particles lead to higher contact surface between the lipid

phase and the diffusing water vapor, increasing the resistance to this transport.

The addition of plasticizer increased the WVP of the films for all formulations. This
probably occurs because glycerol, that has a hydrophilic and hygroscopic nature, attracts
water molecules forming a hydrodynamic plasticizer-water complex. According to Wang et
al. (2011), such effect may increase the distance between polymer molecules, promoting the
creation of free volume on the film matrix and increasing the WVP. This interpretation also

agrees with the aforementioned decrease of opacity index from sample AGO05 to AG10.

Table 4.4 Mechanical and barrier properties of avocado oil extraction residue film.

Film WVP ° € E
(g-mm-m™-kPa~-h™) (MPa) (%) (MPa)
AC 0.064 + 0.003° 420+0.24" 1.4+0.2° 418.2 +13.3f
AG05 0.262 +0.008° 0.90 +0.04° 9.4+05% 37.8+1.8°
AG10 0.383 + 0.006° 0.56 +0.02° 13.9+04° 13.2+05°
ASG05 0.155 + 0.004° 2.70+0.04° 138+04° 98.7+2.2°¢
ASG10 0.243 +0.007 ¢ 0.34+0.01° 10.4 +0.3° 241+12°
AMGO05 0.322 +0.013° 0.76 £ 0.03°¢ 72+05° 35.9+1.4°
AMG10 0.446 +0.016" 0.32+0.01° 8.7+0.3"¢ 13.8+0.5°

The results are represented as the means + standard error. Different letters in the same columns differ
significantly (p < 0.05) by Tukey test. Avocado films (A) without any additive (C — control sample) and with
addition of 0.5 and 1 g of glycerol (G05 and G10), cassava starch (S) or microcrystalline cellulose (M).

The increase of WVP in relation to the control sample was smaller for the ASG films.
Similar behavior has been reported by Zhong e Xia (2008) and Mali et al. (2006). This can be
understood as a result of the more compact structure and stronger intermolecular interaction in
the gelatinized starch particles compared to the other two systems. In AG and AMG films, as
discussed before, the plasticizing effect of glycerol was more intense, which would lead to
higher free volume and facilitate the passage of water vapor. It is worth mentioning that these
results are in qualitative agreement with those found for moisture content (Table 4.2).
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Nevertheless, the fact that the AMG samples presented the highest values of WVP can be
taken as support for the discussion presented in the previous section about the possibility of

occurrence of microvoids in the AMG samples.
4.3.3.5. Mechanical properties

Tensile strength (o), elongation at break (¢) and Young’'s Modulus (E) of the films are
shown in Table 4.4. AC film presented a brittle response, with low values of ¢ and ¢ but a
high E, probably on account of oil presence (Pérez-Gago e Rhim, 2014). The addition of
glycerol decreased tensile strength and elastic modulus, confirming the plasticizing effect of
this component. AMG and AG films presented similar values of tensile strength and elastic
modulus, indicating that the addition of MCC was not effective as reinforcement. This latter

result is in agreement with the morphological aspects discussed in the previous section.

The ASG films presented significant differences in relation to the AG and AMG
formulations. The addition of starch together with glycerol led to reduction of brittleness in
relation to the control sample, but with a much lower reduction of tensile strength and
modulus when compared to the AG and AMG films. Besides, for the ASG samples the
elongation at break decreased with the increase in glycerol content, contrarily to what
occurred for the AG and AMG formulations and some reports in the literature (Psomiadou et
al., 1996; Mali et al., 2006). Additionally the reduction of tensile strength with the increase of
the glycerol content was much more intense (nearly 9 times) for the ASG films. This could be
explained in terms of a non-homogeneous plasticizing effect for the highest content of
glycerol, with the excess of glycerol causing the matrix to deform much more easily than the
gelatinized starch particles. Ramos et al. (2013) found similar response for glycerol-whey

protein films and attributed this behavior to the saturation of the film matrix by glycerol.

Finally, it is worthy to mention that the values of mechanical properties reported in
Table 4.4 are in the same order of magnitude as those reported in the literature for other types
of biobased films, such as those obtained from acai puree-pectin-thyme oil (c: 0.59 to 2.74
MPa, €: 27.58 to 114 %, E: 3.17 to 13.36 MPa)(Espitia, Paula J. P. et al., 2014), carrot puree
(0 :2.46 to 18.08 MPa, ¢: 4.36 to 21.94 %)(Wang et al., 2011), alginate—apple puree-essential
(0:2.47 to 2.90 MPa, &: 51.06 to 58.33 %, E: 5.75 to 7.07 MPa)(Rojas-Gral et al., 2007),
alginate-acerola-cellulose whiskers (o: 3.16 to 6.10 MPa, €: 16.60 to 28.26 %, E: 15.35 to
50.16 MPa)(Azeredo et al., 2012), and cassava starch-yerba mate extract-mango pulp (c: 1.36
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to 4.03 MPa, ¢: 55.15 to 69.36 %)(Reis et al., 2015). In comparison to synthetic plastics such
as HDPE (o: 17.3 to 34.6 MPa, ¢: 150 to 300 %)(Garcia et al., 2009; Wihodo e Moraru, 2013;
Teck Kim et al., 2014a), LDPE (o: 8.27 to 31.71 MPa, ¢: 68.7 to 500 %)(Garcia et al., 2009;
Wihodo e Moraru, 2013; Teck Kim et al., 2014a), and PVC (o: 48.4 to 138 MPa, &: 20 to
40 %)(Wihodo e Moraru, 2013) the avocado films presented lower values of tensile strength

and elongation at break.
4.3.3.6. Thermogravimetric behavior

Figure 4.2 shows the TGA (thermogravimetric analyses) and DTG (derivative
thermogravimetry) curves of the produced films. It can be seen in all samples the presence of
three peaks in the temperature range of 50 — 120 °C. These weight losses are related in the
literature as associated with the loss of free and bound water present in the film (Espitia, Paula
J. P. et al., 2014; Ahmad, Nirmal, et al., 2015; Torabi et al., 2016). This hypothesis is
confirmed by the area increase of these peaks with increasing glycerol content, which results
in increased moisture content of the sample (Table 4.2).

The mass loss stage between 160 and 230 °C shows the contribution of the glycerol
degradation (Kiangkitiwan e Srikulkit, 2013), which occurs in this temperature range. The
increase of this peak with the increase of glycerol content supports this statement. However,
this peak must also contain the contribution of simple polysaccharides degradation and lower
molar weigh peptides decomposition that occur in this region (Ahmad, Nirmal, et al., 2015),

as it can be observed in the AC TGA curve.

The peak of degradation that occurs around 300 °C appears to be related only to
components of the oil extraction residue, because its area does not present relevant variation
when comparing all formulations. Considering literature data, this peak may be associated
with larger-size or higher interacted protein fractions degradation (Hoque et al., 2011,
Ahmad, Hani, et al., 2015).



Capitulo 4 — Artigo | — Biobased polymer films from avocado oil extraction residue:

Production and characterization

67

Figure 4.2. TGA and DTG curves of samples: (a) AG, (b) AMG, (c) ASG. Results for sample AC are
also presented, in all cases, as basis of comparison.
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The last mass loss stage occurs between 320 and 400 °C. It is probably related to
degradation of more complex and high weight components, like fibers and complex
polysaccharides (Ahmad, Nirmal, et al., 2015), and evaporation of oleic (360 °C) and palmitic
(352°C) acids, which are the main fatty acids present in avocado oil. In addition, in this
temperature range it also occurs the degradation of cassava starch and cellulose (Kudo et al.,
2013; Perazzo et al., 2014). For the AG films (Figure 4.2a) the area of this peak decreased
with the increase in glycerol content, as a result of the dilution of the components present in
the pulp. For AMG and ASG films, this peak was shifted by about 15 °C, indicating that the
interaction between the components of oil extraction residue and MCC or starch are strong
enough to promote a light increase of the thermal stability of the formulation. This interaction
is probably due to the residual oil present in the raw material, since the literature reports
increased stability in cassava starch or gellan films additivated with oil (Pelissari et al., 2009;
Hoque et al., 2011; Ahmad, Hani, et al., 2015).

4.4. Conclusion

The residue of the avocado oil extraction has properties of a film-forming solution and
it can be used to produce biobased plastic films. Although it was possible to obtain films from
the pure residue, these films were brittle in nature. Glycerol was an efficient plasticizer for the
films produced from the residue of avocado oil extraction, increasing significantly the
elongation at break of the formulations. Despite that some of the results indicated some level
of interaction between MCC and the other components of the pure residue, this additive was
not effective in improving the mechanical properties of the formulations, presenting the
poorest mechanical behavior among the additivated films. Cassava starch, on the other hand,
showed higher interaction with the other components of the formulation and improved the
mechanical response of the produced films, resulting in films with mechanical properties in
the range typically found for biobased films presented in the literature. It is also relevant the
fact that for ASG films elongation at break decreased with the increase of the glycerol
content, indicating that saturation of the film matrix by glycerol can occur in the presence of
cassava starch. The avocado films show good WVP properties when compared to other
biobased films of similar composition and cellophane, presenting WVP values much higher
than those of some widely used synthetic plastics. Therefore, the residue of the avocado oil
extraction can be pointed as an alternative raw material to produce biobased packaging films
for food industry.
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Abstract

Nine film-forming solutions were prepared using an aqueous oil extraction residue as matrix,
cassava starch and glycerol as secondary components, and citric and ascorbic acid as
additives. The addition of these acids promoted a decrease in water vapor permeability (0.084
to 0.370gmmm?kPath?) and water soluble fraction (30-40%). Besides, changes in
coloration were detected probably due to pulp protection (citric acid) and occurrence of
ascorbic acid degradation reaction. Plasticizing effect (citric acid) and cross-linking between
the matrix components was observed, mainly for films containing ascorbic acid. All biobased
films presented antioxidant (DDPH radical method) and antibacterial activity (S. Enteritidis
and S. aureus). These results indicate the potential use of these films as active packaging.

5.1. Introduction

The interest on the development of biobased polymer films as an alternative to
conventional plastic films has grown remarkably in the last years due to several aspects,
including concerns about the decline of non-renewable resources, environmental aspects, and
potential to be produced from waste or by-products from agriculture processes (Han, 2014a;
Shah et al., 2016; Versino et al., 2016; Flores et al., 2017). Fruits and their processing by-

products like mature fruits, seeds and peel are among the materials whose use as raw material
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for biobased polymer films has received increasing attention in the literature (Flores et al.,
2017). The fruits contain several biopolymers such as proteins and polysaccharides and,

consequently, have intrinsic potential for this application.

