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RESUMO

Filmes biodegradaveis, desenvolvidos a partir de biopolimeros, sdo uma alternativa sustentavel
para substituicdo de plasticos convencionais derivados do petroleo. Nesse contexto, o presente
estudo teve como objetivo desenvolver filmes biodegradaveis a partir de residuos gelatinosos e
investigar os efeitos de diferentes tecnologias emergentes, como aquecimento Ohmico,
ultrassom e radiacdo ultravioleta, em suas propriedades e estrutura. Os efeitos da incorporacéo
de nanofibras de celulose bacteriana as solucoes filmogénicas também foram investigados. Os
filmes desenvolvidos foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas,
mecanicas, térmicas, opticas, estruturais, morfoldgicas, de barreira e de biodegradabilidade.
Todos os filmes a base de gelatina apresentaram superficie homogénea, coloracdo amarelada,
alta transparéncia e barreira a luz ultravioleta. A incorporacdo de nanofibras afetou
principalmente as propriedades fisico-quimicas e de barreira, em que se observou reducdo
significativa da solubilidade e¢ permeabilidade ao vapor d’agua. Os filmes tratados por
aquecimento 6hmico e ultrassom apresentaram uma estrutura mais ordenada, com maior indice
de cristalinidade, além de serem mais estaveis termicamente. As propriedades mecanicas foram
aprimoradas pelas trés tecnologias empregadas, com resultados mais pronunciados para o filme
produzido por aquecimento 6hmico, que apresentou os maiores valores de resisténcia a tracdo
e de modulo de Young. Independentemente da técnica aplicada, todas as amostras perderam
sua integridade apds 12 dias de incubac¢do no solo, comprovando sua suscetibilidade a acdo de
microrganismos. A espessura e o teor de umidade dos filmes ndo foram afetados por nenhum
tratamento. De modo geral, todas as estratégias empregadas contribuiram para o aprimoramento
das propriedades dos filmes, indicando que essas tecnologias representam uma abordagem

interessante para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a base de gelatina.

Palavras-chave: gelatina; filmes biodegradaveis; aquecimento éhmico; ultrassom; radiacéo

ultravioleta; nanofibras; celulose bacteriana; embalagem.



ABSTRACT

Biodegradable films developed from biopolymers are a sustainable alternative for replacing
conventional petroleum-based plastics. In this context, the present study aimed to develop
biodegradable films from gelatinous residues and investigate the effects of different emerging
technologies, such as ohmic heating, ultrasound and ultraviolet radiation, on their properties
and structure. The effects of bacterial cellulose nanofibers incorporation into filmogenic
solutions were also investigated. The developed films were characterized for their physical-
chemical, mechanical, thermal, optical, structural, morphological, barrier and biodegradability
properties. The gelatin-based films presented a homogeneous surface, yellowish color, high
transparency and barrier to ultraviolet light. The incorporation of nanofibers mainly affected
the physical-chemical and barrier properties, a significant decrease in water solubility and water
vapor permeability was observed. Films produced by ohmic heating and ultrasound showed a
more ordered structure, with a higher crystallinity index, and were more thermally stable. The
mechanical properties were improved by all technologies employed, with more pronounced
results for the film produced by ohmic heating, which presented the highest values of tensile
strength and Young's modulus. Regardless of the applied technique, all samples lost their
integrity after a 12-day soil burial experiment, proving their susceptibility to the action of
microorganisms. Film thickness and moisture content were not affected by any treatment.
Overall, all the strategies contributed to the improvement of film properties, suggesting that
these technologies represent an interesting approach for the development of gelatin-based

biodegradable films.

Keywords: gelatin; biodegradable films; ohmic heating; ultrasound; ultraviolet radiation;

nanofibers; bacterial cellulose; packaging.
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Capitulo 1 - Introducao

A importancia das embalagens de alimentos aumentou significativamente nos ultimos
anos devido a mudanca de uma sociedade baseada na autossuficiéncia rural para a atual
sociedade que se baseia em alimentos altamente industrializados. As embalagens alimenticias
sdo utilizadas como ferramentas de marketing, para facilitar o armazenamento e o transporte,
além de tornar pratico o manuseio dos alimentos pelos consumidores. Entretanto, o foco
principal tem sido constantemente a protecdo dos alimentos contra os efeitos de deterioracéo
causados pelo ambiente externo, com o intuito de garantir seguranca alimentar e ampliar a vida
util dos produtos embalados.

O uso de polimeros sintéticos derivados do petréleo tem sido a solu¢do mais pratica e
econbmica para aplicacdes em embalagem devido a sua grande disponibilidade, baixo custo e
caracteristicas funcionais favoraveis, como boas propriedades mecanicas, dpticas e de barreira,
além de 6tima vedacdo térmica. Apesar das inimeras vantagens, 0s polimeros sintéticos ndo
sdo biodegradaveis e podem causar sérios problemas ambientais associados ao acumulo de seus
residuos. Nesse contexto, filmes biodegradaveis, desenvolvidos a partir de biopolimeros
(proteinas, polissacarideos e/ou lipideos), sdo alternativas sustentaveis para substituicdo dos
plasticos convencionais. Dentre os biopolimeros, a gelatina obtida de diversas fontes tem sido
extensivamente estudada para o desenvolvimento de filmes.

A gelatina é uma proteina natural obtida a partir da hidrélise de colageno, sendo
encontrada principalmente em certas partes de animais vertebrados e invertebrados, como
0ss0s, peles, tecidos conjuntivos e tenddes. O seu uso em embalagens alimenticias baseia-se
em algumas propriedades particulares, como capacidade de formagéo de filme, disponibilidade
a baixo custo, aceitabilidade sensorial, bons atributos opticos (transparéncia), propriedades
mecanicas moderadas (boa elongacdo) e efeito de barreira contra o fluxo de gas. Em particular,
residuos gelatinosos de materiais encapsulantes podem ser revalorizados como uma fonte
potencial para o desenvolvimento de materiais biodegradaveis.

Apesar de algumas caracteristicas vantajosas, a aplicacdo industrial dos filmes
biodegradaveis ainda é limitada. Em comparacdo aos polimeros sintéticos, os filmes a base de
gelatina (e outras proteinas) geralmente apresentam menor resisténcia mecénica, alem de serem
muito sensiveis a umidade, o que afeta suas propriedades de barreira e limita suas propriedades
funcionais para aplicagdes especificas. Portanto, a fim de modificar as caracteristicas das
proteinas e, consequentemente, melhorar as propriedades dos filmes resultantes, varias

estratégias tém sido empregadas. Nesse contexto, o uso de tratamentos fisicos, que incluem a
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aplicacdo de tecnologias emergentes como 0 aguecimento 6hmico, o ultrassom e a radiagdo
ultravioleta, tem demonstrado resultados promissores.

O aquecimento 6hmico é definido como um processo no qual corrente elétrica alternada
é aplicada através de um material, com o objetivo principal de aquecé-lo. Além dos efeitos
térmicos, essa tecnologia apresenta efeitos ndo-térmicos associados a passagem de eletricidade.
Estudos indicam que seus efeitos ndo-térmicos podem alterar a maneira como o biopolimero
interage com outros compostos na solucdo filmogénica, modificando as propriedades
funcionais dos filmes. O ultrassom pode induzir modificacdes quimicas, mecéanicas e fisicas
nos materiais devido, principalmente, a formacao e colapso de bolhas cavitacionais. A absor¢do
de radiacdo ultravioleta por ligacdes duplas e anéis aromaticos, por sua vez, pode gerar radicais
livres, aumentando as interac6es intermoleculares entre cadeias proteicas.

Outra técnica empregada para superar algumas das limitagcdes dos biopolimeros € o uso
de nanomateriais, que podem reforca-los pela formacdo de nanocompdsitos. Esses materiais
sdo capazes de modificar as propriedades mecanicas e de barreira dos filmes devido,
principalmente, a modificacdes na cristalinidade do biopolimero. Nesse sentido, a incorporacao
de nanofibras de celulose bacteriana tem demonstrado potencial para aprimoramento das
propriedades de filmes a base de gelatina. A celulose bacteriana é um biopolimero de escala
nanométrica, produzido por uma variedade de bactérias durante a fermentacdo, podendo ser
utilizada em substituicdo a celulose vegetal.

Nesse contexto, no presente trabalho serdo desenvolvidos filmes biodegradaveis a partir
de residuos de capsulas nutracéuticas gelatinosas. Diferentes estratégias serdo utilizadas para
modificar as propriedades e estrutura dos filmes desenvolvidos, incluindo a aplicagdo de
tecnologias emergentes e a incorporacdo de nanofibras de celulose bacteriana obtidas a partir
do residuo da Kombucha. Os filmes serdo caracterizados quanto as suas propriedades fisico-
quimicas, de barreira, mecanicas, Opticas, estruturais, morfoldgicas, térmicas e de
biodegradabilidade, visando avaliar e comparar os efeitos das diferentes técnicas aplicadas.

Esta dissertacdo esta estruturada em capitulos; o Capitulo 2 descreve os objetivos do
presente trabalho. O Capitulo 3 apresenta a fundamentacéo teorica e a revisdo bibliogréfica a
respeito de embalagens convencionais e biodegradaveis, filmes de gelatina, producdo e
propriedades dos filmes, além de aspectos referentes as diferentes técnicas aplicadas. No
Capitulo 4 estdo descritos os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento e
caracterizagdo dos filmes a base de gelatina. No Capitulo 5 séo apresentados os resultados, na
forma de dois artigos cientificos. O Capitulo 6 aborda uma discussdo geral e as conclusfes do

trabalho. Por fim, as perspectivas para trabalhos futuros séo apresentadas no Capitulo 7.
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Capitulo 2 - Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos de diferentes tecnologias
emergentes (aquecimento 6hmico, ultrassom e radiacdo ultravioleta) e da incorporacdo de
nanofibras de celulose bacteriana nas propriedades e estrutura de filmes biodegradaveis a base

de gelatina.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho sdo:

e produzir filmes biodegradaveis a partir de residuos gelatinosos de capsulas
nutracéuticas, através do processo de casting;

e avaliar a influéncia da intensidade de campo elétrico e do tempo de exposicdo nas
propriedades e estrutura dos filmes produzidos, utilizando a tecnologia de aquecimento
ohmico;

e avaliar a influéncia da intensidade de ultrassom e do tempo de exposicdo nas
propriedades e estrutura dos filmes produzidos, utilizando a tecnologia de ultrassom;

e investigar o efeito da aplicacédo da tecnologia de radiacéo ultravioleta nas propriedades
e estrutura dos filmes;

e investigar os efeitos da incorporacdo de nanofibras de celulose bacteriana obtidas a
partir do residuo da Kombucha nas propriedades e estrutura dos filmes;

e caracterizar os filmes quanto as propriedades fisico-quimicas, de barreira, mecanicas,
Opticas, estruturais, morfolégicas, térmicas e de biodegradabilidade;

e comparar os filmes produzidos pelas diferentes técnicas quanto as propriedades

caracterizadas.
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Capitulo 3 - Fundamentacao teorica e revisao bibliografica

Este capitulo apresenta a fundamentagdo tedrica sobre embalagens alimenticias,
polimeros e filmes biodegradaveis, com foco principal em filmes a base de gelatina. Além disso,
sdo apresentadas as principais propriedades, métodos de caracterizacdo e processo de producéo
dos filmes. S&o ainda apresentados aspectos referentes as diferentes estratégias empregadas
para aprimoramento das propriedades dos filmes a base de gelatina, ou seja, mecanismos de
acao e principais efeitos do aquecimento 6hmico, ultrassom, radiacdo ultravioleta e da

incorporacdo de nanofibras de celulose bacteriana as soluc@es filmogénicas.

3.1 Embalagens alimenticias

As embalagens atendem a diversos setores, principalmente ao setor alimenticio, de
higiene e limpeza, cosméticos, farmacéutico e industrial. Na industria de alimentos, além de
fornecerem informag6es importantes, facilitarem o armazenamento e servirem como estratégia
de marketing, as embalagens possuem grande importancia na prote¢do de alimentos e matérias-
primas (SUDERMAN; ISA; SARBON, 2018). Seu objetivo principal é desempenhar uma
barreira fisica (a umidade, ao oxigénio, a temperatura, a radiacdo UV e a acdo de
microrganismos) entre os alimentos e o ambiente externo, garantindo, desta forma, qualidade
sanitaria e a prolongagdo da vida Util de itens pereciveis, especialmente os suscetiveis a agentes
oxidativos e microbiologicos (OTTONI et al., 2018).

Para uma embalagem ser eficiente na manutencdo da integridade dos alimentos, 0s
materiais de sua composicao devem ser adequados (SIRACUSA et al., 2008). Os materiais mais
comuns usados para a producdo das embalagens alimenticias sdo papel, plastico, vidro, aco e
aluminio. Dentre esses materiais, os plasticos derivados de polimeros sintéticos oferecem varias
vantagens sobre os demais, como baixo custo, facilidade de processamento, boa barreira ao
oxigénio, capacidade de vedacédo térmica, qualidades estéticas e bom desempenho mecanico,
com elevada resisténcia a tracdo (KIRWAN; PLANT; STRAWBRIDGE, 2011).

Os plasticos comumente utilizados para embalagens incluem tereftalato de polietileno
(PET), cloreto de polivinila (PVC), polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS) e
poliamida (PA). Esses materiais sdo derivados do petroleo, possuem natureza ndo-renovavel e
ndo-biodegradavel, sendo utilizados de diversas formas, tais como filmes, folhas, copos,

garrafas, entre outros. O seu uso em larga escala causa um significativo niamero de emissdes de
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CO- durante seu processo de extracdo e refinamento, gerando, assim, impacto ambiental através
do aumento do efeito estufa (KAUR; YADAV, 2019).

De acordo com Geyer, Jambeck e Law (2017), cerca de 381 milhGes de toneladas de
plasticos foram produzidas mundialmente no ano de 2015, o que equivale a 52,2 kg por pessoa
por ano. Todo o plastico produzido atendeu a diferentes setores econdmicos, sendo a maior
porcentagem (38,32%) destinada a embalagens de produtos. Em seguida, vém os materiais de
construgdo, como canos, coberturas e outros componentes, como o PVC. O terceiro maior uso
é do setor téxtil, que utiliza fibras sintéticas em vestimentas, bolsas, lonas e outros acessorios.

Muitos polimeros sintéticos sdo produzidos e utilizados porque sdo resistentes a
degradacdo quimica e fisica. Por outro lado, polimeros resistentes a degradacdo apresentam
problemas de descarte quando sua utilidade cessa. Além de questBes ambientais e de seguranca,
a reciclagem de plasticos é complicada por razdes técnicas e econdémicas. Os mecanismos
detalhados de como alguns plasticos degradam apds o descarte em ambientes especificos nao
sdo completamente compreendidos e tém sido objeto de intensa pesquisa durante as Gltimas
décadas (KYRIKOU; BRIASSOULLIS, 2007). Dessa forma, sua natureza nao-biodegradéavel
contribui para que esses materiais se acumulem, gerando grande volume de residuos.

De acordo com dados publicados pelo fundo mundial para a natureza (WWF, 2019), o
Brasil € o quarto maior produtor mundial de residuos plasticos, atras apenas dos Estados Unidos,
China e india, gerando cerca de 11 milhdes de toneladas de residuos por ano. Além disso, o pais
é também um dos que menos recicla, apenas 1,2% de todo material produzido é reciclado. A
maior parte dos descartes didrios dos residuos domiciliares esta composta de embalagens.
Mesmo que os residuos domeésticos correspondam a uma pequena parte do total, estes sdo 0s
que mais geram impactos ao meio ambiente (FARRIS et al., 2009).