Considering these aspects and the fact that avocado is an extensively cultivated fruit
all over the world, Santos et al. (2016) have recently produced biobased polymer films from
avocado oil aqueous extraction residue, which consists basically of hydrated and partially
defatted pulp. Films containing extraction residue as single feedstock presented brittle
behavior, similarly to what is observed for other films composed only of fruit pulp (Martelli et
al., 2014, Fai et al., 2016). However, the combination of glycerol and native cassava — a root
originally from South America and cultivated in tropical and subtropical regions of the globe
(Zhu, 2015) — starch as additives allowed the production of films with mechanical properties
in the range typically reported in the literature for other biobased films (Rojas-Gral et al.,
2007; Wang et al., 2011; Azeredo et al., 2012; Ma et al., 2012; Espitia, Paula J. P. et al.,
2014; Reis et al., 2015). These results were attributed to the plasticizing effect of glycerol and

the capacity of starch to form continuous matrices.

On the other hand, chemical and/or physical modification of starch have been studied
in the literature as alternative to improve processability and physicochemical and mechanical
properties of starch and starch-modified materials (Averous e Boquillon, 2004; Ackar et al.,
2015; Shah et al., 2016; Zia Ud et al., 2017). Addition of organic acids is among the chemical
methods that have been shown to effectively improve some properties of starch. Citric acid,
which is naturally present in citric fruits and largely used in the industry as an anti-browning
agent, presents hydroxyl and carboxyl groups (Ortega-Toro et al., 2016) that can interact with
hydroxyl groups existent in starch. Decrease of the hydrophilic character, prevention of
recrystallization and retrogradation, and cross-linking action are some of the reported effects
of citric acid on starch, generally leading to improved mechanical and water barrier properties
(Ghanbarzadeh et al., 2011). Ascorbic acid has also been used as an additive for starch-based
formulations, mainly as a plasticizer and antioxidant agent for films and coatings (Yoon,
2014; Kowalczyk, 2016; Sartori € Menegalli, 2016).

In this context, this paper aims to improve the functional properties of avocado oil
aqueous extraction residue/cassava starch films by the addition of citric and ascorbic acids as

additives. The influence of these additives on tensile properties, water vapor permeability,
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antioxidant and antibacterial activity, moisture content, water-soluble fraction, opacity, and
thermal degradation was evaluated.

5.2. Material and methods

5.2.1. Materials

Hydrated and partially defatted avocado pulp from oil aqueous extraction process was
provided by a local producer (AvocadoBR Oleos Essenciais, Venancio Aires, Brazil).
Cassava starch (amylose: 18%, amylopectin: 82%; Yoki, Brazil) was acquired on local
market. Glycerol PA (Dinamica, Brazil), citric acid (CA) (Vetec, Brazil) and ascorbic acid
(AA) (Vetec, Brazil) were used as additives.

The avocado pulp (95.63 % moisture content and, on dry basis, 10.45 % protein, 36.53
% fat, 10.70 % soluble dietary fiber, 15.27 % insoluble dietary fiber, 7.60 % ash, and 19.44 %
carbohydrates) was collected directly at the production plant and divided into three equal
parts. The first part was used as collected, without any additive, while 0.6 % of citric acid
(w/w) and 0.6 % ascorbic acid (w/w) on wet basis, respectively, were added to the second and
third parts. The samples were poured into PET bottles, nitrogen (100 %) was injected for
eliminating oxygen from headspace and frozen by rapid freezing with dry ice. Afterwards, all

bottles were stored at -18 °C and maintained under these conditions until their use.

5.2.2. Film preparation

Films containing avocado pulp as the main component were prepared from nine film-
forming solutions whose compositions are shown in Table 5.1. Cassava starch (CS) solution
was prepared in a proportion of 5 g per 100 g of distilled water, heated up to 75 °C, and kept
under continuous agitation (450 rpm) until the gelatinization of starch (30 min). The
components were then mixed using an overhead stirrer (Edutec, EEQ9034 model, Brazil) at
25 °C during 5 min, in the proportions defined in Table 5.1, and 0.25 g cm™ of the resulting
solutions were then spilled in acrylic Petry dishes. The samples were dried in a laboratory
oven (DeLeo, model BSAFD, Brazil) during 16 h at 40 °C under forced air circulation.

Twelve samples of each formulation were produced.

The dried samples were acclimatized in a desiccator with saturated sodium bromide
solution at 50 =5 % of relative humidity (RH) and 25 + 2 °C for at least 48 h before the

analyses.
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Table 5.1 Composition of the film-forming solutions employed.

Film-forming solution composition (w/w)

FiIm—forming Avocado pulp employed Avocado pulp
solution . . . . Cassava
with or without organic acid starch Glycerol
(as indicated in the first column)

1 Pure 100 0 0

2 Additived with 0.6 % w/w of 100 0 0
CA

3 Additived with 0.6 % w/w of 100 0 0
AA

4 Pure 96 2 2

5 Additived with 0.6 % w/w of 96 2 2
CA

6 Additived with 0.6 % w/w of 96 2 2
AA

7 Pure 95 3 2

8 Additived with 0.6 % w/w of 95 3 2
CA

9 Additived with 0.6 % w/w of 95 3 2
AA

" CA = citric acid; AA = ascorbic acid

5.2.3. Characterization

The prepared films were characterized in terms of thickness, moisture content, water-
soluble fraction (WSF), water vapor permeability (WVP), optical (color and opacity) and
mechanical (tensile strength, elongation at break and Young’s modulus) properties,
antioxidant and antibacterial activity, thermal behavior (thermogravimetric analysis), and

infrared absorption (Fourier transform infrared spectroscopy).

Thickness (mm) was determined with a digital micrometer (Digimess, 1P40 model,
Brazil)(accuracy of 0.001 mm). The values reported for each formulation were calculated as
the average value obtained from 20 samples using the local thicknesses measured at 5 points
per sample.

Moisture content was evaluated by gravimetry after drying (DeLeo, model BSAFD,
Brazil) disc samples (2 cm diameter) at 105 °C for 24 h, in triplicate (Analysis, 2008). Water
soluble fraction was measured based on Gotard et al. (Gontard et al., 1992). The dried disc
samples obtained at the end of the moisture content analyses were immersed in 30 mL of
distilled water and agitaded at 25 °C for 24 h. Then, these discs were dried at 105 °C for 24 h,
and the water-soluble fraction of the films was obtained as the difference of the weights

measured before and after the immersion. All analyses were performed in triplicate.
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Water vapor permeability (WVP) was determined according to ASTM E96/E96
(Astm, 2015) modified as proposed by Dick et al. (Dick et al., 2015). The films were placed
in permeation cells at 25 °C and exposed to a relative humidity gradient of 0-75 %. The

analysis was performed in triplicate. WVP was calculated according to Equation (1):
WVP =(W x L)/(Axtx 4p) 1)

where W is the weight of the water permeated through the film (g), L is the film thickness
(mm), A is the permeation area (0.0032 m?), t is the time of permeation (h), and Ap is the

water vapor pressure difference between the two sides of the film (2.376 kPa, 25 °C).

A colorimeter was used to perform color analysis (Minolta, CR400, Japan) using D65
at daylight, angle of 10°. The parameters L* (luminosity), a* (green - red), and b* (blue -
yellow) were measured, CIELAB range, with the aid of a white disk (Lo: 97.67; a: 50.13, and
bo: 51.57) (Garcia et al., 2009). Three measurements were performed on different regions of
ten different samples for each film. Chroma (C*,,) and Hue (h,,) values were also calculated,

using the following equations:

C*,,=V@")* + (%)’ )

b
h,, = arctan = (3)
where hap, express in degrees, is in the intervals [0, ], when b* > 0, or [-x, 0], when b* < 0.
The opacity of the films was measured using a UV spectrophotometer (Varian, Cary
100 model, USA) at 600 nm (Shiku et al., 2004). Rectangular film samples (1 mm x 5 mm)

were cut and placed in an empty test cell and then in the spectrophotometer. The results were

calculated according to Equation (4) (Han e Floros, 1997):
Opacity = (—10g T ew) / X 4)

where Tggo is the transmittance at 600 nm, and x is the film thickness. Seven samples of each

formulation were measured.

A texture analyzer (TA.XT2i, Stable Micro Systems, UK) was used to determined
tensile strength (o), elongation at break (€), and Young’s modulus (E) of the films(Astm,
2012Db). The films were cut into strips (100 mm x 25 mm) whose thickness was measured at
four random positions. Measurements were performed for at least fifteen samples of each

formulation, using a speed of 10 mm min™ and an initial grip separation of 50 mm.
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Thermogravimetric analysis (TGA) (TA Instruments, SDT-Q600, USA) was carried
out under nitrogen flow (100 mL min?) at a heating rate of 10 °C min™, from room

temperature up to 650 °C, using 10 £ 1 mg of sample.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra were recorded using the
universal attenuated total reflectance (UATR) method in an IR spectrometer (Perkin Elmer,
Frontier model, USA). Spectra were collected using 20 scans at 4 cm™ resolution in the range
of 650 to 4000 cm™ (Li et al., 2014).

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma Aldrich, USA) radical scavenging
activity was measured as described by lahnke et al. (2015). Three samples of 1 cm? were cut
for each formulation and then placed in 3.9 mL of methanolic DPPH solution. A pure DPPH
solution was used as a blank sample. The absorbance of the solutions with samples was
measured at 517 nm (Shimadzu, UV-1800, Japan) after 100 min. The antioxidant activity

(l100) was determined as the inhibition of DPPH radical (%) and calculated as follows:
l00 = [(Ao — Awoo) / Ao] x100 (3)

where A, is the absorbance of the blank sample and Ao is the absorbance of the film sample.

For the analysis of antibacterial activity by the agar diffusion method, two
microorganisms were chosen: one Gram positive (Staphylococcus aureus) and another Gram-
negative (Salmonella Enteritidis). Strains from outbreaks of these microorganims were
inoculated in Brain Heart Infusion. Sterile film discs of 15 mm of diameter were cut and put
on Trypticase Soy Agar (Oxoid, UK) plates seeded with 0.1 mL of inoculums
(10" CFU mL™). Plates were incubated for 24 h at 37 °C (Marconi, MA33 model, Brazil). The
external diameter of the inhibition zone was measured with a caliper. The inhibition zone
diameter (mm) was calculated subtracting the diameter, calculated based on the external
diameter of the inhibition zone, from the film disc diameter (15 mm). The contact area was
also inspected visually to evaluate growth inhibition between the film disc and the agar plate
(Pagno et al., 2016).

5.2.4. Statistical analysis

Statistical comparison between means was carried out by Analysis of Variance
(ANOVA) and the Tukey’s test, using the Statistica 12.0 software (STATSOFT Inc., Sao
Paulo, Brazil).
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5.3. Results and discussion

5.3.1. Thickness, moisture content, and water-soluble fraction

Table 5.2 presents the data of thickness, moisture content, water-soluble fraction and
WVP of the avocado films. For the films prepared without addition of acid (WA), thickness
increased with the addition of cassava starch and glycerol. This effect may be related to the
fact that the presence of gelatinized starch causes an increase in the water retention during the
drying. Besides, the addition of acid, both citric and ascorbic, caused an increase of thickness
for all compositions (comparison along the lines of Table 5.2- Thickness). This probably
occurred due to an increase of total solids in the filmogenic solution. Another aspect that
emerges from Table 5.2 is that the relation between thickness and composition is quite
complex in the system under study since a clear interaction between the effects of the
different additives is observed. This statement is based on the fact that both the addition of
acid and glycerol/starch lead to increase of thickness when considered separately, as described
before, while the addition of glycerol/starch tended to promote a decrease of thickness under
the presence of acid. This may indicate that bonds have been formed between pulp, acids,

glycerol, and starch resulting in a more compact matrix.