Os problemas ambientais ocasionados pelo uso crescente de plasticos sintéticos, a
preocupacdo com sua natureza ndo-renovavel e ndo-biodegradavel e as explosdes nos precos
dos derivados de petroleo, tém incentivado Vvarios grupos de pesquisa e empresas a
desenvolverem alternativas mais ecologicas, como € o caso das embalagens e filmes formados
a partir de biopolimeros. Esses materiais podem substituir, parcial ou completamente, as
embalagens convencionais. De fato, o cenario atual torna lucrativo concentrar as pesquisas em
biomateriais renovaveis, abordando o desenvolvimento de novas técnicas e métodos que
aproveitam as caracteristicas Unicas e individuais dos biopolimeros prontamente disponiveis
(FARRIS et al., 2009).
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3.2 Polimeros biodegradaveis

Os biopolimeros podem ser utilizados para substituir plasticos ndo biodegradaveis com
0 intuito de reduzir o impacto ambiental e a dependéncia de materiais de origem fossil. De
acordo com o European Bioplastics (2016), o conceito de biopolimero abrange materiais de
base bioldgica (biobased) e biodegradavel. Materiais de base bioldgica sdo materiais derivados
de biomassa (de origem vegetal), como milho, cana-de-aclcar ou celulose. J& materiais
biodegradaveis sdo 0s materiais que passam pelo processo biolégico de conversdo da materia
organica em materiais naturais, como dioxido de carbono, metano e agua. Esse processo ocorre
através da acdo de microrganismos prontamente disponiveis no ambiente, sem adicdo de
aditivos artificiais.

A biodegradabilidade ndo depende da origem das matérias-primas, depende apenas da
composicdo quimica dos polimeros, e, portanto, polimeros biodegradaveis podem ser
elaborados a partir de matérias-primas renovaveis ou petroquimicas (ROBERTSON, 2008).
Dessa forma, podem ser classificados em diferentes tipos de acordo com seus processos e fontes
de sintese, como mostrado na Figura 1 (ZHONG et al., 2020). A classificacdo geral envolve a
divisdo em polimeros de fontes renovaveis e ndo-renovaveis (fontes petroquimicas). Os
polimeros de fontes renovaveis sdo ainda divididos em trés diferentes grupos: obtidos
diretamente da biomassa (proteinas e polissacarideos), obtidos por fermentacdo microbiana
(poli-hidroxialcanoatos - PHA e Poli-3-hidroxibutirato - PHB) ou sintetizados da biomassa, a

partir de biotecnologia (acido polilactico - PLA).

Figura 1 - Classificacdo dos polimeros biodegradaveis.
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Os fatores ambientais que afetam a taxa de biodegradacdo incluem temperatura, nivel
de umidade, pressao atmosférica, pressao de oxigénio, concentra¢des de acidos e metais e grau
de exposicdo a luz. Os fatores relacionados aos microrganismos incluem sua concentragéo,
presenca ou nao de enzimas, concentracdo de enzimas e presenca de inibidores ou predadores.
Se algum dos requeridos elementos estd ausente, ou se estd presente em um nivel abaixo de um
limiar critico, a biodegradagdo pode desacelerar ou parar completamente, até que as condi¢des
adequadas sejam novamente atingidas (BILLINGHAM; BONORA; DE CORTE, 2003). A
degradacdo dos polimeros também depende do ambiente em que os plasticos sdo expostos
durante sua vida atil e 0 ambiente em que os residuos de polimero sdo descartados apds o uso.

Em relacdo a sua aplicacdo, os polimeros biodegradaveis ndo estdo significativamente
presentes no mercado, mas deverdo ser mais expressivos futuramente, uma vez que estes
polimeros geram residuos de curta duracdo, além do aumento de pesquisas referentes a sua
aplicacdo tecnoldgica (ROCHA, 2009). Nas ultimas décadas, os biopolimeros tém atraido
interesse principalmente devido as demandas por alguns campos médicos, bem como apoio as
politicas governamentais (WANG; WENG, 2016). Atualmente, o PLA (acido polilactico) é o
biopolimero de maior expressao comercial, pois apresenta propriedades mecanicas e térmicas
semelhantes as dos polimeros sintéticos a base de petrdleo (GURLER; PASA; TEMEL, 2021).
Setores onde a aplicacdo de biopolimeros é promissora incluem: inddstria farmacéutica, setor
de embalagens, agricultura e indUstria automotiva. Muitos materiais que foram desenvolvidos
e comercializados sdo aplicados em mais de uma dessas categorias; entretanto, os biopolimeros
gue podem ser empregados para a producéo de filmes e embalagens continuam recebendo mais
atencdo do que os designados para qualquer outra aplicacdo (ASHWIN; KARTHICK;
ARUMUGAM, 2011).

3.3 Filmes biodegradaveis

Filmes e revestimentos biodegradaveis consistem em uma camada fina de biopolimero
revestida sobre um alimento ou colocada como barreira entre o alimento e o ambiente
circundante. A principal diferenca entre esses sistemas é que o filme é uma camada fina formada
separadamente e entdo aplicada; enquanto que os revestimentos sao formados diretamente sobre
os produtos alimenticios (ZINK et al., 2016). S&o classificados em comestiveis e/ou
biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para sua producédo e, também, da

quantidade das substancias empregadas (BERTAN, 2008). A principal funcdo desses filmes é
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manter a qualidade (sabor, cor e valor nutricional) e a seguranca dos produtos alimenticios
durante o armazenamento e transporte, além de ampliar sua vida atil (ROONEY, 2005).

Os filmes biodegradaveis advindos da biomassa sdo compostos principalmente por um
agente formador de filme (macromolécula), responsavel por sintetizar uma estrutura coesiva, e
um solvente, geralmente agua ou etanol. Além disso, aditivos como plastificantes (glicerol e
sorbitol), agentes ajustadores de pH (acido acético e NHsOH), antimicrobianos, antioxidantes
ou emulsificantes sdo geralmente necessarios para melhorar as propriedades e a estrutura dos
filmes (BERTAN, 2008). De acordo com a macromolécula utilizada, os filmes biodegradaveis
sdo divididos em trés categorias: filmes polissacarideos, proteicos ou lipidicos. Amidos,
alginatos, pectinas, carragenas, agar e derivados de celulose sdo os polissacarideos mais
utilizados; as proteinas mais utilizadas incluem glaten, proteina isolada de soja, gelatina e
albumina de ovo; ja a categoria de lipideos inclui as ceras e &cidos graxos (VIEGAS, 2016).
Filmes compositos também podem ser elaborados a partir da mistura de dois ou mais
componentes formadores de filme.

Dentre os biopolimeros, as proteinas oferecem as melhores perspectivas para a producéo
de filmes e embalagens alimenticias. As proteinas sdo heteropolimeros cujas unidades
monoméricas sdo 0s aminoacidos. As combinagdes dos 20 aminoécidos dos quais as proteinas
sdo compostas fornecem um nimero quase ilimitado de diferentes cadeias poliméricas, com
diversas propriedades fisico-quimicas. Além disso, as proteinas contém uma grande variedade
de grupos funcionais que tornam possivel altera-las enzimatica, quimica ou fisicamente,
variando as propriedades dos materiais obtidos, para ajusta-las as necessidades especificas de
cada aplicacio (GOMEZ-ESTACA et al., 2016).

Filmes feitos a partir de proteinas possuem uma série de propriedades que podem ser de
grande interesse para embalagem de alimentos, como boas propriedades Opticas (brilho e
transparéncia), excelentes propriedades de barreira ao oxigénio, umidade baixa e propriedades
mecanicas moderadas, em comparac¢do aos filmes sintéticos. Uma das principais limitacdes das
proteinas como materiais de embalagem ¢ a sua alta sensibilidade a &gua, o0 que esta associado
a natureza inerentemente hidrofilica dessas macromoléculas, resultando em uma fraca barreira
ao vapor d’agua (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2005). Dentre os polimeros proteicos, a
gelatina tem sido amplamente utilizada no desenvolvimento de filmes biodegradaveis devido a
sua alta biocompatibilidade e bioatividade, associadas a sequencias peptidicas especificas
(ETXABIDE et al., 2017).
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3.3.1 Filmes biodegradaveis a base de gelatina

A gelatina ¢ uma proteina obtida pela hidrélise do coldgeno contido nos 0ssos,
cartilagens e na pele (SHANKAR; JAISWAL; RHIM, 2016). Fonte, idade animal, tipo do
colageno e métodos de fabricacao sdo fatores intrinsecos que afetam o seu desempenho fisico
e suas propriedades quimicas. Embora, até 0 momento, j& tenham sido identificados 27 tipos
diferentes de coldgeno, o colageno tipo | ocorre mais amplamente no tecido conjuntivo. As
moléculas intersticiais de colageno sdo compostas por trés a-cadeias entrelacadas na chamada
hélice tripla de coladgeno. Essa estrutura especifica, estabilizada principalmente por ligacdes de
hidrogénio intra e intermolecular, é o produto de uma repeticdo quase continua da sequéncia
Gly-X-Y-, onde X & principalmente prolina e Y é principalmente hidroxiprolina (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

O colageno nativo insoltvel deve ser pré-tratado (quimica e termicamente) antes de ser
convertido em uma forma adequada para extracdo. O pré-tratamento quimico quebra as ligacbes
ndo covalentes, de modo a desorganizar a estrutura da proteina, produzindo entumecimento e
solubilizacdo do colageno. O tratamento térmico subsequente cliva as ligac6es de hidrogénio e
ligacGes covalentes para desestabilizar a hélice tripla, resultando na conversao do colageno em
gelatina soltvel (DJABOUROV; LECHAIRE; GAILL, 1993). Basicamente, existem dois tipos
de gelatina: gelatina tipo A e gelatina tipo B, as quais se diferem quanto ao tipo de preparacéo.
A gelatina tipo A recebe pré-tratamento acido antes da desnaturacdo térmica, obtendo um ponto
isoelétrico na faixa de pH entre 7 e 9; a gelatina tipo B, por sua vez, recebe pré-tratamento
alcalino, com ponto isoelétrico em pHs entre 4,6 a 5,2 (GENNADIOS et al., 1994).

A fonte mais abundante de gelatina é a pele de mamiferos, especialmente bovinos e
suinos; no entanto, gelatinas de origem marinha estdo crescendo cada vez mais como fonte
alternativa (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). Em relacdo a sua aplicaco, a gelatina vem sendo
utilizada ha anos e hoje € um dos mais versateis ingredientes para a manufatura comercial de
alimentos; é o gelificante mais conhecido e tem um vasto uso na industria alimenticia,
farmacéutica e fotografica. Na industria alimenticia, a gelatina é utilizada para texturizar os
alimentos, resultando em diversas texturas dependendo da concentracdo aplicada. Atua também
como um excelente agente estabilizante, que ajuda a manter as caracteristicas fisicas de diversos
alimentos, fornecendo viscosidade e espessura (LEINER, 2013).

A gelatina tambeém possui excelentes propriedades de formacéo de espuma, além de ter
0 ponto de fusdo proximo ao da temperatura corporal, fazendo com que se torne uma matéria-
prima interessante para a preparacdo de filmes comestiveis (CHEN et al., 2019). Suas

propriedades fisicas e estruturais sdo principalmente influenciadas pela distribuicdo da massa
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molar e composicdo de aminodcidos, que desempenham um papel vital nas propriedades
reoldgicas e de barreira dos filmes resultantes. A capacidade de formagdo de filme pode ser
influenciada pela composicdo, distribuicdo e polaridade de aminoacidos, ligacGes ibnicas
cruzadas entre grupos amino e carboxil, ligacdo de hidrogénio e ligacdes dissulfeto intra e
intermoleculares (DANGARAN; TOMASULA,; Ql, 2009).

No geral, filmes a base de gelatina sdo transparentes, impermeaveis ao oxigénio e sao
reversiveis. Apresentam biodegradabilidade, biocompatibilidade, propriedades gelificantes e
plasticidade. Além disso, podem possuir propriedades antioxidantes e antimicrobianas, se
forem adicionados alguns agentes, como 06leos essenciais citricos (CHEN et al., 2019).
Entretanto, uma das principais desvantagens dos filmes de gelatina é a alta sensibilidade a agua,
que faz com que o filme se desintegre ou que suas propriedades mecanicas e de barreira sejam
prejudicadas. Dessa forma, diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar as
propriedades desses filmes, dentre elas: cross-linking (reticulacéo), aplicagéo de tratamento
fisicos (ultrassom, aquecimento dhmico, radiagdo UV, micro-ondas), desenvolvimento de
filmes laminados e compdsitos com nanomateriais (MARTUCCI; RUSECKAITE, 2009).

A literatura cientifica sobre fontes alternativas e novas funcionalidades de colageno e
gelatina vém crescendo muito nos ultimos anos, em parte, devido ao crescente interesse na
valorizacdo econémica de subprodutos industriais, gerenciamento eco-friendly de residuos e a
busca de condigBes de processamento inovadoras (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). Nesse
contexto, filmes de gelatina podem ser obtidos principalmente a partir de residuos e subprodutos
originados do abate de animais, do processamento de peixes e de fontes farmacéuticas. Na
indUstria de carne, a maioria dos residuos é produzida durante o abate e inclui 0ssos, tenddes,
pele, conteddo do trato gastrointestinal, sangue e 6rgdos internos do animal abatido, que ndo
podem ser vendidos como carne ou utilizados em produtos a base de carne (FLORES et al.,
2017).

Em relacdo ao campo farmacéutico, a gelatina tem sido amplamente utilizada para a
fabricacdo de capsulas macias e duras, expansores de plasma e em materiais para cuidados com
feridas. O processamento de cépsulas gelatinosas macias implica na formacdo de partes
remanescentes de material, semelhantes a uma rede, que pode entdo ser coletada para
recuperacdo e reciclagem da gelatina (IAHNKE, 2019). Assim, 0s residuos provenientes da
gelatina, usados principalmente como materiais encapsulantes para fornecer compostos
alimentares bioativos com principios ativos, podem ser revalorizados como uma fonte potencial
para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis, compostos principalmente por gelatina,
glicerol e agua (RAMOS et al., 2016).
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3.4 Propriedades e caracterizacdo de filmes biodegradaveis

A principal fungdo da embalagem de alimentos é proteger o produto alimenticio do
ambiente circundante e manter a qualidade dos alimentos embalados ao longo de sua vida Util.
Para materiais de embalagem que entram em contato direto e/ou interagem com os alimentos,
requisitos adicionais precisam ser atendidos, incluindo estabilidade bioquimica, fisico-quimica
e microbiana, auséncia de substancias toxicas, boas propriedades de barreira, eficiéncia
mecanica e seguranga do filme (WIHODO; MORARU, 2013). Outras caracteristicas
importantes e que influenciam diretamente na aceitacdo de filmes pelos consumidores diz
respeito a aparéncia e propriedades sensoriais, incluindo cor, opacidade, textura e espessura
(ZACTITI, 2004).

Os métodos utilizados para a determinacéo das propriedades dos filmes e recobrimentos
comestiveis/biodegradaveis sdo derivados dos métodos classicos aplicados aos materiais
sintéticos. Entretanto, estes métodos foram adaptados as caracteristicas dos biopolimeros
devido, principalmente, a grande sensibilidade a umidade relativa e a temperatura
(VICENTINI, 2003). A seguir, serdo descritas as principais propriedades de filmes
biodegradaveis e seus respectivos métodos de avaliacao.

3.4.1 Propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas sdo fundamentais para se avaliar a funcionalidade dos
filmes e as possiveis aplicagdes como embalagens alimenticias. As principais propriedades
fisico-quimicas envolvidas na caracterizagdo de filmes biodegradaveis sdo: espessura, umidade
e solubilidade em agua. De acordo com Jiang et al. (2010), as propriedades fisico-quimicas de
filmes compdsitos dependem da natureza das matérias-primas e de outros fatores de
processamento, como concentracgao, propor¢do da mistura, pH, temperatura, forca idnica, entre
outros.