The data in Table 5.2 also show that addition of cassava starch and glycerol has
initially increased the moisture content of the films. This was expected since cassava starch
was gelatinized and glycerol is a hygroscopic agent. However, the comparison between the
formulations 96:2:2 and 95:3:2 indicates that a subsequent increase in cassava starch content
led to a decrease of moisture content occurs. The same result was found by Santos et al.
(2016) for avocado films and suggests the existence of an interaction between glycerol and
starch molecules, diminishing the possible connections with water molecules. Compared to
the non-additived film, the moisture content of the films containing starch decreased with the
addition of acid, probably due to an interaction between carbonyl and carboxyl groups and
starch (Ghanbarzadeh et al., 2011; De’nobili et al., 2013; Seligra et al., 2016). It is also
noticed that moisture content of the films with starch and ascorbic acid was greater than that
of the films with citric acid, probably due to the higher amount of hydroxyl groups of ascorbic
acid (Fennema et al., 2010). The behavior of the water-soluble fraction (WSF) as a function
of the film composition follows, in general, similar tendencies observed for the moisture

content, which is agreement with the fact that both properties depend intrinsically on the
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affinity of the components with water and the formation of hydrogen bonds (Seligra et al.,
2016).

Table 5.2 Thickness, moisture content, water-soluble fraction and WVP of avocado biobased films

with and without acids.

Composition Additive
[Avocado Pulp: Property Without Acid Citric Acid Ascorbic Acid
Starch: Glycerol] (WA) (CA) (AA)

100:0:0 Thickn 0.099 + 0.001°¢  0.138+0.001"®  0.166 + 0.002%*
96:2:2 CKNESS 0.120 £ 0.002°°  0.146 + 0.002*®  0.161 + 0.001°A
95:3:2 (mm) 0.119 + 0.002*¢  0.132+0.002°®  0.152 +0.001°*
100:0:0 Moisture Content 137 + 0.7 “* 141+ 10° 115+ 03 °B
96:2:2 oisture Lonten 265 + 02 * 194 + 02 2 218 + 03 2B
95:3:2 (%) 213 + 04 ° 161+ 1.0 ®® 187 + 0.4 "8
100:0:0 ) 496 + 04 " 464 + 15 * 389 + 0.1 B
96:2:2 Water Soluble Fraction ¢, + g5 aA 2991 01 ° 426+ 1.8 °®
95:3:2 (%) 656 + 1.1 ® 305+ 22 "8 346+ 1.7 "B
100:0:0 WP 0.137 £ 0.010°*  0.084 + 0.010%®  0.085 + 0.006°®
96:2:2 AR 0578 £0.052*"  0.438+0.016*°  0.418 + 0.009*°
95:3:2 (9 mmm™kPa™ h™) 0.461 +0.013*  0.368 +0.018™®  0.370 + 0.014"®

All results are expressed as mean value + standard error.

¢ Different lowercase letters in the same column for a given property indicate statistical difference (p < 0.05) by
Tukey’s test.

ABC Different capital letters in the same line indicate statistical difference (p < 0.05) by Tukey’s test.

WA (without acid), CA (citric acid), AA (ascorbic acid)

5.3.2. Water Vapor Permeability (WVP)

The data obtained for WVP of avocado biobased films are shown in Table 5.2. By
observing the different proposed formulations (columns) can be noticed that films without
starch and glycerol (100:0:0) have the lowest values of WVP. These films have higher oil
content in their composition, which may explain the values obtained. It is also observed that
although the formulation 96:2:2 presents less gelatinized starch and more oil than 95: 3: 2, it
presented higher values of WVP. This is probably occurs due to improved starch-glycerol
compatibility in the matrix, causing more interaction between these molecules, and
consequently fewer hydrophilic molecules available or unbound. These results are consistent
with the previous ones, when it was observed that the values of moisture content have the

same tendency (Santos et al., 2016).

The samples with acids (AA and CA) presented a decrease of WVP in comparison to
the respective formulations without these additives (WA). Nevertheless, the intensity of this

decrease was independent on the specific acid used, since no significant difference was
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observed between the values of WVP in the AA and CA columns at fixed lines. These results
can be explained on the basis that acids may cause starch to form a tight structure after
crosslinking, preventing swelling and restricting the movement of molecules (Reddy e Yang,
2010; Shah et al., 2016).

Additionally, it must be remarked that all the avocado films prepared in this work
presented low WVP values if compared with other biobased films reported in the literature
(Rojas-Gral et al., 2007; Ma et al., 2012). This fact can be a good aspect in terms of
applications, although these WVP values are still higher than the films made from polymeric

matrixes derived from petroleum (Garcia et al., 2009; Wihodo e Moraru, 2013).

5.3.3. Optical properties: Color and Opacity

The data of color and opacity of the prepared avocado biobased films are shown in
Table 5.3. The hue angles ranged between 0° and 90°, representing a color between red and
yellow, respectively. The addition of starch and glycerol (comparison between lines) resulted
in slightly yellowish films due to the intrinsic color of starch. The addition of citric acid to the
matrix increased the Hue values, probably because the addition of CA protected the avocado
pulp during the drying process, avoiding browning. On the other hand, the addition of
ascorbic acid to the formulation led to films with more reddish coloration, probably because
of the ascorbic acid degradation reaction which produces brownish components, such as

furfural (Guzman-Gerénimo et al., 2008; Fennema et al., 2010).

The luminosity values (L*) increased with the addition of glycerol and starch. This
can be attributed to the dilution of the original matrix (avocado pulp) by the addition of
gelatinized starch and glycerol, since the granules of the former contain absorpted water and

the later is a translucid material.

Data of Table 5.3 also indicate that the addition of starch/glycerol and acids decreased
the opacity of the films with relation to the film without additives (WA -100:0:0) and
increased the C*,, values, leading to brighter films with more vivid and chromatic colors.
Regarding the effect of starch/glycerol on the opacity, similar behavior was observed by
Santos et al. (2016) for avocado films with different contents of starch and glycerol, and can
be attributed to the addition of more transparent materials to the matrix and to the decrease in
the amount of oil in the formulation. The decrease of opacity with the addition of acids was
also reported by Ortega-Toro et al. (2014) for citric acid-methylcellulose-starch films. This
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decrease is probably related to the fact that the acids can form bonds with the other film

components, decreasing the crystallinity of the material.

Table 5.3 Color and opacity of avocado biobased films with and without acids.

Composition Additive

[Avocado Pulp: Property Without Acid Citric Acid Ascorbic Acid

Starch: Glycerol] (WA) (CA) (AA)
100:0:0 493 + 05 %% 647+ 03° 421+ 03¢
96:2:2 Color - L* 614 + 08 ™ 706+ 04 * 538+ 07 °C
95:3:2 656 + 07 *8 739+ 04 * 585+ 06 ¢
100:0:0 ch 363+ 03° 540+ 013 378+ 04 °B
96:2:2 roma 412+ 062 529+ 02° 506+ 09 %8
95:3:2 C*a 412 + 04 *® 512 +013%" 533+ 1.0 *A
100:0:0 Hue - hy, 778 + 04 °® 844+ 02 " 556+ 05 °°
96:2:2 (degrees) 842+ 03" 878+ 01°" 698+ 06 °C
95:3:2 863+ 03 891+ 02* 746+ 05 2°
100:0:0 Opaci 141+ 03 * 106+ 03 *® 105+ 0.3 %8
96:2:2 pacity 114+ 05° 87 + 06°® 109+ 04 *
95:3:2 (Abs . mm™) 103+ 05° 90 + 04 ®* 94 + 02 °A

All results are expressed as mean value + standard error.

¢ Different lowercase letters in the same column for a given property indicate statistical difference (p < 0.05) by
Tukey’s test.

ABC Different capital letters in the same line indicate statistical difference (p < 0.05) by Tukey’s test.

WA (without acid), CA (citric acid), AA (ascorbic acid)

5.3.4. Tensile properties

The mechanical properties of the films are shown in Table 5.4. The films with
composition 100: 0: 0, with or without acid, presented brittle characteristics, as reflected in
high tensile strength (o), low elongation at break (€) and high Young’s Modulus (E). These
are typical characteristics of films obtained from fruit pulps (Martelli et al., 2014; Pérez-Gago
e Rhim, 2014), which is due to the high intensity intermolecular forces among biopolymers
chains (Wang et al., 2011).

The addition of citric acid increased the elongation at break of the material, decreasing
o and E, which reflects a plasticizing effect exerted by the citric acid. This effect is apparently
inconsistent with the results of WVP (Section 5.3.2) which suggest that the addition of acids
promoted a certain degree of crosslink in the films. However, it has already been reported in
the literature that citric acid can act acts both as a plasticizer and as a cross-linking agent
(Ghanbarzadeh et al., 2011). In this case the predominant effect is expected to be dependent
on the specific property under consideration. On the other hand, the films produced with

ascorbic acid presented similar elongation at break and higher rigidity in comparison to pure
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avocado pulp film (WA - 100:0:0), indicating that this acid has no plasticizing effect, acting
only as a cross-linking agent.

The addition of glycerol and starch (columns) increased the elongation at break of the
films, corroborating the plasticizer effect of glycerol (Han, 2014b). Besides, the 95: 3: 2
avocado films can be considered a more suitable formulation for this matrix, since they

presented the highest values for all three properties analyzed.

Table 5.4 Mechanical properties of avocado biobased films with and without acids.

Composition Additive

[Avocado Pulp: Property Without Acid Citric Acid Ascorbic Acid

Starch: Glycerol] (WA) (CA) (AA)
100:0:0 Tensile strenath 439 + 0.19%*8 377 + 0092 611 + 0.21%°
96:2:2 enstie streng 034 + 0.02°8 107 + 003°*  1.02 + 0.02°*
95:3:2 o (MPa) 0.71 + 0.03°® 205 + 0.05°  1.89 + 0.08°*
100:0:0 - tion at break 20 + 0.1 °B 6.3 + 0.2 "A 1.7 + 01 °B
96:2:2 ongation at brea 145 + 07 "8 246 + 06 * 157 + 03 °B
95:3:2 &€ (%) 179 + 07 *® 249 + 05 * 184 + 05 *B
100:0:0 v , dul 2052+ 12.7%8 1745+ 43 *© 4493+ 115°%*
96:2:2 oung's modutus 84 + 06 188+ 08 °® 358+ 1.4 A

+ 1+

95:3:2 E (MPa) 226 + 1.7°¢ 366+ 17" 459 + 30 A

All results are expressed as mean value + standard error.