A espessura dos filmes é definida como a distancia perpendicular entre duas superficies
principais, sendo uma propriedade importante para se avaliar a uniformidade do material.
Conhecendo-se a espessura, é possivel obter informacGes sobre a resisténcia mecéanica e as
propriedades de barreira aos gases e ao vapor d’agua (HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO,
2008). A espessura pode ser medida com um medidor digital ou por microscopia eletrdnica de
varredura, sendo o primeiro método mais simples e rapido. Uma ampla gama de valores de

espessura foi relatada para filmes de biopolimeros compostos na literatura, indicando sua
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dependéncia com a composicao do filme e com os pardmetros de processamento (GARCIA et
al., 2009a).

O conteudo de umidade é um parametro relacionado com o volume total ocupado por
moléculas de dgua na rede microestrutural do filme; a solubilidade, por sua vez, esta relacionada
com a aptiddo que o material tem de se dissolver na 4gua. A solubilidade é muito influenciada
pelo tipo e concentragdo do polimero, dos aditivos e dos plastificantes adicionados a
formulagdo. E uma propriedade de extrema importancia pois a afinidade do filme com a agua
pode ser desejavel ou ndo. Em casos de encapsulamento ou revestimento de alimentos, aditivos
ou medicamentos, o filme deve apresentar afinidade com a 4gua. Ja no caso de embalagens em
que se objetiva a protecdo e integridade do produto contra a 4gua, deseja-se um filme insoltvel
(CARISSIMI, 2017).

3.4.2 Propriedades de barreira

Filmes de biopolimero devem ter propriedades de transferéncia de massa adequadas
para seu uso. Perdas significativas de qualidade podem ocorrer devido a transferéncia de
umidade, gases, aroma, sabor ou cor do alimento para o ambiente circundante. Por exemplo, as
perdas de umidade em frutas e vegetais durante o armazenamento a longo prazo podem resultar
em subsequente perda de peso e encolhimento (WIHODO; MORARU, 2013). Nesse contexto,
a principal propriedade de barreira de filmes biodegradaveis é a permeabilidade ao vapor
d’agua. A permeabilidade € uma propriedade de estado estacionario que descreve a taxa na qual
uma substancia permeadora se difunde através de um filme, com uma forca motriz relacionada
a diferenca na concentracdo dessa substancia entre os dois lados do material (SOUZA et al.,
2009).

Uma das formas de se avaliar a taxa de permeabilidade ao vapor d’agua de filmes e
embalagens flexiveis é através de método gravimétrico, o qual se baseia no aumento de massa
de um material higroscopico colocado no interior de uma capsula impermedvel e isolado do
meio ambiente pelo material de embalagem, cuja taxa de permeabilidade se deseja conhecer. A
capsula é colocada em um ambiente com umidade relativa e temperatura constantes e o ganho
de massa da capsula ao longo do tempo € usado para calcular a taxa de permeabilidade do vapor
d’agua através do material. Esse tipo de ensaio aplica-se a materiais de embalagem que véo
acondicionar produtos com baixa atividade de agua (SARANTOPOULOS et al., 2017).

O sucesso dos filmes de biopolimero em atender as necessidades de barreira de um
produto alimenticio é fortemente influenciado pelos componentes do filme, especialmente 0s

plastificantes, que modificam a estrutura do filme, a mobilidade da cadeia e os coeficientes de
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difusio dos permeantes (GARCIA et al., 2009a). Densidade do polimero, coeficiente de
solubilidade do polimero com a &gua, morfologia, concentracdo das macromoléculas, area e
espessura do filme, tempo de permeacdo e temperatura também sdo fatores importantes que
afetam a barreira a gases e umidade (DIAS, 2008).

Comparado as ceras comestiveis e & maioria dos polimeros sintéticos, os filmes de
proteinas tém altos valores de permeabilidade ao vapor d’agua, decorrente do carater hidrofilico
dessas macromoléculas. Entre as diferentes proteinas, a menor permeabilidade corresponde aos
filmes de proteinas miofibrilares de zeina de milho, gluten de trigo e peixe (KROCHTA, 2002).
A estrutura das cadeias poliméricas e a distribui¢do de lipideos dentro da matriz desempenham
um papel significativo na permeabilidade dos filmes. Como os lipideos possuem uma excelente
barreira a umidade, a incorporacéo de lipideos em filmes proteicos pode ser uma estratégia para
reduzir o valor dessa propriedade (LACROIX, 2009).

3.4.3 Propriedades mecénicas

As propriedades mecanicas dos filmes dependem da natureza do material filmogénico e
de sua coesdo estrutural, a qual esta relacionada com a aptiddo do polimero em formar ligacGes
a nivel molecular, dificultando sua separacdo quando submetida a forcas mecéanicas. Esta
aptiddo depende da extensdo da cadeia polimérica, da sua geometria, da sua massa molar e da
natureza e posicdo de grupamentos laterais (VICENTINI, 2003). No geral, filmes e
revestimentos empregados como embalagem de alimentos devem ser resistentes a ruptura, para
que possam reforcar a estrutura do alimento e facilitar o seu manejo. Além disso, devem ser
flexiveis, para que possam se adaptar as possiveis deformacdes sem se romper (ROCHA, 2009).

As propriedades mecénicas dos filmes podem ser determinadas por meio de um
texturdmetro, em testes de tracdo, obtendo-se a curva de tensdo-deformacédo (ZACTITI, 2004).
Um exemplo de curva caracteristica é apresentado na Figura 2. Verifica-se que, inicialmente, o
material oferece resisténcia crescente a solicitacdo de tracdo, a qual provoca seu alongamento.
A partir de certo ponto (A), 0 aumento da resisténcia passa a Ser menor para um mesmo aumento
de deformacéo até o ponto de escoamento (B), a partir do qual é possivel alongar o filme sem
gue este responda com um aumento de resisténcia. Continuando o alongamento, o material
resiste até que ocorra sua ruptura (C) (ROCHA, 2009).
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Figura 2 - Curva caracteristica da resisténcia a tracéo versus deformacao.
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Fonte: VICENTINI, 2003.

A resisténcia a tracdo, a elongacao e 0 médulo de Young sdo as principais propriedades
mecanicas caracterizadas em filmes. A resisténcia a tracdo € a resisténcia maxima oferecida
pelo material quando submetido a tracdo, sendo a tensdo maxima verificada na curva
caracteristica. Essa propriedade pode fornecer a magnitude das forcas intermoleculares
envolvidas na matriz polimérica. A elongagdo (expressa em %), ou também chamada de
deformacéo na tracdo, é a relacdo entre o alongamento do corpo de prova e seu comprimento
inicial, podendo ser determinada para a situacdo de ruptura. O médulo de elasticidade, ou
maodulo de Young, € a razdo entre a tensao e a deformacdo dentro do limite elastico, em que a
deformacdo € totalmente reversivel e proporcional a tracdo. O mddulo de elasticidade
representa a rigidez do material (SARANTOPOULOS et al., 2017).

Aditivos, como plastificantes, lipideos ou materiais de reticulacdo, podem modificar as
propriedades mecanicas dos filmes devido as mudancas fisicas induzidas na estrutura da rede,
resultantes de alteragBes fisico-quimicas nas interacdes polimero-polimero (SOTHORNVIT;
KROCHTA, 2001). As mudangas induzidas dependem do tamanho molecular, da polaridade,
forma e da afinidade do aditivo com as moléculas do polimero. Geralmente, a incorporacéo de
maiores quantidades de agentes de reticulagdo melhora a resisténcia a tragdo dos filmes de

biopolimero e reduz seu alongamento na ruptura (GARAVAND et al., 2017).

3.4.4 Propriedades dpticas
A cor e atransparéncia sdo as propriedades Opticas mais importantes para caracterizagao
dos filmes biodegradaveis. A cor esta relacionada com a matéria-prima utilizada na elaboracéo

dos mesmos. Como exemplo, os filmes de glaten de trigo geralmente apresentam coloragéo
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amarelada, ao contrario dos filmes a base de gelatina que sdo praticamente incolores
(VICENTINI, 2003). A transparéncia ou opacidade, por sua vez, relaciona-se com a quantidade
de luz incidente no produto. Para uma boa apresentagéo visual do produto, € desejavel que as
embalagens plasticas apresentem alta transparéncia. Por outro lado, muitas vezes a protecédo
contra a incidéncia de luz se faz necessaria, para evitar a degradacdo de componentes
fotossensiveis, como por exemplo vitaminas B12 e C (OLIVEIRA et al., 1996).

A cor de um material pode ser determinada atraves de cartas ou atlas de cores, sendo 0
Livro de Cor da Munsell (Munsell Book of Color) um dos mais conhecidos. Pode-se também
fazer uso de colorimetros, os quais se baseiam nas escalas de cor CIELab ou HunterLab. Na
escala de cor CIELab € necessaria a determinacdo dos parametros de cor: L*, que mede a
luminosidade de materiais variando de O (preto) a 100 (branco), a*, que varia do verde (-) ao
vermelho (+), e b*, que varia do azul (-) ao amarelo (+). Com os valores obtidos, € possivel
calcular a diferenca de cor do filme em comparagdo com um padréo ou com uma placa branca.
Tanto as cartas de cor quanto os colorimetros descrevem os trés atributos da cor: tom, croma e
valor (VICENTINI, 2003).

A transparéncia ou opacidade de um material é geralmente calculada por método
espectrofotométrico. Esses parametros sdo avaliados atraves da transmitancia interna, ou seja,
sobre 0 minimo de absorc¢do ou reflexdo da incidéncia de luz que atravessa o material. Quanto
maior for o valor de transmitancia, maior é a transparéncia do filme e, assim, maior sera a
influéncia da luz sobre a oxidacéo e degradacdo do alimento revestido (CARISSIMI, 2017).
Nesse contexto, ingredientes que absorvam a luz no espectro UV-visivel, como o0s
antioxidantes, podem ser incorporados para elaboragéo de filmes opacos, que apresentam maior
resisténcia as reacdes de degradacdo (SILVA-WEISS et al., 2013).

3.4.5 Propriedades estruturais e morfoldgicas

As caracteristicas microestruturais sao altamente influenciadas pela formulag&o do filme
e pelo processo de fabricacao e estdo intimamente relacionadas com as propriedades mecéanicas
e de barreira dos filmes de biopolimeros (HERNANDEZ-1ZQUIERDO; KROCHTA, 2008).
As propriedades estruturais também dependem de varios fatores, tais como: a razdo entre as
zonas cristalina e amorfa, a mobilidade da cadeia polimérica e as interacfes especificas entre
grupos funcionais de polimeros e a substancia permeante nas zonas amorfas. As técnicas
comumente utilizadas para elucidar a estrutura do filme incluem microscopia eletronica de
varredura (MEV), difracdo de raios-X (DRX) e espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) (GARCIA et al., 2009a).
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O MEV pode ser usado para avaliar a homogeneidade do filme, estrutura da camada,
poros e trincas, suavidade e espessura da superficie. As imagens tém alta profundidade de foco,
0 que permite a obtencdo de diferentes relevos da superficie; sdo imagens tridimensionais e,
portanto, mais faceis de interpretar do que as imagens de projecdo da microscopia de
transmissdo (CANEVAROLDO JR, 2003). Através da observacdo da microestrutura por MEV,
Ogale et al. (2000) mostraram que os sulcos e vales vistos na sec¢do transversal dos filmes de
proteina isolada de soja podem estar relacionados a um material mais ductil. Por outro lado,
microestruturas lisas indicaram um material mais vitreo e quebradico.

O FTIR é uma técnica util para complementar a caracterizagdo microestrutural de filmes
compostos, uma vez que pode ser utilizada para avaliar as interagdes entre os componentes do
filme. Os padrdes de DRX, por sua vez, sdo utilizados para investigar as zonas amorfas e
cristalinas do material (GARCIA et al., 2009a). Em geral, a cristalinidade dos filmes
compésitos depende das seguintes condi¢des de processamento: fonte do biopolimero,
plastificante, integridade da dissolugdo do biopolimero em &gua, condi¢bes de secagem do filme
(taxa e temperatura) e teor final de umidade das amostras (VAN SOEST; VLIEGENTHART,
1997).

3.4.6 Propriedades térmicas

A andlise termogravimétrica (TGA) é uma das técnicas mais empregadas para avaliar a
estabilidade térmica de filmes de biopolimeros. Na analise de TGA, monitora-se a perda de
massa de uma amostra em fun¢do da temperatura ou do tempo, em um ambiente de temperatura
e atmosfera controladas. As curvas de TGA podem ainda ser derivadas obtendo-se a DTG
(termogravimetria derivada), que fornece informac6es da derivada primeira da variagcdo da
massa em relacdo ao tempo (dm/dt) ou em funcéo da temperatura (dm/dT). De acordo com Bach
& Chen (2017), a utilizacdo do analisador termogravimétrico apresenta vantagens de facil
operacdo, quantidade minima de matéria-prima e controle preciso do registro de temperatura e
perda de massa da amostra.

Para prever o desempenho de filmes & base de proteinas em diferentes condigdes finais
de uso, que variam do congelamento ao cozimento, as transi¢des térmicas dos filmes também
precisam ser investigadas. A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é a técnica
amplamente utilizada para caracterizar as transi¢des térmicas de um polimero. As transi¢oes
térmicas de proteinas detectadas pelo DSC incluem as temperaturas de transigdo vitrea (Tg),
fusdo, cristalizacdo, desnaturacdo térmica, agregacdo e degradacdo de proteinas
(HERNANDEZ-1ZQUIERDO; KROCHTA, 2008).
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3.4.7 Biodegradabilidade

Estrutura, morfologia, massa molar, tratamentos quimicos e radiacdo sdo alguns dos
fatores que afetam a taxa de degradagdo dos polimeros. Geralmente, os polimeros sintéticos
apresentam grandes grupos em sua estrutura, o que faz com que os grupos hidrolisaveis figuem
inacessiveis as enzimas. Dessa forma, os polimeros sintéticos precisam passar previamente por
um processo de degradacdo (pela acdo de O, luz ou calor), para que estejam disponiveis para
a acao dos microrganismos (BONA, 2007). Por outro lado, polimeros biodegradaveis passam
pelo processo de degradacao que resulta em fragmentos de menor massa molar, produzidos pela
acdo de microrganismos que ocorrem naturalmente no solo, como bactérias, fungos e algas.
Sob condigdes apropriadas de umidade, temperatura e disponibilidade de O, a biodegradacao
é um processo rapido (ROBERTSON, 2012).

A biodegradacdo completa de um material é comumente medida atraves de testes
descritos na ASTM D5338-15 (2015), que € equivalente a 1SO 14852. Nesse método, a
biodegradagdo de materiais poliméricos é determinada sob condigBes controladas de
compostagem. Este é o método de teste padrdo mais amplamente utilizado para a determinacéo
da taxa e do grau de biodegradacédo de materiais de embalagem, sob condi¢6es que simulam um
processo intensivo de compostagem aerobica. Entretanto, além de passar nos métodos de teste,
para uma embalagem ser certificada como “compostavel”, deve atender a varios outros
requisitos, como o teste de desintegracéo, ter metais pesados abaixo de certos limites e passar
no teste de ecotoxicidade (ROBERTSON, 2012).

Varios pesquisadores ja estudaram a biodegradabilidade de filmes. Maran et al. (2014)
avaliaram a degradacdo de filmes compdsitos a base de amido de mandioca, através de
experimentos de compostagem. A partir dos resultados, foi observado que o aumento da
absorcdo de dgua promove a entrada de microrganismos do solo, que utilizam os filmes de
amido como fonte de energia para o seu crescimento. O processo de biodegradacao de filmes a
base de gelatina foram investigados por Martucci & Ruseckaite (2010). Os resultados
mostraram que a gelatina € uma proteina suscetivel a acdo de enzimas presentes em varios
microrganismos. Além disso, os filmes a base de gelatina foram avaliados como materiais que

se biodegradam rapidamente em ambientes naturais.

3.5 Producéo de filmes biodegradaveis por casting

Existem dois métodos principais para produzir filmes a partir de proteinas:

processamento a Umido (casting) e processamento a seco (extrusdo, termoformagem), sendo
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que cada método induz diferentes modificacdes na rede do biopolimero, que afetam a estrutura
da matriz final do filme (GOMEZ-ESTACA et al., 2016). Em alguns casos, os filmes de
biopolimeros ndo podem ser extrusados da mesma forma que os polimeros sintéticos, pois nao
possuem pontos de fusdo definidos e sofrem decomposicéo apds o aguecimento. Dessa forma,
0 método de casting é geralmente o mais utilizado na producéo de filmes biodegradaveis a base
de proteinas (THARANATHAN, 2003).

O método de casting consiste em dissolver o biopolimero em solventes adequados
(geralmente agua ou etanol) para formar a solucdo filmogénica, a qual séo adicionados 0s
aditivos ou compostos funcionais  (plastificantes, reticulantes, antimicrobianos,
micro/nanoparticulas). A solucdo é entdo espalhada em um material de base adequado, seguido
por um processo de secagem, em condicdes ambientes ou sob umidade relativa controlada
(GOMEZ-ESTACA et al., 2016). Conforme investigado por Perez-Gago & Krochta (2000), o
método de secagem pode afetar significativamente as propriedades fisicas do filme, incluindo
aparéncia, morfologia, propriedades mecénicas e de barreira. O tipo de solvente ou pH de
dissolucdo também podem afetar a conformacdo das proteinas (CHEN et al., 2019).

Vaérios tipos de equipamentos estao disponiveis para o espalhamento da solucédo, desde
placas de fundigdo simples até equipamentos mais avangados, como revestidores continuos ou
em batelada. Os equipamentos mais sofisticados podem produzir filmes maiores, espalhando
mecanicamente a solucdo em uma espessura fixa. Por ser eficaz e econémico, 0 método mais
comumente utilizado para formar filme de biopolimero em escala laboratorial é o espalhamento
manual das solucBes de filme em placas de Petri de acrilico ou teflon (DANGARAN;
TOMASULA; QI, 2009). A escolha do material de base é importante para a obtencdo de filmes,
que podem ser facilmente removidos sem rasgar ou enrugar. Geralmente, um teor de umidade
entre 5 e 8% é desejavel no filme, para facilitar sua remocdo do material de base
(THARANATHAN, 2003).

A principal vantagem do método de casting é atribuida ao processo exclusivo de
secagem de um liquido em uma superficie, sem aplicacdo de estresse mecanico ou térmico.
Além disso, este método oferece uma variedade de caracteristicas especificas para o produto
final, como distribuicdo homogénea da espessura, maior pureza optica, livre de géis ou
manchas, excelente transparéncia, orientacdo isotropica, baixo retardo oOptico e excelente
planicidade (SIEMANN, 2005). O uso de temperaturas baixas durante o processamento
também é vantajoso, visto que a maioria dos biopolimeros sofrem mudancas estruturais

irreversiveis quando submetido a altas temperaturas (SUHAG et al., 2020). Comparativamente,
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filmes produzidos por casting apresentam maior resisténcia a tracdo e menor espessura,

enquanto que filmes preparados por extruséo apresentam maior elongacédo (CHEN et al., 2019).

3.6 Tecnologias emergentes para aplicacdo em filmes

Filmes e revestimentos usados como materiais de embalagem devem ser adequados para
garantir a qualidade e seguranca do alimento. Portanto, além da biodegradabilidade, a
funcionalidade do material a base de biopolimeros também ¢é importante. Embora os filmes de
biopolimero oferecam muito potencial como barreiras de transferéncia de massa para melhorar
a qualidade dos alimentos, as aplica¢des industriais tém sido limitadas (WU et al., 2002). Em
comparagdo com os polimeros sintéticos, os filmes de biopolimero (obtidos diretamente da
biomassa) geralmente apresentam baixa resisténcia mecanica, baixa resisténcia a gases e
liquidos, além de dificuldades no aumento de escala (JEEVAHAN et al., 2020).

A estrutura quimica complexa e a estrutura das cadeias laterais fornecem oportunidades
para melhorar materiais baseados em biopolimeros, através de varios meios fisicos e quimicos,
incluindo mudancas de pH, desnaturacdo por calor, mudancas de solvente, mistura, reticulacéo,
composicdo com fibras naturais e novas metodologias de processamento (MARTUCCI;
RUSECKAITE, 2009). Em particular, o uso de tecnologias emergentes como aquecimento
ohmico, ultrassom e radiacdo ultravioleta, tem sido uma alternativa promissora para melhorar
as propriedades e a estrutura de filmes e revestimentos biodegradaveis.

As tecnologias emergentes sdo processos em fase de pesquisa e desenvolvimento, que
apresentam potencial significativo para serem comercializados, mas que até o momento
representam apenas uma pequena porcentagem do mercado. As equipes de pesquisa da industria
e da academia tém dedicado ampla atengdo ao desenvolvimento desses processos, tentando

compreender os seus efeitos em diferentes materiais alimentares (LEE, 2015).

3.6.1 Aquecimento 6hmico

Os tratamentos térmicos tradicionais sdo a base da indudstria de alimentos, fornecendo
perfis de seguranca necessarios e extensdo da vida util dos produtos alimenticios (CULLEN;
TIWARI; VALDRAMIDIS, 2012). Esses processos usam essencialmente a transferéncia de
calor por conducdo, convecgdo e radiacdo de uma superficie quente para um material. A
resisténcia interna a transferéncia de calor do material é frequentemente o fator limitante desses
processos, 0 que pode resultar em um tratamento heterogéneo (GOULLIEUX; PAIN, 2014).

Além disso, para garantir que a temperatura desejada seja atingida no ponto critico, podem
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ocorrer zonas de sobreaquecimento, afetando as caracteristicas nutricionais e sensoriais dos
alimentos. Nesse contexto, novas metodologias de processamento, como 0 aquecimento
o6hmico, possuem grande potencial como tecnologia alternativa de aquecimento.

O aquecimento 6hmico (também chamado de aquecimento Joule) é baseado na
passagem de corrente elétrica alternada através de um material, que oferece resisténcia a
passagem desta corrente. O aquecimento se deve a conversdo da energia elétrica em térmica,
ocorrendo de forma homogénea e instantdnea. A magnitude de aquecimento depende da
intensidade da corrente elétrica que é passada através do material (SOUZA et al., 2010). Esta
metodologia difere de outras tecnologias de aquecimento elétrico (ex. micro-ondas,
aquecimento indutivo) devido a trés principais fatores: contato dos eletrodos com o material a
ser aquecido, frequéncia aplicada e formato da onda elétrica (SASTRY; BARACH, 2000).

E possivel aplicar aquecimento 6hmico na maioria dos alimentos, pois eles contém
espécies ibnicas, como sais e acidos, que atuam como eletrolitos, conduzindo a corrente elétrica
e gerando calor. Em um sistema de aquecimento convencional, a condutividade térmica do
alimento controla sua taxa de aquecimento, enquanto que em um processo 6hmico, a
condutividade elétrica é o fator dominante (HALDEN; DE ALWIS; FRYER, 1990). As
frequéncias comumente empregadas para aquecimento 6hmico de alimentos sdo 50 e 60 Hz
(VARGHESE et al., 2014). Segundo Sastry & Barach (2000), o aquecimento 6hmico possui,
além do efeito térmico, um efeito ndo térmico que ocorre devido ao acumulo de cargas nas
paredes celulares, formando poros (eletroporacao).

As possibilidades de projeto de um sistema de aquecimento 6hmico sdo infinitas, mas
existem alguns elementos que sempre estardo presentes, como uma fonte de alimentacdo
(gerador), uma camara de armazenamento (ou célula 6hmica) e eletrodos em contato fisico com
o alimento. O monitoramento da temperatura também pode ser realizado através de termopares
e sistemas de aquisi¢do de dados (Figura 3). Em algumas configuracdes, a distancia entre os
eletrodos pode ser variada, alterando-se, consequentemente, a intensidade do campo elétrico
(V cm) (VARGHESE et al., 2014).
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Figura 3 - Esquema representativo de um sistema de aquecimento 6hmico.
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Fonte: Adaptado de KOUBAA et al., 2018.

No aquecimento éhmico, como em todas as técnicas de aquecimento volumétrico, a
auséncia de superficies quentes em contato com o produto leva a uma reducdo da degradacao
térmica e, portanto, obtém-se um produto de melhor qualidade, com melhor textura, coloracdo
e sabor. Dessa forma, o0 aquecimento 6hmico é uma alternativa em areas onde os trocadores de
calor tradicionais podem causar problemas, como incrustacdes, reducdo da qualidade do
produto por superaquecimento ou onde os produtos sdo dificeis de aquecer, devido a um grande
teor de s6lidos (MALONEY; HARRISON, 2016). Além disso, as vantagens também incluem
menor tempo de cozimento e maior eficiéncia energética, sendo também um processo favoravel
ao meio ambiente (VARGHESE et al., 2014).

Devido a seus inimeros beneficios, o aquecimento 6hmico € utilizado em muitas
aplicacbes, como branqueamento, evaporacdo, desidratacdo, fermentacdo, extracéo,
esterilizacdo e pasteurizacdo (KOUBAA et al., 2018). Recentemente, essa tecnologia vem
sendo aplicada no processo de produgdo de filmes, como alternativa aos processos
convencionais de aquecimento. Alguns estudos indicam melhoria significativa nas
propriedades e estrutura dos filmes, devido principalmente aos efeitos ndo-térmicos, associados
a eletricidade. Estima-se que a presenga de um campo elétrico externo pode causar distirbios
na estrutura dos biopolimeros, promovendo modificagdo e/ou aumento de ligacOes

intermoleculares.
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3.6.1.1 Efeito do aquecimento 6hmico nas propriedades de filmes

Até o presente momento, ha poucos trabalhos referentes a aplicagdo de aquecimento
o6hmico na producéo filmes biodegradaveis; entretanto, as pesquisas existentes mostram que ha
melhora significativa nas propriedades dos filmes desenvolvidos. Lei et al. (2007) investigaram
o efeito do aquecimento 6hmico e do aquecimento convencional (banho-maria) na producéo de
filmes proteico-lipidicos a base de leite de soja. Os resultados indicaram vantagens no uso de
aquecimento 6hmico, incluindo a melhoria do rendimento, da taxa de formacao e da capacidade
de reidratacdo dos filmes.

Garcia et al. (2009b) analisaram o efeito da aplicacdo de campo elétrico na
microestrutura e propriedades de filmes formulados com diferentes concentragdes de quitosana
e metilcelulose. O filme controle apresentou superficie mais homogénea do que os filmes
tratados, que apresentaram superficie mais rugosa. Porém, o tratamento com campo elétrico
resultou em uma estrutura com camadas mais regulares e ordenada, apresentando maior indice
de cristalinidade. Os filmes tratados com campo elétrico também apresentaram menor
permeabilidade ao vapor d’agua, ou seja, melhor propriedade de barreira.

O efeito da intensidade do campo elétrico nas propriedades de filmes de quitosana foi
avaliado por Souza et al. (2009), sendo testadas quatro diferentes intensidades (50, 100, 150 e
200 V cm™). O resultado mais pronunciado foi observado nos tratamentos com intensidade
superior a 100 V cm™. A solubilidade em &gua e as permeabilidades ao vapor d’agua, oxigénio
e dioxido de carbono diminuiram significativamente com a aplicacdo do aquecimento éhmico.
Verificou-se também que os filmes tratados eletricamente possuem uma estrutura muito mais
uniforme, com menor rugosidade.

Pereira et al. (2010) analisaram os efeitos do aquecimento dhmico na estrutura fisica e
propriedades dos filmes comestiveis de proteinas de soro de leite e compararam com o
aquecimento convencional. Os resultados mostraram que 0 aquecimento hmico gerou menor
agregacao e menor concentracdo de sulfidrilas livres nas solucbes de formacéo de filme. Os
filmes tratados também apresentaram menor permeabilidade ao vapor d’4gua e um aumento na
hidrofilicidade da superficie. O tipo de tratamento térmico ndo teve efeito significativo na
solubilidade dos filmes, no teor de umidade e nos valores de resisténcia a tracao.

Resultados promissores da aplicagdo de aquecimento 6hmico (9,5 V cm™ e 19 V cm™)
em filmes comestiveis a base de residuos de capsulas de gelatina foram obtidos por lahnke et
al. (2019). Os filmes produzidos pela aplicacdo de campo elétrico apresentaram melhores

propriedades mecéanicas (resisténcia a tracdo e mddulo de Young) e térmicas, além de aumento



38

da cristalinidade, em comparacdo aos filmes produzidos por aquecimento convencional. A
espessura, morfologia e as propriedades relacionadas a &gua nao foram afetadas.

Até o momento, o trabalho mais recente referente a aplicacdo de aquecimento 6hmico
na producdo de filmes foi publicado por Tinoco et al. (2020). O objetivo foi avaliar as
propriedades de filmes de queratina preparados por aquecimento 6hmico e convencional, sob
condicBes de perfis térmicos similares. Obteve-se um pequeno aumento na concentragdo de
tiois livres e uma diminuicdo consideravel da solubilidade das solucdes de queratina submetidas
a aquecimento 6hmico. Os resultados indicaram que o aquecimento dhmico mostra potencial
para adaptar as propriedades dos filmes de queratina, dependendo da aplicacdo ou
funcionalidade pretendida.

3.6.2 Ultrassom

Ondas sonoras sdo vibragdes mecanicas que viajam através de materiais sélidos na
forma de ondas transversais e através de liquidos e gases na forma de ondas longitudinais. O
ultrassom, por sua vez, refere-se a ondas sonoras com frequéncia maior que a faixa audivel para
o0s seres humanos. A frequéncia ultrassénica mais baixa é geralmente definida em 20 kHz, e 0
limite superior é geralmente 5 MHz para gases e 500 MHz para liquidos e sélidos (LEADLEY;
WILLIAMS, 2006). O ultrassom faz uso de fendmenos fisicos e quimicos que sdo
fundamentalmente diferentes em comparacdo com aqueles aplicados nas técnicas
convencionais de extracdo, processamento ou preservacdo (CHEMAT,; ZILL-E-HUMA,;
KHAN, 2011). Essa tecnologia de processamento emergente tem sido cada vez mais utilizada
em sintese quimica, preparacdo de produtos farmacéuticos e processamento de alimentos
(GULSEREN et al., 2007).

O ultrassom pode ser classificado em duas categorias: ultrassom de baixa intensidade
(alta frequéncia) e ultrassom de alta intensidade (baixa frequéncia). O ultrassom de baixa
intensidade usa niveis de poténcia inferiores a 1 W cm2, com uma faixa de frequéncia de 2-20
MHz. O ultrassom de alta intensidade usa niveis de poténcia muito mais altos, normalmente na
faixa de 10-1000 W cm2, com a faixa de frequéncia de 20-100 kHz (LEADLEY; WILLIAMS,
2006). O ultrassom de baixa intensidade € usado em imagens medicas (por exemplo, varredura
fetal), andlises quimicas, avaliacdo da qualidade dos alimentos (maturacdo, composigdo) e
testes ndo destrutivos (FENG; YANG, 2006). Este tipo de ultrassom ndo causa alteragoes fisicas
ou quimicas nas propriedades dos materiais (TIWARI; MASON, 2012).
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O ultrassom de alta intensidade, por sua vez, é capaz de alterar as propriedades dos
materiais, causando distarbios fisicos e/ou aceleracdo de certas rea¢fes quimicas. Os efeitos
térmicos, mecanicos e quimicos sdo atribuidos a rapida formacdo e colapso de bolhas
cavitacionais, gerando tensGes normais e de cisalhamento. Essas forcas de cisalhamento e as
entradas de energia séo fortes o suficiente para romper ligag6es intermoleculares (LEADLEY;
WILLIAMS, 2006). Além disso, as bolhas produzem fluxo altamente turbulento com pressdes
e temperaturas extremas, sendo ja calculadas temperaturas pontuais de até 5000 K e pressoes
de até 1200 bar (GULSEREN et al., 2007). Dessa forma, o ultrassom de alta intensidade ¢
utilizado em muitas aplicacbes alimentares, como emulsificacdo, esterilizacdo, extracéo,
desgaseificacgéo, filtracdo e secagem (JAMBRAK et al., 2009).