®C Different lowercase letters in the same column for a given property indicate statistical difference (p < 0.05) by
Tukey’s test.

ABC Different capital letters in the same line indicate statistical difference (p < 0.05) by Tukey’s test.

WA (without acid), CA (citric acid), AA (ascorbic acid)

5.3.5. Thermogravimetric analysis and Fourier transform infrared spectroscopy

Figure 5.1 presents the DTG curves for the produced films. Two peaks were found in
the temperature range between 20 to 100 °C, characteristic of water evaporation associated
with free and bound water (Ahmad, Nirmal, et al., 2015; Torabi et al., 2016). The area of
these peaks increased with the addition of glycerol and starch, which are hydrophilic
components, for the samples WA and AA. Contrarily, the area of these peaks decreased with
the addition of starch and glycerol for samples CA, showing a more complex interaction
among the components in the presence of citric acid, as it has also been observed in the tensile

properties in the previous section.

The mass loss stages between 140 °C and 250 °C are associated with mass losses by
degradation of glycerol, simple polysaccharides, low molar weigh peptides, citric acid and
ascorbic acid (Liu et al., 2011; Juhasz et al., 2012; Kiangkitiwan e Srikulkit, 2013; Ahmad,

Nirmal, et al., 2015). In this way, for the samples without acid (Figure 5.1a), the significant
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increase of the main peak in this region can be attributed to the addition of glycerol. Similarly,
in the samples CA (Figure 5.1b), the peak around 240 °C is related to presence of citric acid
(Liu et al., 2011). Finally, ascorbic acid degrades in a range of temperature (190 °C — 220 °C)
(Juhész et al., 2012) similar to that of glycerol, as can be seen for the samples AA (Figure
5.1c).

The region between 280-320 °C presents one or two peaks depending on the samples.
Sample WA -100:0:0 (Figure 5.1a) presents a single peak around 300 °C, which is
characteristic of avocado pulp (Santos et al., 2016) and is related to larger-size or higher
interacted protein fractions degradation (Hoque et al., 2011; Ahmad, Hani, et al., 2015). A
single peak is also observed for samples CA - 100:0:0 and AA - 100:0:0 (Figures 5.1 b and c,
respectively), but shifted to 308 °C, probably due to the interaction between the acids and
avocado pulp. For the samples containing starch and glycerol, two peaks are superposed in
this region, the first around 290 °C and the second around 320 °C. The latter was attributed to
the degradation of starch (Ramirez et al., 2010). The peak at 290 °C reflects probably a shift

of the avocado pulp due to interactions with glycerol and starch.

The peaks started between 360 °C and 400 °C are probably related to oleic and
palmitic oils, the main fatty acids present in avocado oil, and others complex and high
molecular weight components (Ahmad, Nirmal, et al., 2015). For the WA samples occurs a
peak shift for 360 °C to 380 °C (WA - 96:2:2) and to 387 °C (WA - 95:3:2) when starch and
glycerol are added to the formulation. For the ascorbic acid samples (AA), the peak
displacement also occurs and a considerable decrease of the degradation area. This could
indicate the formation of compounds with lower molecular weight on the interaction between
residue and acid. For the samples with citric acid, in addition to the displacement, the area of
these peaks increases considerably when compared to sample CA - 100:0:0, indicating the
formation of components with higher molecular weight and complexity in the interaction

between matrix components.
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Figure 5.7. DTG curves of biobased avocado films: (a) without addition of acids (WA), (b) with
addition of citric acid (CA), (c) with addition of ascorbic acid (AA).
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5.3.6. Fourier transform infrared spectroscopy

FTIR spectra of avocado films are shown in Figure 5.2. The broad band ranging
between 3100-3500 cm™ was due to hydrogen-bonded hydroxyl groups. These bands are
associated to the presence of hydrogen bonding in the polymer (Yoon, 2014). The asymmetric
(2923-2921 cm™) and symmetric (2853-2850 cm™) CH/CH, stretching vibration also can be
observed (Andrade et al., 2016; Kumar e Cumbal, 2016). The peak at 1737-1744 cm™
corresponds to C=0 stretching vibration of ketones and aldehydes of esters groups founded in
triglycerides and polyphenols (Andrade et al., 2016; Kumar e Cumbal, 2016). Moreover, it
can be observed the presence of peaks between 1500 cm™ and 1650 cm™ relating to stretching
vibration of C=0 bands and N-H bonds of amide groups of proteins (Zhong e Xia, 2008; Li et
al., 2014; Andrade et al., 2016; Kumar e Cumbal, 2016). The absorbance bands range at
1096-1095 cm™ e 1019-1017 cm™ arise from C-O stretching vibrations of ester (Kumar e
Cumbal, 2016). The bands between 1100 to 800 cm™ also can be considered characteristic of
saccharides (stretching of C—C and C—O bonds and contribution from C—H bonds) (Miranda
e Carvalho, 2011; Andrade et al., 2016).

In the comparison with the 100:0:0 samples (with and without acids), the main
difference promoted in the FTIR spectra (Figure 5.2) by the addition of starch is observed in
the regions between 1147-1152 cm™, 1017-1023 cm™, and 985-990 cm™ characteristic of
anhydroglucose ring (Miranda e Carvalho, 2011; Yoon, 2014). This modification is probably
related to interactions between the hydrogen atoms present in the acids and the hydroxyl
groups of the starch anhydroglucose ring.
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Figure 5.2. FTIR spectra of avocado biobased films; (a) without the addition of acids (WA), (b) with
the addition of citric acid (CA), (c) with the addition of ascorbic acid (AA).
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5.3.7. Antioxidant and Antibacterial Activity

Table 5.5 presents the data obtained for the antioxidant and antibacterial activity of
films. The formulation WA-100:0:0, composed only by avocado pulp, as well as the
formulations containing acids (CA and AA), presented antioxidant activity after 100 min
(68%). This antioxidant activity can be attributed to the remaining content of avocado oil
(36% d.b.), which is rich in tocopherols and aromatic compounds (Prescha et al., 2014), and
to the presence of phenolic compounds in the pulp. These results are in qualitative agreement
with those presented by Wang et al. (2010) and Rodriguez-Carpena et al. (2011), who have
reported antioxidant activity for avocado pulp, suggesting that this behavior occurs due to the
presence of phenolic content and procyanidins present in the pulp, respectively. Additionally,
Prescha et al. (2014) and Abaide et al. (2017) have found antioxidant activity for cold-
pressed extracted avocado oil and avocado oils obtained by CO, supercritical extraction,
respectively.

The addition of citric and ascorbic acids increased the antioxidant activity, as a result
of the combination of the effects of the components found in avocado pulp and the acids
present in the matrix. It is also observed that ascorbic acid has a higher capacity to neutralize
DDPH than citric acid, probably due to its capacity to donate hydrogen to the medium
(Fennema et al., 2010). Furthermore, the addition of starch and glycerol led to a significant
decrease of antioxidant activity for the samples WA - 96:2:2, WA - 95:3:2 and CA - 95:3:2,

which may be ascribed to the minor presence of avocado pulp in these formulations.

For all samples and both microorganisms, there was no bacterial growth on the contact
surface between the agar and the film. In addition, for all films the inhibition zone produced
by the film (Table 5.5) was partial, since satellite colonies were found in the formed halo. The
presence of a second halo and satellite colonies indicate that could have occurred hydrolysis
in the first few hours of incubation. This phenomenon promotes the reproduction of
microorganisms before the inhibition by the antibacterial agent. In other words, the rate of
antibacterial agent diffusion is lower than the rate of growth of the microorganism. It is also
important to emphasize that the incubated microorganisms were obtained from outbreaks,

increasing the probability of existing resistant microorganisms in the strain used.

The presence of an inhibition zone in the sample WA - 100:0:0 could indicate that part
of the antibacterial activity found in the samples probably occurs due to the presence of the

remaining content of avocado oil, which is rich in sesquiterpene, hydroperoxides, alkaloids
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and other terpenes (Raymond Chia e Dykes, 2010). These compounds enter in the microbial
cell by osmosis and perform the dehydration thereof. Rodriguez-Carpena et al. (2011) have
also found antibacterial activity from Fuerte avocado pulp extract for the following bacterias:
Bacillus cereus (5.07 mm) Staphylococcus aureus (3.93 mm) Listeria monocytogenes
(6.00 mm) and Escherichia coli (4.67 mm). They suggest that this antibacterial activity could

be occurring due to presence of p-coumaric acid derivatives and the fat content present.

It is important to remark that antibacterial activity was found both for the Gram-
negative S. Enteritidis and the Gram-positive S. aureus, despite their differences in terms of
cellular wall. This has also been observed by Nedd et al. (2015) and Chia and Dykes (2010),

working, respectively with methanolic and ethanolic avocado pulp extracts.

Table 5.5 Antioxidant and antibacterial activity of avocado biobased films with and without acids.

Composition Additive
[Avocado Pulp: Property Without Acid Citric Acid Ascorbic Acid
Starch: Glycerol] (WA) (CA) (AA)
100:0:0 . 683 + 28 *® 899 + 28 % 927 + 0.2 *
96:2:2 DPPH Activity 415+ 21 °C 855+ 158 942 + 12 %A
95:3:2 100 (%0) 383+ 07°C 647+ 24°8 923+ 15 A
100:0:0 Innibition zone 6.7 1.7 8.7
96:2:2 S Enteritidis 10.7 10.2 7.4
95:3:2 (mm) Gram - 11.0 10.7 9.3
100:0:0 Innibition zone 9.8 6.0 12.2
96:2:2 S aureus 5.2 9.3 6.0
95:3:2 (mm) Gram + 35 8.0 6.0

All results are expressed as mean value + standard error.

e Different lowercase letters in the same column for a given property indicate statistical difference (p < 0.05) by
Tukey’s test.

ABC Different capital letters in the same line indicate statistical difference (p < 0.05) by Tukey’s test.
WA (without acid), CA (citric acid), AA (ascorbic acid)

5.4. Conclusion

Biobased films composed by aqueous extraction avocado oil residue and cassava
starch were successful produced. Cassava starch and glycerol improved the mechanical
response of the produced films and their water related properties (WVP, moisture content,
water-soluble fraction). Both ascorbic and citric acids presented good compatibility with the
other elements of the matrix and effectively modified the biobased films properties. Citric and
ascorbic acids addition produced films with less moisture content and water vapour
permeability. For films containing citric acid it was observed an increase in the elongation at

break data and a decrease of water-soluble fraction values indicating that it acts as a
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plasticizer and cross-linker in the matrix. Ascorbic acid increased significantly Young’s
Modulus and tensile strength indicating cross-linking reaction between the acid and the other
matrix elements. Thermogravimetric analysis and Fourier transform infrared spectroscopy
indicated likely compatibility among the film components. Besides, all the formulations tested
presented antioxidant and antibacterial activity, both for S. Enteritidis and S. aureus.
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6.1. Introducéo

Filmes a base de biopolimeros, em geral, podem ser produzidos a partir de trés
diferentes hidrocol6ides ou mistura destes: proteinas, polissacarideos e lipideos (Han, 2014b).
Por possuirem naturalmente em sua composi¢do estes componentes, frutas e vegetais tém sido
investigados como materiais formadores de filme nos Gltimos anos (Otoni et al., 2017).
Durante o processo de formulagdo da solucdo filmogénica, diversas formas destes materiais
podem ser utilizados: purés (Sothornvit e Rodsamran, 2008; Du, Olsen, Avena-Bustillos,
Mchugh, Levin, Mandrell, et al., 2009; Azeredo et al., 2012), extratos (Park e Zhao, 2006;
Deng e Zhao, 2011; Eca Kaliana et al., 2015), farinhas (Nascimento et al., 2012; Andrade et
al., 2016), componentes isolados (Santos et al., 2015), residuos e subprodutos da industria
alimenticia (Fai et al., 2016; Santos et al., 2016).