Os sistemas de ultrassom sdo constituidos de transdutores ultrassénicos, dispositivos
gue convertem energia elétrica em energia mecanica (som), podendo ser aplicados de duas
formas: banho ou sonda (MASON, 1998). O banho ultrassdnico (Figura 4a) € comumente
utilizado para dispersao sélida em solvente e para solucGes de desgaseificacdo; tem a vantagem
de ser um aparelho barato e facilmente adaptavel, mas a intensidade fornecida é baixa e
altamente atenuada pela agua contida no banho. Por outro lado, a sonda (Figura 4b) é muito
mais poderosa, visto que a intensidade ultrassonica é fornecida por uma pequena superficie
(ponta da sonda) imersa diretamente no frasco de reacdo. Esse sistema é amplamente utilizado
para sonicacdo de pequenos volumes de amostra (CHEMAT,; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

Figura 4 - Esquema representativo: banho (a) e sonda ultrassénica (b).
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Fonte: Adaptado de SAO JOSE et al., 2014.
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Comparado a outras tecnologias, o ultrassom oferece vantagem em termos de
produtividade, rendimento e seletividade, menor tempo de processamento, maior
homogeneidade e menores riscos quimicos. Devido aos efeitos fisicos envolvidos, o ultrassom
também pode ser usado de forma eficaz para reduzir a viscosidade de sistemas alimentares, por
meio do rompimento de agregados e da reducdo da interacdo entre estruturas vizinhas
(ASHOKKUMAR et al., 2010). Efeitos promissores do uso do ultrassom sozinho ou em
combinacdo com outras técnicas (que envolvem calor ou pressdo) ja sdo demonstrados em
escala laboratorial (O’DONNELL et al., 2010). Recentemente, essa tecnologia ganhou uma

nova aplicacéo referente ao desenvolvimento de filmes biodegradaveis.

3.6.2.1 Efeito do ultrassom nas propriedades de filmes

A tecnologia de ultrassom vem sendo utilizada em filmes a base de diferentes matérias-
primas, como estratégia para melhorar suas propriedades. Marcuzzo et al. (2010) investigaram
o efeito do tratamento por ultrassom nas propriedades de filmes a base de gluten. Os resultados
mostraram que o ultrassom tornou a superficie dos filmes mais uniforme e regular em
comparacdo com os filmes ndo tratados. O ultrassom também melhorou a disperséo de proteinas
e a aparéncia final do filme, além de promover propriedades hidrofilicas em sua superficie. De
forma geral, o tratamento se mostrou Util para dissolver agregados de proteinas preparados em
condices &cidas.

Kadam et al. (2013) avaliaram o efeito do ultrassom em filmes de proteina isolada do
soro do leite reforcados com silica porosa. Os resultados mostraram aumento significativo na
resisténcia, elasticidade e hidrofobicidade. Por outro lado, a permeabilidade ao vapor d’agua
foi ligeiramente influenciada pelas condicfes de tratamento. Esses efeitos foram atribuidos a
distribuicdo homogénea do filme promovida pela sonicacdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Cruz-Diaz et al. (2019), na aplicacdo de ultrassom de alta intensidade em
filmes comestiveis de concentrado de proteina de soro de leite.

Zhong et al. (2015) estudaram os efeitos do tratamento com ultrassom nas propriedades
de filmes compdsitos de metilcelulose e &cido estearico, submetidos a diferentes condicdes de
tempo (0-30 min) e poténcia (0-270 W). A exposi¢do ao ultrassom teve efeitos positivos na
resisténcia a tracdo e elongacdo dos filmes. O ultrassom também afetou as propriedades de
barreira a umidade e da superficie hidrofébica. Os valores 6timos de resisténcia a tracdo e
elongacao foram obtidos pela amostra tratada por 10 min e 180 W, enquanto a amostra tratada

por 10 min e 270 W apresentou 0 menor valor de permeabilidade ao vapor d’agua.
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Borah et al. (2017) avaliaram o efeito do tratamento ultrassonico (45 e 60 min) no
desenvolvimento de filmes compdsitos a base de casca de batata e bagago de limdo doce.
Observou-se que o ultrassom aumentou a resisténcia do filme, a capacidade de alongamento e
0 processo de desaglomeracdo das particulas. Além disso, os filmes se tornaram mais
transparentes e apresentaram estrutura mais homogénea e ordenada. Por outro lado, Kang &
Min (2010) observaram que os biofilmes de casca de batata formados a partir de solucéo tratada
com ultrassom continham uma superficie mais grossa e uma estrutura mais fraca, em
comparacéo aos filmes formados por homogeneizacdo a alta presséo e irradiacéo.

O efeito do tratamento por ultrassom nas propriedades de filmes de nanoemulsdo
obtidos a partir da proteina do farelo de aveld e dleo essencial de cravo foram observados por
Gul et al. (2018). As solucdes foram submetidas a diferentes tempos (2, 4 € 6 min) e amplitudes
(50, 75 e 100%). Os resultados mostraram que a espessura € a solubilidade em agua dos filmes
diminuiram significativamente com a intensificacdo do tratamento. Verificou-se, também, o
aumento da resisténcia a tracdo e da elongacdo. O tratamento com amplitude de 100% por 6
min promoveu filmes com superficie mais regular, com distribuicdo homogénea de lipideos e
sem trincas e poros, 0 que contribuiu para as boas propriedades de barreira desse filme.

Mais recentemente, Vera, Tapia e Abugoch (2020) avaliaram o efeito do ultrassom de
alta intensidade (US) em combinacdo com transglutaminase (TG) e nanoparticulas nas
propriedades de filmes compdsitos de quinoa e quitosana. Estruturalmente, observou-se que as
temperaturas maximas da degradacdo térmica aumentaram, gerando filmes com maior
estabilidade térmica. O tratamento com ultrassom também melhorou a resisténcia a tracdo (com
ou sem aplicacdo de TG), enquanto a combinacdo US-TG produziu uma diminuigéo
significativa na elongacdo. No entanto, a permeabilidade ao vapor d’agua aumentou com a

aplicacdo do ultrassom, piorando as propriedades de barreira.

3.6.3 Radiacao ultravioleta

A radiacdo UV ¢ a radiagéo eletromagnética com comprimentos de onda que variam de
100 a 400 nm, correspondente a porcdo do espectro que se estende da extremidade violeta da
faixa de luz visivel até a regido dos raios X. De acordo com o comprimento de onda, a radiagdo
UV pode ser dividida em trés tipos principais: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC
(100-290 nm) (COBB et al., 2019). O comprimento de onda afeta diretamente a capacidade da
onda capaz de penetrar em um material e quéo prejudicial é para 0 mesmo. Enquanto o UVC ¢

mais prejudicial que o UVA e UVB a materiais organicos, devido a sua maior energia, seu
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menor comprimento de onda faz com que seja mais facilmente disperso e absorvido. Como
resultado, 0 UVC é completamente bloqueado pela atmosfera da Terra e ndo é uma preocupacdo
significativa para a maioria das aplicacdes terrestres (NIKAFSHAR et al., 2017).

A radiacdo UV como tecnologia fisica, econdmica, ndo térmica e ecoldgica tem recebido
atencdo crescente nos ultimos anos, durante os quais foi aplicada com sucesso na preservagao
e descontaminagdo de produtos alimenticios (WANG; MAJZOOBI; FARAHNAKY, 2020). A
exposicdo a luz UV pode gerar radicais livres, que podem decompor moléculas organicas e,
portanto, matar bactérias e outros microrganismos. Este efeito também se baseia em
revestimentos autolimpantes, pois uma vez que 0S contaminantes organicos sejam
decompostos, torna-se mais facil remover as substancias inorganicas (KIRBY, 2012). A luz UV
deve fornecer inativacdo eficaz de virus, bactérias vegetativas, esporos bacterianos, leveduras,
conidios e parasitas. A descoberta da inativacdo UV dos parasitas resistentes ao cloro catalisou
0 uso da luz UV na industria de 4gua (GOMEZ-LOPEZ; KOUTCHMA; LINDEN, 2012).

A medida que a luz UV se propaga, ela interage com os materiais por meio de absorgao,
reflexdo, refracdo e espalhamento (GOMEZ-LOPEZ; KOUTCHMA; LINDEN, 2012). A
energia capturada € convertida em energia quimica, induzindo a fotoisomerizacgéo.
Consequentemente, a exposicdo de ligacdes duplas de proteinas e anéis aromaticos a radiacdo
UV leva a formacdo de radicais livres em aminodcidos, como tirosina e fenilalanina, que
podem, entdo, formar ligaches covalentes intermoleculares (FATHI; ALMASI;
PIROUZIFARD, 2018). Algumas aplicacBes envolvem o uso de UV para reticular proteinas
com acidos nucléicos (GENNADIOS et al., 1998), para modificar a solucdo de colageno
(MENTER et al., 2001) e para melhorar as propriedades de géis de gelatina de peixe (BHAT;
KARIM, 2009). Em alguns casos, a geracdo dos radicais livres pode afetar adversamente os
alimentos. Os possiveis efeitos incluem danos as vitaminas e proteinas, destruicdo dos
antioxidantes, oxidacdo dos lipideos, mudancas na cor, sabores e aromas indesejaveis
(GOMEZ-LOPEZ; KOUTCHMA; LINDEN, 2012).

Assim como a irradiagdo gama (radiacdo ionizante), o UV também tem sido usado para
melhorar as propriedades de filmes a base de proteinas. No entanto, a radia¢do ionizante pode
comprometer as caracteristicas dos filmes devido a sua alta energia (OTONI et al., 2012). A
energia da radiacdo UV é substancialmente mais fraca do que a energia da radiacdo ionizante,
portanto, é improvavel que o tratamento UV comprometa o uso potencial de filmes a base de
proteinas como filmes comestiveis (GENNADIOS et al., 1998). A eficécia da radiacdo UV em
filmes de biopolimero depende de diferentes variaveis, como estado fisico, espessura e

composicdo do material. A turbidez e as propriedades da superficie também podem afetar a
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energia absorvida e a transmitancia de luz. Portanto, as modificagdes nas propriedades dos
filmes podem ser diferentes se o tratamento UV for aplicado na solucéo filmogénica ou no filme
pré-formado (FATHI; ALMASI; PIROUZIFARD, 2018). A Figura 5 mostra um exemplo de
sistema de radiacdo UV para aplicacbes em filmes, que consiste basicamente de uma fonte de

alimentacdo, uma camara e lampadas UV.

Figura 5 - Esquema representativo de aplicacdo de radiagcdo UV.
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3.6.3.1 Efeito da radiacéo ultravioleta nas propriedades de filmes

Gennadios et al. (1998) avaliaram o efeito da radiacdo UV nas propriedades de filmes a
base de proteina isolada de soja. Os resultados mostraram que a resisténcia a tracdo aumentou,
enguanto o alongamento na ruptura diminuiu linearmente com a dosagem da radiacdo. Esses
efeitos foram atribuidos a formacgdo de uma estrutura de filme mais densa e compacta e,
portanto, com matrizes de proteina mais fortes, porém, menos elasticas. Verificou-se também
a intensificacdo da coloracdo amarelada dos filmes. Resultados similares foram obtidos por
Rhim et al. (2000), na avaliacdo do mesmo tipo de filme.

Liu, Tellez-Garay e Castell-Perez (2004) modificaram as propriedades de filmes de
proteina de amendoim usando radiacdo UV por até 24 h. O tratamento UV foi aplicado
diretamente nos filmes e ndo na solucdo filmogénica. A resisténcia a tragcdo dos filmes tratados
com UV aumentou de 0,55 MPa (controle) para 1,01 MPa, para o tratamento de alta dose (24
h). O tratamento UV ndo afetou significativamente a permeabilidade ao vapor d’agua e a
coloracgéo dos filmes. Por outro lado, a permeabilidade ao oxigénio e a solubilidade diminuiram
significativamente com aumento do tempo de exposicéo.

Ustunol & Mert (2004) estudaram o efeito da radiacdo UV aplicada em solugdes
formadoras de filme a base de proteina do soro do leite. Os resultados mostraram um aumento

significativo da resisténcia a tracdo. Poréem, o tratamento UV ndo afetou a elongacgéo, a
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solubilidade e as permeabilidades ao vapor d’agua e ao oxigénio. Resultados semelhantes foram
relatados por Schmid et al. (2015), que irradiou filmes pré-formados de proteina de soro de
leite. Verificou-se que a resisténcia a tracdo aumentou significativamente com o tempo de
exposicao, enquanto que a elongacao e o0 modulo de Young ndo foram afetados.

Otoni et al. (2012) avaliaram os efeitos da radiacdo UV-B nas propriedades de filmes a
base de dois tipos de gelatina: gelatina de peixes de agua fria e gelatina de tilapia de agua
quente. Os indices de refracdo indicaram reticulacdo de cadeias da gelatina ap0s exposicao a
radiacdo. Ambas amostras de gelatina tratadas com UV-B exibiram maior resisténcia e
viscosidade do que as amostras ndo tratadas. Os filmes de gelatina de tilapia apresentaram
maiores valores de resisténcia a tracdo e elongacdo do que os filmes de gelatina de peixes de
agua fria.

Diaz, Candia e Cobos (2016) estudaram os efeitos da radiacdo UV aplicada em
diferentes doses (0,12 - 12,0 J cm™) nas propriedades de filmes de concentrado de proteina de
soro de leite, tratados antes ou apo6s a formacdo do filme. Os filmes tratados apresentaram
aumento significativo na resisténcia a tracdo e diminuicdo na solubilidade. A radiacdo UV
também fez com que os filmes fossem mais amarelos, mais verdes e mais escuros do que 0s
filmes ndo tratados. Além disso, os filmes tratados apresentaram uma superficie mais regular,
com numerosos furos pequenos, independentemente da dose aplicada. A permeabilidade ao
vapor d’agua e o teor de matéria seca ndo foram afetados.

Mais recentemente, Fathi, Almasi e Pirouzifard (2018) avaliaram o efeito da radiacdo
UV em filmes comestiveis a base de proteina de gergelim. Diferentes tipos de luz UV (UV-A,
UV-B e UV-C) foram aplicados a solucdo de formacdo de filme e aos filmes pré-formados.
Com o tratamento UV, verificou-se aumento no indice de cristalinidade e o desenvolvimento
de uma estrutura mais compacta, sem furos e trincas. O teor de umidade, solubilidade e
permeabilidade foram diminuidos e as propriedades mecanicas foram aprimoradas. No geral, a
aplicacdo do UV na solucéo foi mais eficaz do que nos filmes pré-formados. Dentre os tipos de
radiacdo, a luz UV-C apresentou os resultados mais promissores para o aprimoramento das

propriedades dos filmes.

3.7 Filmes nanocompositos

A formacdo de nanocompdsitos é outra estratégia que vem sendo empregada para
modificacdo das propriedades dos filmes de biopolimeros. Os nanocompdsitos sdo formados

por uma matriz continua (normalmente polimérica) reforcada por um ou mais materiais que
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apresentem pelo menos uma dimensdo caracteristica menor do que 100 nm (HU;
ONYEBUEKE; ABATAN, 2010). A resisténcia dos filmes compdsitos depende das
propriedades da matriz, das caracteristicas do agente de reforco e da compatibilidade entre a
matriz e 0 agente de reforco. Espera-se que os materiais de embalagem nanocompositos
fornegam boas propriedades de barreira, alta resisténcia mecanica, estabilidade térmica,
estabilidade quimica, biodegradabilidade, estabilidade dimensional, resisténcia ao calor e
transparéncia (STARK, 2016).

Os materiais de reforco sdo geralmente adicionados a matriz polimérica em quantidades
muito pequenas (< 5% em massa), podendo ser de natureza organica ou inorganica. Os materiais
inorganicos incluem o dioxido de titanio, 6xido de zinco, prata, nanoparticulas de ouro,
nanoargila, entre outros. Materiais organicos incluem principalmente nanofibras de celulose,
whiskers de quitina, nanocristal de amido e seus nanocompdsitos (GHANBARZADEH;
OLEYAEI; ALMASI, 2015). Dentre esses materiais, as nanofibras de celulose sdo muito
utilizadas devido principalmente a sua natureza ambientalmente correta. Além disso, quando
adicionadas em pequenas quantidades, podem fornecer melhorias nas propriedades mecanicas
e de barreira, mantendo a transparéncia do filme. Nesse contexto, a celulose bacteriana é um
interessante biomaterial atualmente em estudo por sua fina rede e biocompatibilidade, podendo
ser utilizada em substituicdo a celulose vegetal (GEORGE; SIDDARAMAIAH, 2012).

3.7.1 Nanofibras de celulose bacteriana

A celulose bacteriana (CB) € um biopolimero de escala manométrica, produzido por
uma variedade de bactérias durante a fermentacdo (BARUD et al., 2016). Assim como a
celulose vegetal, a CB ¢ um polissacarideo linear composto por mondmeros de [-d-
glucopiranose ligados por ligagdes B-1,4-glicosidicas, formando moléeculas de celobiose.
Entretanto, diferentemente da celulose vegetal, a CB € sintetizada de forma pura, livre de restos
de outras moléculas vegetais, como lignina, hemicelulose ou pectina. A pureza da CB é uma
das suas principais vantagens, uma vez gque nao requer processos caros de extracao e purificacdo
ou 0 uso de produtos quimicos ambientalmente perigosos (CHENG; CATCHMARK;
DEMIRCI, 2009).

Os primeiros relatorios cientificos sobre a CB foram publicados por volta de 1886, pelo
quimico britanico Adrian J. Brown (BROWN, 1886). Esse autor identificou a celulose como
um componente da pelicula gelatinosa formada na fermentagdo do vinagre por “um fermento
acético, denominado de Bacterium xylinum”. Atualmente, a CB é bem conhecida em alguns

paises asiaticos como matéria-prima para alguns produtos alimenticios. Na China, a CB ¢
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utilizada para a fermentac&o do cha de Kombucha, onde a CB suporta uma colénia simbiética
de bactérias e leveduras de &cido acético (SCOBY). Nas Filipinas, a CB ¢ utilizada para
preparar a famosa sobremesa chamada “Nata de Coco”, que é composta basicamente por CB
fermentada em agua de coco e, posteriormente, temperada (CAZON; VAZQUEZ, 2021).

As principais bactérias aerdbias que sintetizam extracelularmente a CB sdo conhecidas
como  Achromobacter,  Alcaligenes,  Aerobacter,  Agrobacterium,  Azotobacter,
Gluconacetobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Dickeya e Rhodobacter. Dentre essas,
as mais utilizadas para a producdo de celulose sdo Gluconacetobacter xylinum e
Gluconacetobacter hansenii devido a sua capacidade de metabolizar uma ampla gama de fontes
de carbono e nitrogénio (AZEREDO et al., 2019). As principais hipoteses sugerem que a CB é
formada como um mecanismo de autodefesa para proteger as bactérias dos efeitos prejudiciais
da luz UV ou para ajudar as bactérias a flutuar na interface ar-liquido, a fim de garantir o
fornecimento suficiente de oxigénio (REINIATI; HRYMAK; MARGARITIS, 2017).

A pelicula gelatinosa de CB (Figura 6a) produzida durante a fermentacdo é um hidrogel
(Figura 6b). Esse material pode conter até 99% em massa de liquido, havendo uma diferenca
de cerca de 100 vezes entre a massa dos estados Umido e seco. No hidrogel, cerca de 90% das
moléculas de &gua estdo fortemente ligadas ao grande ndmero de grupos -OH dentro das
moléculas de celulose. As bactérias podem tecer nanofibras de celulose mesmo durante a
divisdo celular, resultando em redes de nanofibras finamente ramificadas, como verificado na
Figura 6¢. Estas nanofibras formam uma estrutura de rede 3D aleatéria com um tamanho
inferior a 100 nm de didmetro. Em contraste, uma vista transversal da CB apresenta
multicamadas de nanofibras planas (Figura 6d) (SRIPLAI; PINITSOONTORN, 2021).
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Figura 6 - Celulose bacteriana: pelicula gelatinosa (a), hidrogel (b), MEV da superficie plana

(c) e MEV da secdo transversal (d).

Além de alta pureza, a CB apresenta varias vantagens quando comparada a celulose
vegetal, mesmo que ambas possuam a mesma estrutura quimica. A CB apresenta uma estrutura
Unica (altamente porosa, flexivel, alta capacidade de retencdo de agua, baixa densidade, alta
cristalinidade e abundancia de grupos -OH), além de apresentar uma rede 3D ultrafina de baixo
peso e elevada area superficial (SRIPLAI; PINITSOONTORN, 2021). Devido a alta
cristalinidade, a CB também apresenta propriedades mecanicas favoraveis, como alta
resisténcia a tracdo e alto médulo de Young, sendo que este ultimo pode alcancar valores de até
15 GPa. A elevada rigidez é principalmente atribuida a forte ligacdo interfibrilar na rede
ultrafina (AHMED; GULTEKINOGLU; EDIRISINGHE, 2020).

Devido as suas propriedades caracteristicas, a CB vem sendo utilizada em diversas
aplicacdes, principalmente relacionadas ao campo biomeédico, podendo ser utilizada em
curativos de queimaduras ou na engenharia de tecidos (substituicdo de vasos sanguineos e
regeneracdo de nervos) (AHMED; GULTEKINOGLU; EDIRISINGHE, 2020). Outras
aplicagdes incluem o uso de CB para producdo de papel, em inddstrias farmacéuticas,

tratamento de agua, membranas para filtracdo e na industria alimenticia. Para aplicagdes em
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alimentos, a CB ja foi estudada como agente espessante e gelificante, estabilizador, aditivo de
ligacdo de 4gua e também como material de embalagem (CAZON; VAZQUEZ, 2021).
Recentemente, as nanofibras de CB tém sido incorporadas em filmes a base de
biopolimeros, para modificacdo de suas propriedades e estrutura. Propriedades aprimoradas
pela incorporacdo de CB ja foram relatadas para filmes & base de amido (CHIULAN et al.,
2018; FABRA et al., 2016; NOSHIRVANI et al., 2018), gelatina (CHANG et al., 2012;
HAGHIGHI et al., 2021; LEITE et al., 2020; NOORBAKHSH-SOLTANI; ZERAFAT;
SABBAGHI, 2018; TAHERI et al., 2020), proteina de trigo (WANG et al., 2017) e casca de
batata (XIE et al., 2020). Os principais resultados incluem o aprimoramento mecanico (aumento
da resisténcia a tracdo e do modulo de Young), reducdo significativa da solubilidade em agua,
aumento da cristalinidade e melhoria das propriedades de barreira (reducdo da permeabilidade

ao vapor d’agua).
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Capitulo 4 - Materiais e Meétodos

4.1 Materiais

Os filmes biodegradaveis foram desenvolvidos a partir de residuos gelatinosos gerados
no processamento de capsulas nutracéuticas, apresentados na Figura 7. Os residuos foram
cedidos pelo Laboratorio Quimico Farmacéutico Tiaraju (Rio Grande do Sul, Brasil).

As nanofibras de celulose bacteriana foram elaboradas a partir de um residuo industrial
da Kombucha, denominado SCOBY (symbiotic culture of bacteria and yeast), fornecido pela
Tao Industria de Produtos Alimenticios (Rio Grande do Sul, Brasil). O SCOBY foi sintetizado
a partir da fermentacdo estatica, utilizando cha verde, cha preto e acucar cristal como substratos,

sendo composto principalmente por agua (98%), fibras totais (1,5%) e carboidratos (0,4%).

Figura 7 - Residuos gelatinosos do processamento de capsulas nutracéuticas.

7

4.2 Caracterizacdo dos residuos gelatinosos

A composicdo centesimal dos residuos gelatinosos foi realizada de acordo com os
métodos de analise da AOAC (2005). O teor de proteinas foi determinado pelo método de
Kjeldahl, utilizando fator de corre¢do de 5,55. O conteudo de lipideos foi determinado
utilizando um extrator de Soxhlet (modelo 2055, Fodd Soxtec, Dinamarca). O teor de cinzas
foi determinado em mufla (modelo 312.6SO ML1729, Elektro Therm Linn, Alemanha),
operando a 550 °C, e o teor de umidade foi determinado por método gravimeétrico, pesando-se
a amostra antes e apds secagem em estufa (modelo TE-394/2, Tecnal, Brasil). Por fim, visto
que os residuos gelatinosos ndo possuem carboidratos em sua composicao, utilizou-se 0 método

da diferenca para determinacéo do teor de glicerol.
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4.3 Obtencao dos filmes & base de gelatina por casting

Experimentos preliminares foram realizados para determinar a proporcdo de residuo
gelatinoso e agua destilada (g residuo/100 g 4gua) que resultaria em uma solucdo filmogénica
homogénea. Independente da tecnologia aplicada, todos os filmes foram produzidos pelo
método de casting, de acordo com a metodologia adaptada de lahnke et al. (2019). Na Figura
8 encontra-se o diagrama da elaboracéo e caracterizacdo dos filmes.

Figura 8 - Diagrama de elaboracao dos filmes a base de gelatina.
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A solucdo filmogénica foi preparada a partir da dissolugcdo de 70 g dos residuos
gelatinosos em 100 g de &gua destilada. Nao foi necesséria a adicdo de plastificante, visto que
0s residuos ja possuem glicerol em sua composi¢do. A solucdo foi aquecida até 75 °C e mantida
sob agitacdo magnetica até completa solubilizacdo dos residuos e obtencdo de uma solucgéo
homogénea. Em seguida, a solucéo foi tratada por aquecimento 6hmico, ultrassom, ou radiacéo
ultravioleta, de acordo as metodologias que serdo detalhadas nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3,
respectivamente. O filme controle foi produzido por aquecimento convencional, conforme
descrito no item 4.3.4.

A remocdo das bolhas ocorreu em dessecador a vacuo. Em seguida, a solugdo tratada
foi vertida em placas de Petri de poliestireno, que foram acondicionadas em estufa com
circulacdo de ar (modelo B5AFD, DeLeo, Brasil) e desidratadas a 45 °C por 4 h. Os filmes
obtidos foram removidos das placas e armazenados em dessecadores (Figura 9), contendo
solugdo saturada de NaBr (58% UR, 25 °C), por pelo menos dois dias antes de serem
caracterizados. Por fim, os filmes foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-
quimicas, de barreira, mecanicas, Opticas, estruturais, morfoldgicas, térmicas e de

biodegradabilidade.

Figura 9 - Filmes armazenados em dessecador contendo solucdo saturada de NaBr.
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4.3.1 Tratamento da soluc¢do por aquecimento dhmico

Para aplicacdo de aquecimento &hmico foi utilizado um aparato experimental,
demonstrado na Figura 10, desenvolvido pelo Laboratorio de Quimica e Processamento de
Alimentos do ICTA. O aparato € constituido de um estabilizador (Forceline, EV 1000 T/2-2,
Brasil), um transformador varidvel de 0 a 220 V (Sociedade Técnica Paulista LTDA, Varivolt,
Brasil), uma fonte de alimentacéo com frequéncia alternada de 60 Hz, um sistema de aquisi¢do
de dados (Novus, modelo Field logger 5, Brasil), um computador, uma célula 6hmica, um
agitador magnético (IKA, modelo C-MAG HS7) e um sistema de by-pass, que permite o uso

de dois banhos termostaticos (Lauda, modelo T, Alemanha).

Figura 10 - Aparato experimental de aplicacdo de aquecimento 6hmico.

Banhos Sistema de aquisicao
termostaticos Sistema by-pass de dados

1@ "

Transformador ;
Célula shmica  Agitador magnético variivel Computader

A celula 6hmica (Figura 11) foi produzida a partir de um recipiente de vidro Pyrex de
400 mL (8,0 cm de diametro e 13,5 cm de altura), encamisado para controle da temperatura,
utilizando &gua circulante. Dois termopares (Novus, modelo pt-100, Brasil) foram acoplados a
célula para controle da temperatura. Foram utilizados eletrodos de titanio de 5 cm de altura,

com distancia minima e maxima entre os eletrodos de 4,5 cm e 6,5 cm, respectivamente.
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Figura 11 - Célula 6hmica com eletrodos e termopares.

A célula 6hmica foi posicionada sobre um agitador magnético (800 rpm), e a solugéo
foi inicialmente aquecida pela passagem de agua quente (88°C), proveniente do banho 1,
através da camisa da célula. Quando a solucdo atingia 75 °C, o banho 1 era desligado e a
temperatura de 75 £ 1,5 °C era mantida pela aplicacéo de aquecimento 6hmico e pela circulagéo
de &gua fria (20 - 70 °C) advinda do segundo banho termostatico. A temperatura do banho 2
era dependente da tensdo aplicada, tensbes maiores demandavam temperaturas menores no
banho. Foram aplicadas tensdes que variaram de 30 V (intensidade de campo elétrico de 5,5 V
cm?) a 120 V (intensidade de campo elétrico de 21,8 V cm™), durante o periodo de 5 a 20

minutos, de acordo com o planejamento experimental que sera detalhado no item 4.5.

4.3.2 Tratamento da solucéo por ultrassom

Para aplicacdo do ultrassom, foi utilizado o mesmo aparato experimental do
aquecimento 6hmico, substituindo-se o transformador variavel e os eletrodos por um
processador ultrassénico VCX750 (Sonics & Materials Inc), equipado com uma sonda de 25
mm de didmetro de ponta e frequéncia de 20 kHz (Figura 12).
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Figura 12 - Aparato experimental de aplica¢do do ultrassom.
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De forma semelhante ao aquecimento 6hmico, a solucdo filmogénica foi inicialmente
aquecida até 75 °C, pela circulacdo de &gua quente (88°C) proveniente do banho 1. A
temperatura de 75 + 1,5 °C foi mantida pela aplicagdo do ultrassom (10s on /10s off) e pela
circulacdo de agua (60 - 70 °C) advinda do banho 2. Foram aplicadas intensidades de ultrassom
que variaram de 50 a 100%, durante o periodo de 5 a 20 minutos, de acordo com o planejamento
experimental que sera detalhado no item 4.5.

4.3.3 Tratamento da solucéo por radiagdo ultravioleta

Para aquecimento inicial da solucdo, foi utilizado o mesmo aparato experimental
empregado nas demais tecnologias. A solucdo filmogénica foi aquecida até 75 °C, pela
passagem de agua quente (88°C) através da camisa da célula encamisada. Em seguida, a solucao
foi transferida para um béquer e armazenada em uma camara (80 x 50 x 50 cm) adaptada para
a aplicacdo de radiacdo UV, conforme demonstrado na Figura 13.

A camara foi totalmente revestida com papel aluminio e equipada com 4 lampadas UV
(TUV20W G20T10, Sankyo Denki) posicionadas em paralelo no topo, a uma distancia de 35
cm da superficie da solucdo. As lampadas operam a um comprimento de onda de 254 nm
(UVC). Um agitador magnético com aquecimento (IKA, modelo C-MAG HS7) foi utilizado
para manter a temperatura da solugdo constante em 75 °C durante a aplicagdo do UV. As
lampadas foram ligadas cerca de 10 minutos antes dos experimentos, para estabilizar a
intensidade da radiacdo. As solugdes filmogénicas foram submetidas a diferentes tempos de
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exposicdo de 0 h (controle), 0,5 h, 1 h e 2 h. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

Figura 13 - Camara utilizada para a aplicacéo de radiacdo UV.