Neste contexto, 0 uso de residuos agro-industriais para compor as solucgdes
filmogénicas tem sido cada vez mais investigado (Flores et al., 2017) para producéo de filmes
biodegradaveis. Isto se deve as diversas aplicabilidades desses materiais, tanto em relagdo a

fatores ambientais, industriais e econdmicos, quanto em relagéo a fatores sociais, de saude e
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seguranca alimentar. Entre as diferentes aplicagdes e fatores encontrados para o0
desenvolvimento desses materiais pode-se citar: substituicdo de filmes plasticos advindos de
fontes fdsseis ndo biodegradaveis (Arvanitoyannis, 2008; Zhang et al., 2008); busca por
materiais produzidos a partir de fontes renovaveis (Flieger et al., 2003; Babu et al., 2013);
diminuigdo de residuos ou subprodutos da inddstria empregando-os no desenvolvimento de
novos produtos (Leceta et al., 2014; Fléres et al., 2017); impacto do acamulo dos plasticos
nos mares e nas cidades (Green et al., 2015; Jambeck et al., 2015); utilizacdo de filmes na
indlstria farmacéutica e biomédica (Kalia e Avérous, 2011; Croisier e Jérdbme, 2013);
emprego destes como embalagens ativas e inteligentes em alimentos (Biji et al., 2015;
Ribeiro-Santos et al., 2017).

O abacate e seus subprodutos, que séo largamente produzidos e comercializados no
mundo (Hakizimana e May, 2018; Rincon-Patino et al., 2018), estdo entre 0s materiais com
potencial para aplicacdo na producdo de filmes biodegradaveis. O residuo produzido a partir
da extracdo aquosa do 6leo de abacate trata-se de uma polpa parcialmente desengordurada e
hidratada, sendo esta 0 componente majoritario do residuo nesse tipo de processo (Bizimana
et al., 1993; Rosenthal et al., 1996; Qin e Zhong, 2016). Com foco no potencial de aplicacéo
deste tipo de residuo e considerando o0s aspectos mencionados anteriormente, Santos et
al.(2016) desenvolveram filmes & base do residuo da extracdo do 6leo de abacate e amido de
mandioca, obtendo filmes com baixos valores de permeabilidade ao vapor d’agua, fracdo
solavel em agua em torno de 50% e propriedades mecanicas comparaveis a filmes de

celofane.

No entanto, deve-se levar em consideracdo que diferentes compostos podem ser
adicionados nas formulagdes de filmes baseados em frutas e vegetais para modificar e/ou
melhorar as propriedades destes, levando em consideracdo sua estabilidade e aplicacao.
Assim, juntamente com o amido, pectina, celulose e gelatina estdo entre os biopolimeros mais
utilizados nessas composicoes (Otoni et al., 2017), sendo que cada um destes compostos afeta
de maneira diferente as propiredades finais dos filmes obtidos. Por exemplo, o uso da
gelatina, composto de interesse no presente trabalho, tende a gerar filmes mais flexiveis e

maleaveis do que aqueles obtidos com o uso de amido (Bourtoom, 2009; Otoni et al., 2017).

A gelatina € um material obtido a partir da desnaturacdo parcial do colageno de
diferentes fontes animais que possui propriedades estabilizantes, espessantes e de formacdo de

géis em alimentos. Trata-se de um material de baixo custo e largamente produzido
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industrialmente. Filmes a base de gelatina costumam apresentar boas propriedades mecénicas
e barreira a gases quando comparados com outros filmes biodegradaveis (Bourtoom, 2009;
Lacroix e Vu, 2014), porém apresentam alta afinidade com &gua, podendo ter alta

solubilidade em agua e altos valores de permeabilidade ao vapor d’agua (Lacroix e Vu, 2014).

Adicionalmente, um dos problemas observados em filmes biodegradaveis feitos a
partir de frutas e vegetais é a ocorréncia de escurecimento enzimatico. Alguns compostos tais
como &cido citrico e &cido ascorbico tém sido utilizados para prevenir estas rea¢fes (Du et al.,
2011; Ravishankar et al., 2012; Espitia, Paula J. Pérez et al., 2014; Martelli et al., 2014).

Levando em consideragdo os aspectos discutidos, este trabalho tem como objetivo
produzir filmes a partir do residuo da extracdo aquosa do 6leo de abacate e gelatina bovina.
Além disso, investigou-se como a adicdo dos acidos ascorbico e citrico (usados como
conservantes) influenciaram as propriedades dos filmes em suas diferentes propriedades
mecanicas, de barreira e 6ticas. E por fim, foi testada a potencial atividade antioxidante dos

filmes desenvolvidos.

6.2. Materiais e métodos

6.2.1. Materiais

A polpa de abacate hidratada e parcialmente desengordurada oriunda do processo de
extracdo aquosa do Oleo de abacate, utilizada neste trabalho, foi fornecida por um produtor
local (AvocadoBR Oleos Essenciais, Venancio Aires, Brasil). Gelatina bovina em po foi
adquirida em mercado local (Porto Alegre, RS, Brasil). Glicerol (Dinadmica, Brasil) foi
utilizado como plastificante nas formulacdes dos filmes e &cido citrico (CA) (Vetec, Brasil) e

acido ascorbico (AA) (Vetec, Brasil) como aditivos.

A polpa de abacate empregada foi caracterizada em trabalhos anteriores e sua
composicdo centesimal é composta por 95,6 % de agua, 10,4 % de proteina, 36,5 % de
gordura, 10,7 % de fibras soluveis, 15,2 % de fibras insoluveis, 7,6 % de cinza e 19,4 % de
carboidratos em base seca (Santos et al., 2016). A polpa, residuo da extragdo do 6leo, foi
coletada diretamente da producdo e dividida igualmente em 3 partes. Na primeira parte néo
foi adicionada nenhum aditivo, na segunda parte foi adicionado 0,6 % de acido citrico (m/m)
e na terceira parte, 0,6 % de acido ascorbico (p/p). Apds a coleta, o residuo foi colocado em

garrafas PET sob atmosfera de nitrogénio e lacradas. As garrafas contendo a polpa foram
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congeladas rapidamente com gelo seco e entdo armazenadas em freezer domestico a -18 °C,

sendo mantidas nessa condicdo até a utilizacdo nos experimentos.

6.2.2. Preparacao dos filmes

A polpa de abacate hidratada e parcialmente desengordurada foi utilizada como
principal componente nas solugdes filmogénicas elaboradas e. Que estdo apresentadas na
Tabela 6.1. Entre as nove solucbes filmogénicas desenvolvidas para este trabalho, trés delas
foram formuladas com o objetivo de serem filmes controle: filmes contendo somente a polpa
de abacate (WA 100:0:0), filmes contendo a polpa de abacate adicionado de 0,6 % (p/p) de
acido citrico (CA 100:0:0) e filmes contendo a polpa de abacate adicionado de 0,6 % (p/p) de
acido ascorbico (AA 100:0:0). Estas trés formulacbes ja foram discutidas em artigo anterior
(Artigo I1) e sdo aqui apresentadas para melhor compreenséo e discussao dos fenébmenos que

ocorrem nos filmes contendo gelatina e a presenca ou nao destes acidos.

Para as outras seis solugdes filmogénicas elaboradas foram adicionadas as polpas,
contendo ou ndo acido ascorbico ou citrico, diferentes proporcdes de gelatina bovina e
glicerol como descrito na Tabela 6.1. Primeiramente, foi preparada uma solucdo de gelatina
bovina (BG) a partir de uma suspensao de 10 g de gelatina em p6 em 100 g de agua destilada.
Essa solucdo foi agitada (200 rpm) durante 20 min a temperatura ambiente (25 °C).
Posteriormente, a solucdo de gelatina foi aquecida até 70°C e permaneceu em agitacdo a essa
temperatura por 10 min. Sendo mantida em banho controlado a esta mesma temperatura até a

sua utilizacdo no preparo das solugdes filmogénicas.

Os componentes da formulacdo foram, entdo, misturados com o auxilio de um agitador
suspenso (Edutec, EEQ9034 model, Brasil), durante 5 min, nas proporc¢des ja apresentadas, e
a solucdo filmogénica resultante foi vertida em placas de petri de acrilico na quantidade de
0,25 g cm™. Ap6s, as amostras foram secas (casting) com circulacéo de ar (DeLeo, model
B5AFD, Brasil) durante 16 h a 40° C.

Os filmes produzidos foram climatizados em um dessecador com umidade relativa de
50+ 5% e a temperatura de 25 + 2 °C (usando solugdo saturada de brometo de sddio) por
pelo menos 48 h antes das anélises. Todas as analises, quando aplicavel, foram realizadas com

o lado do filme exposto ao ar durante o processo de secagem.
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Tabela 6.1. Composicdo dos filmes de abacate com o residuo puro, &cido citrico e acido ascorbico, e

gelatina bovina.

Composicéo da solugdo filmogénica (m/m)

Polpa de abacate utilizada

Filme Polpa de abacate . . .
L . Gelatina Bovina Glicerol
(com ou sem &cido)
WA -100:0:0 Pura 100 0 0
CA -100:0:0 Com 0,6 % de CA 100 0 0
AA -100:0:0 Com 0,6 % de AA 100 0 0
WA -97:2:1 Pura 97 2 1
CA-97:2:1 Com 0,6 % de CA 97 2 1
AA-97:2:1 Com 0,6 % de AA 97 2 1
WA -96:2:2 Pura 96 2 2
CA-96:2:2 Com 0,6 % de CA 96 2 2
AA-96:2:2 Com 0,6 % de AA 96 2 2

Filmes de abacate sem nenhum aditivo (WA) e com adicéo de acido citrico (CA) ou com acido ascérbico (AA).

6.2.3. Caracterizacéo dos filmes

A espessura dos filmes, para cada formulacdo desenvolvida, foi obtida utilizando um
micrémetro digital (Digimess, modelo 1P40, Brasil) com precisdo de 0,001 mm. Vinte
amostras por formulacdo foram utilizadas nesta andlise, sendo medida a espessura em cinco

pontos distintos por amostra.

O teste de umidade foi realizado pelo método gravimétrico (Analysis, 2008). Trés
discos de 2 cm de didmetro foram recortados, colocados em cadinhos metélicos, pesados e
levados para secar em estufa (DeLeo, model B5AFD, Brasil) por 24 h a 105 °C. Ap0s esse
periodo, os cadinhos foram pesados e a umidade foi calculada pela diferenca de massa do

cadinho antes e depois da secagem.

A solubilidade foi determinada utilizando os discos previamente secos na andlise de
umidade (Gontard et al., 1992). Os filmes foram imersos em 30 mL de &gua destilada e
colocados em banho-maria com agitacdo (80 rpm) (Novatecnica, modelo NT145, Brasil) a
25°C por 24 h. Apés, foi retirada a agua dos recipientes contendo as amostras e estas foram
novamente secas em estufa nas mesmas condi¢fes. A solubilidade foi determinada como a

percentagem de matéria seca solubilizada ap6s 24 h de imersao.

Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) foi medida de acordo com a norma ASTM
E96/E96M — 15 (Astm, 2015) com modificacdes (Dick et al., 2015; Pagno et al., 2015). Os

filmes foram fixados em células de permeacdo (diametro interno: 63 mm; altura: 25 mm)
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contendo cloreto de calcio anidro granulado desumidificado (0 % UR). As células,
hermeticamente fechadas, foram armazenadas a 25 °C em uma cuba de vidro contendo
solucdo saturada de cloreto de sodio (75 % UR), onde permaneceram por 24 horas. As células
foram pesadas em uma balanga analitica (Shimadzu, AY 220 model, Japan) antes e depois do
armazenamento. A permeabilidade ao vapor d’4dgua foi calculada utilizando a seguinte

equacdo (1):
PVA =(W x L)/(Axt x 4p) 1)

onde W é a massa de agua que permeou através do filme (g), L € a espessura do filme (mm), A
é a 4rea de permeacdo (0,0032 m?), t é o tempo de permeacdo (h), e 4p é a diferenca de
pressdo de vapor entre os dois lados do filme (2,376 kPa, 25 °C). Os testes foram realizados

em triplicata.

As analises mecanicas foram realizadas a partir da determinacdo dos valores de tensdo
de ruptura (o), percentagem de elongagédo na ruptura (€) e Mddulo de Young (E) utilizando-se
um texturémetro (TA.XT2i, Stable Micro Systems, UK) (Astm, 2012b). Vinte amostras para
cada formulagdo foram cortadas em retangulos de 100 mm x 25 mm e a espessura foi medida
com um micrdmetro digital. Os testes foram realizados com separacdo entre as garras de

50 mm a uma velocidade de 10 mm min™.

A cor dos filmes foi medida a luz do dia com D65, angulo de 10°, com o auxilio de um
colorimetro (Minolta, CR400, Japdo). Foram medidos os parametros L* (luminosidade), a*
(verde — vermelho) e b* (azul — amarelo) da escala CIELAB (Garcia e Sobral, 2005; Garcia
et al., 2009) sobre um disco branco (Lo: 97.67; a,: 50.13 e by: 51.57) em vinte amostras para
cada formulagdo. A partir dos valores obtidos para os pardmetros L*, a* e b* foram
calculadas a intensidade de cor (Chroma — C*) e a matiz da cor (hue — hy), utilizando as

equacOes descritas a seguir:

C*,,= V@) + (0%’ )

b
h,, = arctan = €))
onde hyp, varia de [0, ] quando b* > 0 e (-z, 0) quando b* < 0, expresso em graus
A opacidade dos filmes foi medida usando um espectrofotdmetro UV/VIS (Varian,

modelo Cary 100, EUA) no comprimento de onda de 600 nm (Shiku et al., 2004). Sete

amostras dos filmes (1 mm x 5 mm) foram colocadas no espectrofotdmetro para a medida de
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transmitancia, utilizando a célula vazia como branco. A opacidade foi calculados de acordo
com a equacao de (Han e Floros, 1997):

Opacidade = (—logTew)/ X (4)

onde Teoo € a transmitancia a 600 nm e x é a espessura do filme (mm).

O método de captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi realizado como
indicativo da provavel capacidade antioxidante dos filmes desenvolvidos (lahnke et al.,
2015). Foram cortadas amostras de 1 cm? para cada uma das formulagdes e estas foram
colocadas em solugdo de DPPH metanélico (3,9 mL, 0,06 mmol L™). Uma solugdo pura de
DPPH foi utilizada como branco. A absorbancia das solu¢des foi medida utilizando um
espectrofotémetro UV/VIS (Shimadzu, UV-1800, Japdo) a 517 nm ap6s 100 min. Todas as
analises foram realizadas em quintuplicata. A porcentagem de inibicao (l10o) do radical DPPH

foi calculada como descrito a seguir:

loo=[(Ao — Asoc) = Ad] x 100 (5)

onde Ag é a absorbancia da amostra em branco e Aigo € a absorbancia da amostra contendo o

filme.

6.2.3. Analise estatistica

A comparacado de valores médios foi realizada o software Statistica 12.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, EUA) utilizando Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey, com um nivel de
significancia de 0,05. Foram realizadas comparagdes separando-se as formulacGes em dois
grupos distintos. O primeiro grupo realiza comparacdo entre os filmes em relacdo as
formulacGes desenvolvidas (100:0:0; 97:2:1; 96:2:2 — comparac¢do entre linhas na Tabela 6.2)
e 0 segundo grupo, a comparacdo em relacdo a presenca de acido ou nao no filme (WA, CA,
AA — comparagdo entre colunas na Tabela 6.2). Os resultados foram expressos utilizando
letras diferentes para grupos de médias estatisticamente diferentes.

Além disso, as nove formulacbes desenvolvidas foram avaliadas em doze parametros
utilizando-se a Analise dos Componentes Principais (ACP) com os dados obtidos, no software
Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA). A Analise de Componentes Principais (ACP) é
uma tecnica estatistica multivariada que objetiva transformar um conjunto de variaveis
originais contendo muitos dados em outro conjunto de varidveis de mesma dimensao

denominadas de componentes principais, correlacionando-as. Esses componentes principais
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sdo independentes entre si e estimados pra retenham o maximo de informacéo em termos da
variacdo presente nos dados originais. A ACP agrupa os individuos de acordo com seu

comportamento dentro da populacdo de dados (variancias), ou seja, segundo a variacdo de

suas caracteristicas.

6.3. Resultados e Discussao

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos para cada uma das analises executadas

(Tabela 6.2) e ACP realizada (Figura 6.1). Os resultados de caracteriza¢do dos filmes foram

analisados e discutidos baseados na ACP e na analise das diferencas significativas.

Figura 6.18. Analise de componentes principais para as nove formula¢fes desenvolvidas para filmes

contendo polpa de abacate, gelatina e acido citrico e ascorbico.

Projecéo dos fatores ( 1x 2)
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o
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Tabela 6.2. Propriedades dos filmes a base de polpa de abacate e gelatina contendo ou néo acidos
organicos: espessura, umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), tensao de
ruptura, elongacdo na ruptura, médulo de Young, opacidade, luminosidade, Chroma, Hue, atividade
antioxidante (DPPH).

Composicdo Aditivo
[Polpa de
abacate: Propriedade
g?_la“n?]: Sem é4cidos (WA) Acido Citrico (CA) Acido Ascérbico(AA)
ICero
100:0:0 0,099 + 0,001 0,138 + 0,001 ¢B 0,166 + 0,002 °A
97:2:1 Esf’nisns,\‘;ra 0133 + 0,001 °C 0,165 + 0,002 "B 0177 + 0,002 PA
96:2:2 0,146 + 0,001 *C 0,177 + 0,002 2B 0,185 + 0,002 **
100:0:0 137 + 0,7 oA 141 + 10 oA 115 + 03 ¢©B
97:2:1 Umidade (%) 144 + 01 A 142 + 04 PA 141 + 03 bA
96:2:2 263 + 13 202 + 09 2B 207 + 08 2B
100:0:0 496 + 04 464 + 16 A 389 + 01 2B
97:2:1 SO'”(':,'/L')dade 314 + 16 °A 335 + 06 °A 316 + 05 oA
96:2:2 307 + 02 B 31 + 07 bA 322 + 07 B
100:0:0 0,137 + 0,010 °A 0,084 + 0,010 °B 0,085 + 0,006 °B
97:2:1 PVA 0,372 + 0,005 A 0,230 + 0,007 °€ 0,301 + 0,008 PB
96:2:2 0,658 + 0,029 *A 0516 + 0,023 2B 0441 + 0,022 2C
100:0:0 439 + 0,19 bB 377 + 0,09 B¢ 611 + 021
97:2:1 Tensao de 58 + 012 A 464 + 009 B 623 + 010 *A
ruptura (MPa)
96:2:2 245 + 005 °¢B 23 + 003 ¢ 412 + 0,06 P°
100:0:0 2,0 + 01 ¢B 6,3 + 02 oA 1,7 + 01 ¢B
97:2:1 Elongacao na 185 + 05 b8 211 + 07 A 136 + 04 °F
ruptura (%)
96:2:2 202 + 06 2B 33 + 06 * 269 + 07 2°
100:0:0 2952 + 12,7 @B 1745 + 43 2C 4493 + 115 A
”. Modulo de bB b,C bA
+ ' + i + k
97:2:1 Young (MPa) 1422 + 47 1030 + 1,8 1688 + 43
96:2:2 341  * 12 ¢©B 275 + 08 ¢° 64,7 + 1,9 °A
100:0:0 493 + 05 PB 647 + 03 DbA 421 + 03 ©°°
9. L* a,B a,A a,C
97:2:1 (Luminosidade) 576 + 08 690 + 04 499 + 07
96:2:2 571 + 07 @B 685 + 04 A 495 + 06 23
100:0:0 %3 + 03 B¢ 540 + 01 378 + 04 ©°B
97:2:1 Chroma 430 + 06 2° 529 + 03 P 475 + 08 2B
96:2:2 432 + 06 3° 528 + 02 bA 471 + 0,7 @B
100:0:0 778 + 04 PB 844 £+ 02 oA 556 + 05 ©B°€
97:2:1 Hue 808 + 04 2B 865 =+ 02 3 632 + 07 &€
96:2:2 808 + 03 2B 865 + 02 633 + 06 ?a°¢
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Tabela 6.1 Continuacdo da Tabela 6.1.