4.3.4 Filme produzido por aguecimento convencional

Para avaliar os efeitos ndo-térmicos das tecnologias empregadas, um filme controle foi
produzido utilizando um sistema de aquecimento convencional. O processo de aquecimento
inicial foi realizado de forma semelhante as demais tecnologias, ou seja, pela circulacéo de dgua
quente (88 °C) através da camisa da célula. Entretanto, a manutencdo da temperatura em 75 °C
foi obtida somente pela circulagdo de agua quente (78 °C), proveniente do segundo banho
termostatico. A utilizacdo de dois banhos termostaticos foi necessaria para regular a taxa de
aquecimento e igualar os perfis de temperatura dos filmes produzidos pelas diferentes técnicas.
Portanto, quaisquer diferencas observadas entre os tratamentos devem-se exclusivamente aos

efeitos ndo-térmicos das tecnologias aplicadas.
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4.4 Filmes reforgados com nanofibras de celulose bacteriana

4.4.1 Obtencédo das nanofibras

A preparacdo das nanofibras foi realizada por outra aluna do mesmo grupo de pesquisa,
sendo descrita em detalhes por Paludo (2021). O SCOBY bruto (Figura 14a) foi inicialmente
triturado em um processador convencional (Walita, Philipps) e purificado por lavagem com
agua destilada e adicdo de NaOH (1:2), até a verificacdo de pH neutro. O SCOBY purificado
(Figura 14b) foi entdo diluido em agua destilada (1:2) e triturado em um homogeneizador ultra-
turrax (Ika, T25, China) por 5 min a 15000 rpm, para melhor disperséo da CB como uma etapa
de pré-homogeneizacdo. Para a obtencdo das nanofibras, foi utilizado um homogeneizador de
alta pressdo (HPH) (NS 1001 L - Panda 2K, GEA Niro Soavi Brasil) operando a 600 bar em

temperatura ambiente.

Figura 14 - Aparéncia visual do SCOBY:: bruto (a) e apés etapa de purificacéo (b).

4.4.2 Obtencéo dos filmes refor¢ados com nanofibras

Para obtencdo das solucdes filmogénicas reforcadas, 1% das nanofibras de CB (em
relacdo a percentagem maéssica de gelatina) foi adicionado a solucdo filmogénica controle,
descrita no item 4.3. A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética por 30 min a 75 °C, até
completa solubilizacdo das nanofibras. Para avaliar a eficacia do HPH, as solu¢des filmogénicas
foram preparadas com adi¢do de dois tipos de amostras de CB: homogeneizadas apenas no
ultra-turrax e homogeneizadas no ultra-turrax e HPH.

Ap0s obtencdo das solucdes reforcadas, procederam-se as etapas seguintes de remocao
das bolhas, casting da solucéo, secagem dos filmes, controle da umidade e caracterizacdo dos

filmes, conforme detalhado anteriormente.
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4.5 Planejamento experimental

Para avaliar o efeito dos parametros do aquecimento 6hmico e do ultrassom nas
propriedades funcionais dos filmes de gelatina, foram utilizados planejamentos de superficie
resposta, também chamados de projetos compostos de segunda ordem (PCSO). A partir do
PCSO, é possivel obter um modelo de segunda ordem, que correlaciona as varidveis
independentes com as respostas obtidas (varidveis dependentes). O delineamento do PCSO ¢

composto de:

e pontos fatoriais (2*), para estimativa dos efeitos principais lineares e efeitos de interagdes;
e pontos centrais (no), para deteccdo da falta de ajuste do modelo linear e estimativa do erro
experimental;

e pontos axiais (2k), para estimativa dos efeitos quadraticos puros.

O delineamento apresenta cinco niveis de variaveis codificadas como —a, -1, 0, +a, +1.
O valor de o é dependente do numero de variaveis independentes (k), sendo definido pela
Equacdo 1 (COCHRAN; COX, 1992):

o =) )

As variaveis dependentes estdo relacionadas com as varidveis independentes através do

modelo de segunda ordem, apresentado na Equagé&o 2:
Yi =Bo +B1 Xy +BX; + B X X, +1311X12 +|322X22 )

em que Y, representa as variaveis dependentes, 3n s80 0s coeficientes da regressdo, e Xi e Xz

sdo os niveis codificados das variaveis independentes.

Para avaliar o efeito do aquecimento éhmico nas propriedades dos filmes, foram
definidas como variaveis independentes a intensidade de campo elétrico (V cm™) e o tempo de
exposicdo (min). No caso do ultrassom, as varidveis independentes sdo a intensidade de
ultrassom (%) e o tempo de exposi¢do (min). Portanto, para as duas tecnologias tem-se k =2 e
a = 1,414. Dessa forma, cada projeto experimental engloba 13 ensaios, sendo 4 pontos fatoriais
(combinacdo dos niveis -1 e +1), 4 pontos axiais (uma variavel no nivel £ a e outra no nivel 0)

e 5 pontos centrais. O delineamento experimental juntamente com as variaveis independentes,
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niveis reais e codificados sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, para 0 aquecimento éhmico e

ultrassom, respectivamente.

Tabela 1 - Delineamento experimental para a aplicacdo de aquecimento 6hmico.

Niveis codificados Niveis reais
Ensaios* Intensidade de Intensidade de campo ~ Tempo
s Tempo s . .

campo elétrico elétrico (V cm™) (min)

1 -1 -1 7,8 7,2

2 1 -1 19,4 7,2
3 -1 1 7,8 17,8
4 1 1 194 17,8
5 -1,414 0 55 12,5
6 1,414 0 21,8 12,5

7 0 -1,414 13,6 5,0
8 0 1,414 13,6 20,0
9 0 0 13,6 12,5
10 0 0 13,6 12,5
11 0 0 13,6 12,5
12 0 0 13,6 12,5
13 0 0 13,6 12,5

* Ensaios aleatorizados previamente a experimentacao.
Tabela 2 - Delineamento experimental para aplicagéo do ultrassom.
Niveis codificados Niveis reais
Ensaios* Intensidade de Tempo Intensidade de Tempo

ultrassom ultrassom (%) (min)

14 -1 -1 57,3 7,2

15 1 -1 92,7 7,2
16 -1 1 57,3 17,8
17 1 1 92,7 17,8
18 -1,414 0 50,0 12,5
19 1,414 0 100,0 12,5

20 0 -1,414 75,0 5,0
21 0 1,414 75,0 20,0
22 0 0 75,0 12,5
23 0 0 75,0 12,5
24 0 0 75,0 12,5
25 0 0 75,0 12,5
26 0 0 75,0 12,5

* Ensaios aleatorizados previamente a experimentacéo.
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4.6 Caracterizacao dos filmes biodegradaveis

4.6.1 Propriedades fisico-quimicas

4.6.1.1 Espessura

A espessura dos filmes (Figura 15) foi determinada utilizando-se um micrémetro digital
(modelo 1P40, Digimess, Brasil) com escala de 0-25 mm e precisdo de 0,001 mm. A espessura
final representa a média aritmética de cinco medidas aleatdrias realizadas em cada amostra de

filme.

Figura 15 - Medicéo da espessura dos filmes com micrémetro digital.

4

4.6.1.2 Umidade e solubilidade em agua

O teor de umidade das amostras foi determinado de acordo com a AOAC (2005), através
do método gravimétrico. As amostras de filmes foram recortadas em discos de 2 cm de
didmetro, pesadas e submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar (modelo B4AFD,
DeLeo, Brasil), operando a 105 °C por 24 h.

Apo0s determinagdo da umidade dos filmes, deu-se sequéncia a analise de solubilidade,
que foi realizada de acordo com metodologia adaptada de Pelissari et al. (2013). Para isso,
foram adicionados 30 mL de &gua destilada aos recipientes que continham os filmes secos e
estes foram mantidos sob agitacdo em banho maria a 25 °C por 24 h. Em seguida, 0 excesso de
agua foi removido dos recipientes e as amostras foram secas em estufa (105 °C, 24 h), para
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determinacdo da massa do material ndo solubilizado. A solubilidade em &gua (Sol) € expressa
pela porcentagem de material seco solubilizado, conforme apresentado na Equacao 3:

Sol (%) = (%j 100 3)

em que wi (g) € a massa inicial dos filmes secos e ws (g) é a massa final resultante de filme

seco ndo solubilizado.

4.6.2 Permeabilidade ao vapor d’agua

A andlise de permeabilidade ao vapor d’agua foi realizada de acordo com o método
analitico padrdo (ASTM E96/E96-M, 2016) e procedimento descrito por Pagno et al. (2015).
Os filmes foram fixados em céapsulas de permeacéo de aluminio (diametro interno de 63 mm e
altura de 25 mm) contendo CacCl» anidro granular (0% UR). O conjunto foi entdo armazenado
em uma cuba de vidro (Figura 16) contendo solucdo saturada de NaCl (75% UR, 25 °C). O
ganho de massa das cépsulas foi monitorado apds 24 h e a permeabilidade ao vapor d’agua
(PVA) foi determinada pela Equacéo 4:

PVA=— : (4)

em que w (g) é a massa de dgua permeada através do filme, d (mm) é a espessura do filme, A
(m?) é a area de permeagdo, AP (KPa) ¢ a diferenca de pressdo de vapor entre os dois lados do

filme, e t (h) é o tempo de permeacéo.

Figura 16 - Analise de permeabilidade em cuba contendo solucéao saturada de NacCl.
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4.6.3 Propriedades mecanicas

A resisténcia a tragdo, porcentagem de elongacdo na ruptura e modulo de Young foram
determinados atraves de testes de tracdo, de acordo com o método padrdo ASTM D882-09
(2009). O equipamento utilizado foi um texturémetro (modelo TA-XT2, Stable Micro Systems,
United Kingdom), operando com célula de carga de 5 kg, conforme demonstrado na Figura 17.
Os filmes foram recortados em tiras (80 x 10 mm) e sua espessura foi medida em trés posicoes
aleatdrias. Dez tiras de cada amostra foram analisadas, utilizando separacdo inicial das garras

de 50 mm e velocidade de teste de 0,8 mm s

Figura 17 - Analise das propriedades mecénicas realizada em texturébmetro.

4.6.4 Propriedades opticas

4.6.4.1 Cor

A cor dos filmes foi avaliada com um colorimetro (modelo CR-300, Minolta, Japao)
(Figura 18), utilizando os parametros de cor CIELab: L* (luminosidade), a* (verde - vermelho)
e b* (azul - amarelo). Um disco branco (Lo*: 97,5, ao*: 0,13 e bo*: 1,7) foi utilizado como

padrdo. Os pardmetros de cor foram obtidos a partir da média de trés medicdes feitas em
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diferentes areas de cada amostra. A partir da Equacdo 5 (ROTTA et al., 2009), determinou-se,

também, a diferenca de cor (AE) entre os filmes e o disco padrdo:

AE = J(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (5)

em que AL* = L*- Lo*, Aa* = a*- ap* e Ab* = b*- ho*; Lo*, ao™ e bo* sdo os pardmetros de cor

do disco padrdo e L*, a* e b* sdo os parametros de cor das amostras.

Figura 18 - Medicéo dos parametros de cor dos filmes com colorimetro.

4.6.4.2 Transmitancia e opacidade

Os filmes foram submetidos & anélise de transmissdo de luz utilizando um
espectrofotdbmetro (modelo UV-1800, Shimadzu, Japao), operando na faixa de comprimentos
de onda de 200 a 800 nm, de acordo com método descrito por Wang et al. (2013). As amostras
de filme foram recortadas em retangulos (4 x 1 mm) e aderidas a parede interna de uma cubeta
de quartzo. Uma cubeta de teste vazia foi utilizada como referéncia. A opacidade (A, mm™) dos
filmes foi calculada a partir da Equacéo 6:

Opacidade = % (6)

em que Abseoo € a absorbancia a 600 nm, e d (mm) é a espessura do filme.
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4.6.5 Propriedades estruturais e morfologicas

4.6.5.1 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia da superficie dos filmes foi observada em um microscépio eletrénico de
varredura (MEV) (modelo JSM 6060, JEOL, Jap&o), utilizando tens&o de aceleracdo de 5 kV e
ampliacdo de 1000x. Para isso, as amostras de filme foram fixadas em stubs de aluminio e

recobertas com uma fina camada de ouro.

4.6.5.2 Difracéo de raio X

A difragdo de raios X (DRX) foi realizada em um difratdmetro DRX (modelo D2 Phaser,
Bruker, EUA), equipado com fonte de radiagdo CuKa (A = 0,15418 nm), operando a 40 kW e
20 mA. As medicOes foram realizadas de 5 a 40° a uma taxa de 0,02° mint. O indice de
cristalinidade foi calculado como a razéo entre a area da contribuigdo cristalina e a area total do
espectro de difracdo dos filmes.

4.6.5.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
determinados em um espectrometro FTIR (Modelo Frontier, Perkin EImer, EUA), operando no
modo de refletancia total atenuada (ATR), de acordo com o método de Xiao et al. (2021). A
faixa de varredura dos espectros variou de 650 a 4000 cm™, com uma cole¢do de 32

varreduras/espectro e resolugdo de 4 cm™.

4.6.6 Propriedades térmicas

A estabilidade térmica dos filmes (perda de massa, temperaturas maximas de
degradacédo e massa residual) foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Campo et
al. (2017). Utilizou-se um analisador termogravimétrico (modelo TGA-Q500, TA Instruments,
EUA), conforme apresentado na Figura 19. As amostras (10 + 1 mg) foram submetidas a uma
faixa de temperatura crescente (10 °C min™) no intervalo de temperatura de 25 °C até 650 °C.

Ar atmosférico foi utilizado como gés de purga (20 mL min™).
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Figura 19 - Analise de estabilidade térmica em analisador termogravimétrico.

52.89C 11.168ms
Q81HEAT T0 650 0aC

4.6.7 Biodegradabilidade

A anélise de biodegradabilidade dos filmes foi realizada de acordo com metodologia
adaptada de Martucci & Ruseckaite (2009). Esse método é baseado na avaliagdo da
biodegradacdo dos filmes quando os mesmos séo enterrados e expostos a microbiota natural
encontrada no solo. Recipientes plasticos (5,5 x 6 x 6,5 cm) foram preenchidos com solo
orgénico natural e usados como meio de degradacdo dos filmes. As amostras de filmes foram
recortadas em retangulos (2 x 3 cm) e secas em estufa (modelo TLK48, DelLeo, Brasil) a 60 °C,
até obtencdo de massa constante. Os filmes secos foram acondicionados em malhas de
aluminio, previamente secas e pesadas, e estas foram enterradas a uma profundidade de 4 cm
da superficie do solo, conforme demostrando na Figura 20. O experimento foi conduzido por
12 dias, com umidade relativa do solo de aproximadamente 40% (a partir da adicdo de 10 mL

de agua, a cada dois dias).
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Figura 20 - Filmes submetidos a analise de biodegradabilidade.

A cada 4 dias, o conjunto malha e filme foi desenterrado, lavado com agua destilada e
superficialmente seco com a ajuda de um papel filtro. Em seguida, os filmes foram secos a 60
°C, até obtencdo de massa constante. A perda de massa dos filmes (WL) apds biodegradacéo

no solo foi determinada através da Equag&o 7:
WL (%) = (uj 100 ©)
i

em que w; (g) € a massa inicial da amostra seca, e w (g) é a massa seca no tempo t (g).