Composicao Aditivo

[Polpa de

abacate: Propriedade

gfilge“r’;?]: Sem acidos (WA) Acido Citrico (CA) Acido Ascorbico(AA)

100:0:0 139 + 03 @ 106 + 03 @B 105 + 03 @B

97:2:1 &%zcr'g;qg 97 + 05 PA 74 + 03 "B 98 + 03 ®A

96:2:2 88 + 03 P 84 + 03 PA 92 + 03 b

100:0:0 Atividad 683 + 28 ?*B 899 + 06 927 + 02 3
Ividade

97:2:1 Antioxidante 472 £ 21 B 766 + 15 bPA 835 + 12 bA

0,
96:2:2 DPPH (%) 432 + 07 ©°¢ 722 £ 24 b8 896 + 15 A

Filmes de abacate sem nenhum aditivo (WA) e com adi¢do de acido citrico (CA) ou acido ascorbico (AA).
Resultados expressos como media * erro padréo.

®C | etras minGsculas diferentes na mesma coluna, para a respectiva propriedade, apresentaram diferenca
significativa (p < 0.05) pelo teste de Tukey.

ABC | etras maitisculas na mesma linha possuem diferenca significativa (p < 0.05) pelo teste de Tukey.

O Componente Principal 1 (PC1) esta relacionado com os parametros umidade,
solubilidade, permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), tensdo na ruptura (o), elongagdo na
ruptura (€), Modulo de Young (E) , luminosidade (L*) e opacidade. J4, o Componente
Principal 2 (PC2) esté relacionado com os parametros de espessura e Hue (h,p), enquanto que
as variaveis Chroma (C*,,) e atividade antioxidante (DPPH) sdo representados pelo
Componente Principal 3 (PC3) (dados ndo-mostrados). A variacao total dos dados analisados
foi de 89,01 %, com contribuicdo significativa de 50,88 %, 20,92 % e 17,20 % em relacdo aos
parametros PC1, PC2, PC3, respectivamente. Os autovetores gerados podem ser consultados
no Apéndice (Tabela A.1).

Os filmes desenvolvidos com a formulagdo 96:2:2 apresentaram os maiores resultados
para umidade e PVA (Tabela 6.2 e Figura 2.1). Estes filmes sdo aqueles que possuem o maior
conteudo de gelatina e glicerol proporcionalmente em suas formulag¢fes, possuindo maior
carater hidrofilico. Isto faz com que estes filmes apresentem uma maior afinidade com a agua,
podendo explicar os valores encontrados para estas propriedades (Thomazine et al., 2006;
lahnke et al., 2016). J& os filmes contendo somente a polpa de abacate com e sem a adigéo de
acidos (formulagdo 100:0:0) apresentaram os menores valores para estas propriedades. Estes
filmes possuem a maior quantidade de 6leo em sua composi¢do, o qual é um composto
hidrofobico, fazendo com que apresentem maior barreira & &gua do que as outras

composic¢des. Também é importante ressaltar que a presenca de &cidos organicos nos filmes
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(Tabela 6.2 — comparagdo entre colunas) diminui a PVA dos filmes, indicando que ocorre
interacdo entre esses &cidos e 0s outros componentes presentes (gelatina, polpa e glicerol).
Uranga et al. (2016) e Santos et al. (2018) ao estudarem filmes compostos de gelatina de
peixe e gelatina de pele de tilapia e carpa, respectivamente, demonstraram que ocorre
reticulacdo entre a gelatina e acido citrico.

Os resultados de PVA encontrados para os filmes a base de polpa de abacate
parcialmente desengordurada e hidratada foram entre 0,084 a 0,658 g mm m? kPa h™. Estes
valores encontram-se na ordem de magnitude dos relatados na literatura para filmes a base de
frutas com composicéao similar, tais como: filmes de gelatina-glicerol-6leo de oliva (1,4 - 2,7
gmmm?kPa?h?)(Ma et al., 2012), macé-alginato-6leos essenciais (4,37 — 5,25
g mm m? kPa h, 65/0 % UR)(Rojas-Grali et al., 2006), beterraba-gelatina-glicerol (0,43 —
0,46 g mm m?kPa?h™, 70/0 % UR)(lahnke et al., 2016), mamao-gelatina-glicerol (1,64 —
1,75 g mm m? kPa? h%, 70/0 % UR)(De Moraes Crizel et al., 2018b), mirtilo-gelatina-glicerol
(0,57 — 0,99 g mm m? kPa® h*, 70/0 % UR)(De Moraes Crizel et al., 2016). Porém, quando
comparado com filmes de fonte fossil comerciais, os filmes desenvolvidos possuem valores
de PVA maiores do que estes (PEBD - 0,003 g mm m? kPa? h*, 90/0 % UR , PEAD — 0,0008
gmmm?kPa?h?, 90/0 % UR)(Wihodo e Moraru, 2013), mas similares aos valores
encontrados para celofane (0,293 g mm m? kPa? h™*, 90/0 % UR)(Wihodo e Moraru, 2013).

Pode-se observar na Figura 6.1 que os filmes contendo gelatina e glicerol sdo os que
apresentam 0s menores valores de opacidade e solubilidade. Em relacdo a opacidade,
constatou-se que a presenca desses materiais na matriz diminuiu a cristalinidade do material,
aumentando a transparéncia dos filmes (Tabela 6.2). Quanto a solubilidade, a adicdo de
gelatina e glicerol também diminuiu a solubilidade dos filmes, demonstrando que ocorre uma
interacdo entre esses componentes e a polpa de abacate. Provavelmente, estd ocorrendo a
formacdo de pontes de hidrogénio entre as partes polares da gelatina e da polpa, tornando o
filme mais denso e havendo menos disponibilidade de grupos polares a serem solubilizados
(lahnke et al., 2016). Adicionalmente, a presen¢a dos acidos citrico e ascoOrbico néo
resultaram em diferencga significativa para a maioria das formulagdes contendo gelatina e

glicerol tanto para a solubilidade quanto para a opacidade.

A espessura dos filmes aumentou com a adicdo de gelatina em po e &cidos orgénicos
as formulagdes (Tabela 6.2 e Figura 2.1). Este comportamento deve-se principalmente ao
aumento da quantidade de solidos totais nas solugdes filmogénicas. Os valores encontrados

para as propriedades mecénicas (Tabela 6.2) demostram que ocorrem modificacdes nas
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propriedades dos filmes tanto com a adicdo de gelatina e glicerol, quanto com a adicdo de
acidos nas formulacGes. A observacdo dos valores de elongacéo na ruptura demostra que com
a adicdo de glicerol ocorre um aumento dos valores dessa propriedade, indicando o efeito
plastificante do glicerol na composicao. 1sso ocorre por que se trata de uma molécula pequena
que se liga a matriz aumentando a mobilidade das cadeias devido ao aumento do espago livre
entre elas (Psomiadou et al., 1996; Mali et al., 2006). Além disso, percebe-se que a adicao de
gelatina e glicerol na proporcdo de 2:1 aumenta os valores de tensdo e elongacdo,
demonstrando uma boa interagdo entre esses materiais e 0s outros componentes da matriz,
tornando os filmes menos rigidos quando comparados com aqueles compostos somente pela
polpa de abacate parcialmente desengordurada e hidratada (Formulacdo 100:0:0). Porém
quando se aumenta o contetdo de glicerol (96:2:2), ocorre uma diminui¢do dos valores de
tensdo e Modulo de Young e aumento dos valores de elongacdo, resultado do efeito
plastificante comentado anteriormente.

Quanto ao efeito dos &cidos na matriz percebe-se que a adicdo de acido citrico
apresentou os maiores valores para elongacdo na ruptura quando comparado com os filmes
contendo &cido ascorbico (AA) e sem acido (WA), com diminuicdo dos valores de tensdo de
ruptura e Modulo de Young. Esse resultado demonstra que pode estar ocorrendo interacéo
entre o acido citrico e 0s outros componentes da matriz, resultando em um efeito plastificante.
Uranga et al. (2016) para filmes contendo gelatina de peixe e acido citrico, obtiveram
aumento da elongacdo e tensdo de ruptura com o aumento do teor de acido citrico a
formulacdo, e justificam esse comportamento devido a um excesso desse &cido no meio, com
isso parte do &cido atua como reticulante juntamente com a gelatina e a outra parte como
plastificante. Ja para os filmes contendo acido ascorbico, observa-se um pequeno aumento dos
valores de tensdo de ruptura e médulo de Young e uma leve diminuicdo da elongacdo, quando
comparamos essas peliculas com aquelas que ndo contém acido (WA), indicando que pode
estar havendo interacdo entre todos os componentes da mistura (polpa, acido e gelatina),
resultado esse corroborado pelos valores encontrados para PVA (Tabela 6.2). E importante
destacar que os valores obtidos para os filmes desenvolvidos estdo na mesma ordem de
magnitude daqueles encontrados para filmes a base de frutas e vegetais reportados na
literatura. Pode-se citar os filmes compostos por maca-alginato-oleos essenciais (o: 8,3 MPa;
€: 10,8 %; E: 244 MPa) (Rojas-Gral et al., 2006), beterraba-gelatina-glicerol (c: 2,4 MPa; €:
117-229 %; E: 365-731 MPa) (lahnke et al., 2016), mamdo-gelatina-glicerol (o: 1 -1,8 MPa;
€: 59 -132 %; E: 664-856 MPa)(De Moraes Crizel et al., 2018b), mirtilo-gelatina-glicerol(c:
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2,8 — 1,3 MPa; €: 86 - 300 %; E: 196 - 735 MPa)(De Moraes Crizel et al., 2016), cenoura-
gelatina-glicerol (c: 1,2-2,5 MPa; €: 61-213 %) (lahnke et al., 2015).

Figura 6.2. Filmes biodegradaveis a base do residuo do 6leo de abacate e gelatina. Da esquerda
para a direita: sem adicao de acidos (WA), com acido citrico (CA) e com acido ascorbico
(AA).

Na Tabela 6.2 estdo apresentados também os valores encontrados para Luminosidade,
Chroma e Hue. Como se pode perceber pelos valores apresentados na Tabela 6.2 e na
Figura 6.2 ocorreu modificacdo da cor dos filmes tanto com a adi¢do dos acidos quanto com a
incorporacdo de gelatina/glicerol a polpa. A presenca de gelatina/glicerol aumentou a
luminosidade dos filmes, devido & diluicho da matriz original (polpa de abacate). A
observacao dos valores de Hue e Chroma demonstram que ocorre uma mudanca de cor com a
adicdo dos acidos a matriz, porém essa influéncia ndo é dependente das quantidades de
glicerol ou gelatina adicionadas na formulacdo, para as quantidades testadas. A adicdo do
acido citrico diminui significativamente o angulo de Hue e aumenta o valor de Chroma
indicando filmes com maior intensidade de cor e com aspecto mais amarelado (valores de b*
maiores). 1sso provavelmente estd ocorrendo devido a protecdo do &cido citrico a polpa de
abacate evitando o escurecimento enzimatico da mesma durante o processo de secagem. J& ao
observarmos os filmes contendo acido ascorbico (AA) ocorre uma diminuicdo significativa do
valor de Hue e leve aumento da intensidade da cor (Chroma) quando comparado com 0s
filmes sem adicdo de &cidos (WA). A mudanga do angulo (Hue) demonstra que os filmes
contendo AA possuem um aspecto mais vermelho-amarronzado, provavelmente devido a
ocorréncia de reagfes ndo-enzimaticas de escurecimento. Entre as reacfes ndo-enzimaticas
que podem ocorrer em alimentos, pode-se citar a reacdo de degradacdo do acido ascorbico, a

qual ocorre em meio acido e produz substancias escuras no alimento, como o furfural, a qual
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provavelmente estd ocorrendo no caso dos filmes AA durante o processo de secagem

(Guzméan-Geronimo et al., 2008).

Por fim, através da andlise de sequestro do radical livre DPPH, obteve-se 0 sequestro
deste radical para todas as formulacGes desenvolvidas (Tabela 6.2). Percebe-se que o filme
composto somente pelo residuo da extracdo do 6leo de abacate (WA 100:0:0) apresentou
atividade de 68 % apds 100 min de reacdo, indicando que existem compostos presentes no
residuo que possuem potencial antioxidante. Provavelmente esta inibicdo pode estar
ocorrendo devido a presenca de compostos fendlicos e 6leo remanescente, ainda presentes no
residuo da extracdo do Oleo. Prescha et al. (2014) realizaram ensaio com 6leo de abacate
obtido por extracdo a frio e observaram sequestro do radical DPPH, devido a presenca de
tocoferdis e compostos aromaticos em sua composicdo. J&, Abaide et al. (2017) também
realizaram este ensaio, obtendo uma inibi¢do de 17 a 82 % ap6s 30 min para 6leo de abacate
obtido através de extragdo supercritica (CO,). Além disso, Wang et al.(2010) e Rodriguez-
Carpena et al.(2011), observaram atividade antioxidante (DPPH) na aplicacdo de extratos da
polpa de abacate da variedade Hass, e atribuiram esse comportamento devido a presenca de
compostos fenolicos e procianidinas nas polpas investigadas.

Com a adicdo de glicerol e gelatina as formulacbes ocorre uma pequena diminuicao
desta atividade, provavelmente devido a menor proporcdo de residuo na formulagdo. Além
disso, percebe-se que a adicdo dos &cidos organicos a matriz, promove uma maior atividade
quando comparado com a formulacdo sem acido (WA). Este fenbmeno provavelmente esta
ocorrendo devido a protecdo dos componentes da polpa pelos acidos, 0s quais atuam como
inibidores de reacdes enzimaticas que podem degradar compostos ativos no residuo. Também
é importante salientar que a analise de sequestro do radical livre DPPH, ndo s6 demonstra a
presenca de componentes com possivel capacidade antioxidante, mas também a capacidade de
difusdo destes compostos através da matriz o qual é uma caracteristica importante para a

aplicagéo dos filmes em embalagens para alimentos.

6.4. Conclusao

Filmes compostos pelo residuo da extracdo do 0leo de abacate e gelatina bovina foram
possiveis de serem produzidos e apresentaram boa compatibilidade. A utilizacdo do &cido

citrico e ascorbico na matriz modificou as propriedades investigadas nos filmes onde foram
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aplicados. Gelatina bovina e glicerol apresentaram boa interagdo com 0s outros elementos da
matriz, aumentando a elongacdo na ruptura e tensdo de ruptura nas formulagdes
desenvolvidas. A adicdo desses dois componentes a polpa de abacate (residuo) também
produziu filmes com maior afinidade com a agua, refletido no aumento dos valores de PVA e
solubilidade. A adicdo dos &cidos citrico e ascorbico diminuiu os valores de PVA. Ha
indicacdo de que ocorre interagdo entre os acidos e a gelatina, devido aos valores observados
para PVA e para as propriedades mecanicas. Quanto as propriedades épticas, a adicdo de
gelatina e glicerol a polpa tornou os filmes mais transparentes e a adicdo dos &cidos néo
influenciou significativamente esta propriedade. Todos os filmes produzidos apresentaram
atividade antioxidante, sendo esta mais acentuada para aqueles que continham &cido ascérbico

e citrico em suas formulacdes.
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Ao longo dos trés artigos apresentados pode-se demonstrar que o residuo apresentou
compatibilidade com a maioria das outras matérias-primas utilizadas (amido de mandioca,
gelatina bovina, acido citrico e ascorbico e glicerol). Este fato demonstra a versatilidade do

residuo como base para a producao de filmes biodegradaveis.

Os filmes produzidos a base do residuo da extracdo do Oleo de abacate (polpa
hidratada e parcialmente desengordurada) apresentaram caracteristicas adequadas quando
comparadas com outros filmes de composicdo similar, tendo sido demostrados que este € um

material potencial para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis.

Quando comparado com filmes comerciais 0s valores obtidos de permeabilidade a
vapor d’agua e propriedades mecénicas Situam-se no mesmo intervalo que os encontrados
para o celefone, mas maiores do que quando comparados com matérias como polietileno de
baixa densidade, policloreto de vinila e polipropileno.

Ao mesmo tempo, a partir dos resultados obtidos para permeabilidade a vapor dagua,
tais peliculas apresentam potencial como embalagem de alimentos, principalmente aqueles
que devem ser conservados em ambientes como baixa umidade, tais como massas, bolachas,
snacks e sementes. Também é interessante ressaltar os baixos valores obtidos de solubilidade,
principalmente quando se refere aos filmes contendo gelatina e acidos orgénicos (em torno de
30%), o que pode sugerir a aplicacdo destes em ambientes mais Umidos sem que haja a

deterioracdo da embalagem. Outra carcteristica obtida foi a mudanca de coloracdo quando na
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presenca de &cidos na composicdo, 0 que pode ser utilizado para chamar a atencdo do
consumidor para o produto que est& sendo embalado.

E importante também destacar que a adicdo de 4cidos a matriz (4cido citrico e
ascorbico) modificou as propriedades dos filmes produzidos, além de aumentar a atividade
antioxidante e antimicrobiana dos mesmos. Dado que as embalagens desenvolvidas neste
trabalho apresentaram atividade antioxidante pela sequestro do radical DPPH e apresentaram
halo de inibicdo, acredita-se que estas possuam potencial de serem utilizados como
embalagens ativas. Mais testes e aplicacdes em alimentos devem ser realizados para que se

possa confirmar esta hipotese.

Além das aplicacbes em alimentos, estes filmes biodegréveis podem ser utilizados
para a producdo de embalagens que possuem consumo rapido, como sacos para mudas de

plantas.

Por fim, de maneira geral, péde-se concluir que foi possivel a obtencao de filmes com
a utilizacdo do residuo da extracdo do Oleo de abacate (polpa hidratada e parcialmente
desengordurada) como componente principal. Além disso, a utilizacdo de glicerol como
agente plastificante na matriz se mostrou efetiva para todas as composi¢oes desenvolvidas.

A partir do trabalho desenvolvido até 0 momento, apresenta-se como sugestdo de

trabalhos futuros os seguintes topicos:

i. Aplicacdo dos filmes a base do residuo do o6leo de abacate em alimentos como
sementes, queijos, massas e vegetais.

ii.  Aplicacdo dessas peliculas como substituto de algas em sushis, cobertura de tortas e
base para canapés salgados, juntamente com avaliacdo de analise sensorial destas
preparacoes.

iii.  Utilizacdo da casca e do carogo, também residuo do processo de extracdo, na
elaboracdo e producao de filmes biodegradaveis.

iv.  Investigar se os filmes produzidos possuem potencial antifungico

v.  Estudar a vida util dos filmes desenvolvidos.

Além disso, sugere-se que sejam explorados outros aspectos relacionados ao
reaproveitamento do residuo (polpa parcilamente desengordurada e hidratada) utilizado nesse

trabalho:
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Investigacdo de outras alternativas para o aumento da eficiéncia da extracdo do oOleo de

abacate por centrifugacéo.
Elaboracédo e desenvolvimento de outros produtos a partir do residuo da extracdo do 6leo

de abacate como: sabonetes, cremes, geleias, farinhas e iogurtes.
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Tabela A.1 Autovetores obtidos na Analise de Componentes Principais apresentada no Artigo I11.

Variaveis Fator1 Fator2 Fator3 Fator4 Fator5 Fator6 Fator7 Fator8
Espessura 0,4148 0,8467 0,2636 0,1604 -0,0703 -0,0838 10,0579 0,0227
Umidade 0,7905 -0,0450 -0,4591 0,3723 -0,0175 0,1525 -0,0153 -0,0029
Solubilidade -0,6438 -0,6145 0,2531 0,3761 -0,0168 -0,0461 0,0023 -0,0073
PVA 0,8491 10,0941 -0,5052 0,0549 0,0513 -0,0565 0,0783 0,0008
Tensio -0,6749 0,4650 0,0277 -0,5464 0,1694 -0,0017 -0,0136 -0,0060

Elongacio 09596 0,1441 -0,1175 0,0486 0,0065 -0,1964 -0,0533 -0,0262
Médulo de Young -0,9433 0,858 -0,0318 -0,0157 -0,3088 -0,0224 0,0734 -0,0169

L* 06720 -0,4273 05695 -0,1828 -0,0782 -0,0393 0,0210 0,0052
Chroma 06078 00381 07653 00346 0,1611 0,0940 0,0835 -0,0205
Hue 05353 -0,7605 0,2910 -0,2140 -0,0475 -0,0414 -0,0193 0,0149
Opacidade -0,7840 -0,4288 -0,2673 0,2319 0,2485 -0,1030 0,0620 0,0066

DPPH -0,4306 0,4639 0,6185 0,4583 0,0458 -0,0219 -0,0655 0,0026
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A seguir sdo apresentadas as figuras ampliadas referentes as analises

termogravimétricas realizadas para os filmes discutidos nos Artigos | e 1.

Figura A.1. Larger version of the TGA and DTG curves presented in Figure 4.2 for AG samples.

Wbiam annealag

0 o e o ptd
- — o o <
PR R S N T N S R T
I~
o
- O
©
o
- O
rs
—~~
o O
—O o
< ~
O
L. 0 =
>
-t
o O
© 9o
2
o
- O
N
o
- O
=
- O
L L L L T

100 +

(%) WBIapA



Apéndice 139

Figura A.2. Larger version of the TGA and DTG curves presented in Figure 4.2 for AMG samples
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Figura A.3. Larger version of the TGA and DTG curves presented in Figure 4.2 for AG samples
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Figura A.4. Larger version of DTG curves presented in Figure 5.1 for biobased avocado films without
addition of acids (WA)
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Figura A.5. Larger version of DTG curves presented in Figure 5.1 for biobased avocado films with
addition of acitric acid (CA).
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Figura A.6. Larger version of DTG curves presented in Figure 5.1 for biobased avocado films with
addition of ascorbic acid (AA).
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Figura A.7. Larger version of FTIR spectra of avocado biobased films without the addition of acids
(WA)
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Figura A.8. Larger version of FTIR spectra of avocado biobased films with the addition of citric acid
(CA)
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Figura A.9. Larger version of FTIR spectra of avocado biobased films with the addition of ascorbic
acid (AA).
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