4.7 Anélise estatistica

Os dados foram avaliados por analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey com
nivel de significAncia de 5%, utilizando-se o software Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa,

EUA). Quando ndo mencionado, as analises foram realizadas em triplicata.
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Capitulo 5 - Resultados

Os resultados serdo apresentados na forma de dois artigos cientificos. O primeiro artigo
intitulado “Effect of ohmic heating and ultrasound on functional properties of biodegradable
gelatin-based films” refere-se a aplicagédo das tecnologias de aquecimento 6hmico e ultrassom.
Ja o0 segundo artigo intitulado “Morphology and functional properties of gelatin-based films
modified by UV radiation and bacterial cellulose nanofibers” refere-se aos efeitos da aplicagéo
de radiacdo UV e da incorporacdo de nanofibras de celulose bacteriana aos filmes a base de

gelatina.

ARTIGO 1 - EFFECT OF OHMIC HEATING AND ULTRASOUND ON
FUNCTIONAL PROPERTIES OF BIODEGRADABLE GELATIN-
BASED FILMS

Victoria Hermes de Vargas?, Ligia Damasceno Ferreira Marczak?®, Simone Hickmann

Flores® and Giovana Domeneghini Mercali®”

4 Department of Chemical Engineering, Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS),
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b Institute of Food Science and Technology, Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS),
Av. Bento Gongalves, 9500, Agronomia, 91501-970, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of ohmic heating (OH) and ultrasound (US) on
functional properties of biodegradable gelatin-based films. For OH, electric field strength (30-
120 V) and exposure time (5 - 20 min) were evaluated; for US, intensity (50 - 100%) and the
exposure time (5 - 20 min) were investigated. Regarding OH, higher mechanical properties
(tensile strength and Young's modulus) values were obtained at the lowest electric field strength
applied, regardless of the exposure time. For US, tensile strength and Young's modulus values
significantly increased with increasing the US intensity and exposure time. Films produced with
OH and US with optimized properties were compared to a control film (produced by
conventional heating). X-ray diffraction and thermogravimetric analysis indicated that films
produced by US and OH showed a more ordered structure, with a higher crystallinity index,
and were more thermally stable. The most pronounced effects on mechanical properties were
obtained using OH: tensile strength increased from 1.53 MPa (control) to 3.86 MPa. US
application reduced film opacity, resulting in a more transparent film with a smoother surface.
Both treatments also significantly decreased the water vapor permeability but did not affect film
thickness, moisture content, water solubility, and biodegradability. Overall, the treated films
had improved mechanical, thermal, and barrier properties; however, these improvements are
still not enough to compete with synthetic films. OH and US can be an interesting approach in
developing biodegradable films but further studies are needed to better understand their impact

on film characteristics.

Keywords: gelatin; biodegradable films; emerging technologies; surface-response
methodology; packaging.
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1 Introduction

The environmental problems caused by the growing use of synthetic plastics and the
concern regarding their non-renewable and non-biodegradable nature have encouraged several
research groups to develop more sustainable alternatives. In this context, biodegradable films
and edible coatings, obtained from renewable sources, have been considered promising in the
food packaging field (Wihodo & Moraru, 2013). These films are mostly composed of a
biopolymer (protein, lipid, and/or polysaccharide), responsible for synthesizing a cohesive
structure, and a solvent, usually water or ethanol. Additives can also be incorporated to improve
film properties and structure (Dubey & Dubey, 2020). Among biopolymers, gelatin obtained
from various sources, as cattle (Cardoso et al., 2016; Ibarguren et al., 2015; S. U. Kadam et al.,
2015), pork (Kowalczyk & Biendl, 2016; Pefia-Rodriguez et al., 2015; Tyburcy & Kozyra,
2010) and fish (Hosseini et al., 2016; Ojagh et al., 2011; Park et al., 2021), has been successfully
used to develop biodegradable films.

Gelatin is a water soluble protein characterized by the random configuration of
polypeptide chains in an aqueous solution. It is obtained from the partial hydrolysis of collagen,
a fibrous insoluble protein found in bones, skin, and cartilages of vertebrate and invertebrate
animals (Shankar et al., 2016). Gelatin was one of the first materials used as a carrier for
bioactive components and has been extensively studied due to its film-forming capacity. Its
particular features, such as low cost, high availability, interesting functional attributes, good
mechanical and optical properties, high sensory acceptability, and efficiency as a barrier against
light and oxygen (Gémez-Guillén et al., 2009), make gelatin a promising component of food
packaging materials. In particular, gelatin residues from encapsulating materials can be
revalued as a potential source for the development of biodegradable films (Ramos et al., 2016).

Although biopolymer films offer great potential as mass transfer barriers to improve
food quality, their industrial applications are still limited (Wu et al., 2002). Compared to
synthetic plastics, biopolymer films have lower mechanical strength, lower resistance to gases
and liquids, lack of evaluation on edibility and biodegradability, and difficult scale-up
(Jeevahan et al., 2020). Thus, several strategies have been followed to overcome these
drawbacks, such the use of emerging technologies during film production. Casting is the most
widely used technique for film production; it consists of developing a film-forming solution, in
which the biopolymer is dissolved in solvents, followed by spreading it over Petri dishes and
solvent evaporation (Luo et al., 2022). This process is carried out by conventional heating

systems, as indirect water baths or heating plates. Ohmic heating (OH) and ultrasound (US) are
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alternatives of novel technologies that can be used to replace conventional heating processes,
improving mechanical and barrier film properties.

OH is defined as a process wherein alternating electrical current is passed through a
material (which offers electrical resistance) to heat it by internal energy generation (Sastry &
Barach, 2000). Heating rates depend on the electric field strength applied and the electrical
conductivity of the sample (Falguera et al., 2011). The main OH advantage is its ability to heat
materials rapidly and uniformly, preserving nutritional and sensory properties (Sastry, 2008).
In addition to thermal effects, OH shows non-thermal effects associated with the passage of
electricity. These effects may contribute to improve film properties because they can change
the way the biopolymer interacts with other compounds in the film-forming solution. Some
studies have already reported the application of OH in film production: films made from soy
protein (Lei et al., 2007), chitosan (Souza et al., 2009, 2010), chitosan/methylcellulose (Garcia
et al., 2009b), whey protein (Pereira et al., 2010), chitosan/starch (Coelho et al., 2017), gelatin
(lahnke, Vargas, et al., 2019), and keratin (Tinoco et al., 2020).

US refers to sound waves with a frequency higher than the audible range for humans. It
can be classified into two categories: low-intensity and high-intensity US. The low-intensity
US uses power levels less than 1 W cm™, while the high-intensity US (power ultrasound) uses
higher power levels, typically in the range of 10 - 1000 W cm (Feng & Yang, 2006). Power
ultrasound has been used in many food applications due to its ability to modify material
properties and accelerate certain chemical reactions (Dolatowski et al., 2007). The thermal,
mechanical and chemical effects involved are attributed to the rapid formation and collapse of
cavitation bubbles, generating shear stresses. These shear forces and energy inputs are strong
enough to break intermolecular bonds (Leadley & Williams, 2006; O’Donnell et al., 2010). In
film development, US has already been used in the production of protein (D. M. Kadam et al.,
2013; C. C. Liu et al., 2004; Rodriguez-Turienzo et al., 2012), polysaccharide (Borah et al.,
2017; Fabra et al., 2017; Kang & Min, 2010; Vera et al., 2020), and composite films (Wang et
al., 2020; Zhong et al., 2015).

To the best of our knowledge, few researchers have addressed the potential use of these
emerging technologies to produce gelatin-based films. Therefore, this study aimed to develop
biodegradable gelatin-based films using OH and US, focusing on stablishing relationships
between processing variables and film properties (cause-and-effect relationships).
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2 Materials and methods

2.1 Materials

The gelatin residue (GR), mainly composed of bovine gelatin (41%), water (35%), and
glycerol (24%), was used for the production of biodegradable gelatin-based films. These
residues result from linseed oil nutraceutical capsules processing and were supplied by the

Chemical Pharmaceutical Tiaraju Laboratory (Rio Grande do Sul, Brazil).

2.2 Film preparation

The casting technique was used to produce biodegradable films. The film-forming
solution was prepared by mixing 70 g of GR and 100 g of distilled water (conditions defined
according to preliminary tests). The addition of a plasticizer was not necessary as GR has
glycerol in its composition. The solution was heated up to 75 °C under magnetic stirring and
treated by OH or US, according to the methodology described in the following sections. The
treated solution was placed in a vacuum desiccator to remove air bubbles. Then, the film-
forming solution was poured in polystyrene Petri dishes (0.13 g cm™) and dried in an air-
circulation oven (model BSAFD, DelLeo, Brazil) at 45 °C for 4 h, according to the methodology
described by lahnke, Vargas, et al. (2019). After drying, the obtained films were conditioned in
desiccators containing a saturated sodium bromide solution (58% RH, 25 °C) for at least 48

hours before characterization.

2.2.1 Ohmic heating application

The experimental OH setup used is described in details by Mercali et al. (2012). It
consists of a stabilizer (Forceline, EV 1000 T/2-2, Brazil), a variable transformer from 0 to 220
V (Sociedade Técnica Paulista LTDA, Varivolt, Brazil), a power supply with an alternating
frequency of 60 Hz, a data acquisition system (Novus, model Field logger 5, Brazil) linked to
a computer, an ohmic cell, and a bypass system which allows the use of two thermostatic baths.
The ohmic cell was made of a 400 ml water jacket glass vessel. Two temperature sensors
(Novus, model pt-100, Brazil) and two curved titanium electrodes with 5 cm height were used.
The minimum and maximum inter-electrode gaps were 4.5 cm and 6.5 cm, respectively.

The ohmic cell was placed on a magnetic stirrer (IKA, model C-MAG HS7) and the
film-forming solution was initially heated by passing hot water (88°C) through the jacket of the

cell. When the solution reached 75 °C, the hot bath (Lauda, model T, Germany) was turned off
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and the temperature of 75 + 1.5 °C was held by applying OH and by circulating cool water (20
- 70 °C) from another temperature-controlled water bath (Lauda, model T, Germany). The
temperature of the cool bath was dependent on the applied voltage. The gelatin-based films
were produced with the application of different voltages ranging from 30 V (average electric
field strength of 5.5 V cm™) to 120 V (average electric field strength of 21.8 V cm™), for a
period of 5 to 20 minutes, according to an experimental design.

2.2.2 Ultrasound application

For US application, ultrasonic processor (Sonics & Materials Inc, VCX750) equipped
with a probe (25 mm diameter tip), with a frequency of 20 kHz, was used connected to an
analogous experimental apparatus described in section 2.2.1. Similar to OH, the film-forming
solution was heated up to 75 °C by a thermostatic water bath (88 °C) connected to the jacket of
the cell. The temperature of 75 £ 1.5 °C was held by applying US (10s on /10s off) and by
circulating cool water from another water bath (60 - 70 °C). US intensities ranging from 50 to

100% were applied during a period of 5 to 20 minutes, following an experimental design.

2.2.3 Conventional heating application

To evaluate the non-thermal effects of OH and US on film properties, a control film was
produced using a conventional heating system, without OH or US application. For this purpose,
a thermostatic water bath (88 °C) connected to the cell was used to heat the samples up to 75
°C. The samples were kept at this temperature by the circulating water from another water bath
(set at 78 °C), under magnetic stirring for 12.5 minutes. The use of two thermostatic baths was
necessary to regulate the heating rate and to match the temperature profiles of films produced
by all technologies. Therefore, any differences observed between treatments are exclusively
due to non-thermal effects of the applied technologies. Figure 1 shows a typical temperature
profile showing identical temperature histories for control, OH (75 V and 12.5 minutes) and US
(75% and 12.5 minutes) films.
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Figure 1 - Temperature profiles of the gelatin-based film-forming solutions: control (12.5 min), OH
(ohmic heating at 75 V and 12.5 minutes), and US (ultrasound at 75% and 12.5 minutes).

2.3 Experimental design

A surface-response methodology was employed to evaluate the effect of independent
variables of OH (electric field strength, C1, and exposure time, Cz) and US (US intensity, Cy,
and exposure time, Cz) on the selected film properties (dependent variables). Thirteen
experiments for each technology were conducted using a 22 full-factorial central composite
design with 4 factorial points (estimation of linear main effects and interaction effects), 5 central
points (estimation of pure error) and 4 axial points (estimation of pure quadratic effects).

The dependent variables evaluated were: moisture content (MC), water solubility (WS),
water vapor permeability (WVP), tensile strength (TS), elongation at break (EAB), and Young's
modulus (YM). Dependent variables are related to independent variables through a second-

order model, Eq. (1):
Yi =Bo +B1X; +B2X, +B12X X, +1311X12 +I322X22 (1)

where Y represents the dependent variables, B, are the regression coefficients, and X1 and Xz

are the coded levels of the independent variables.
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2.4 Film characterization

2.4.1 Film thickness
Film thickness was determined using a digital micrometer (model IP40, Digimess,
Brazil) with a range of 0-25 mm and an accuracy of 0.001 mm. The final thickness represents

the average of five measurements made randomly along each sample evaluated.

2.4.2 Moisture content and water solubility

Film samples (2 cm in diameter) were dried in an oven (model B4AAFD, DeLeo, Brazil)
at 105 °C, for 24 h, and their MC was analyzed gravimetrically (AOAC, 2005). The WS analysis
was performed according to the methodology described by Pelissari et al. (2013), with
modifications. The dry film samples were immersed in 30 mL of distilled water and held under
soft stirring in a water bath at 25 °C, for 24 h. The WS (%) was expressed by the percentage of
dry solubilized material, using Eq. (2):

WS (%) = (Mj 100 )
Wi

where w; (g) is the initial dry weight of the film samples, and ws (g) is the final dry weight of
the samples.

2.4.3 Water vapor permeability

The WVP analysis was performed according to the standard analytical method (ASTM
E96/E96-M, 2016) and the methodology described by Pagno et al. (2015). Film samples were
fixed in aluminum permeation cells (inner diameter of 63 mm and height of 25 mm) filled with
granular anhydrous calcium chloride (0% RH) and hermetically sealed. The system was then
stored in a glass chamber containing saturated sodium chloride solution (75% RH, 25°C). The
weight gain of the capsules was monitored after 24 h, and WVP was calculated using Eq. (3):

w-d
A-AP-t

WVP = (3)

where w (g) is the weight of water permeated through the film, d (mm) is the thickness of the
film, A (m?) is the permeation area, AP (KPa) is the water vapor pressure difference between
the two sides of the film, and t (h) is the permeation time.
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2.4.4 Mechanical properties

The mechanical properties of films were evaluated by TS, which is the maximum stress
supported by the film until the moment of its collapse; EAB, which is a measure of film
flexibility and defines the film ability to deform before collapsing; and YM, which is related to
the rigidity of the material. A texture analyzer (model TA-XT2, Stable Micro Systems, United
Kingdom) with a load cell of 5 kg was used, according to the standard method ASTM D882-
09 (2009). The films were cut into strips (80 x 10 mm), and their thickness was measured at
three random positions. Ten strips of each film sample were analyzed, using an initial grip

separation of 50 mm and test speed of 0.8 mm s,

2.4.5 Color

The color of the films was evaluated with a colorimeter (model CR-300, Minolta,
Japan), using the CIELab color parameters: L* (luminosity), a” (red-green) and b” (yellow-blue).
A white disc (Lo": 97.5; a0 : 0.13; and bo™: 1.7) was used as a standard. The color parameters
were obtained from the average of three measurements made on different areas of each sample.
The color difference (AE) between the standard disc and the films was determined using Eq.
(4) (Rotta et al., 2009):

AE = /(AL¥)? + (Aa*)? + (Ab*)? @)

where AL" = L™ Lo", Aa" = a™~ ap’, and Ab" = b™ bo™: Lo", a0”, and bo" are the standard color

values, and L", a*, and b" are the films color values.

2.4.6 Light transmission and opacity

An ultraviolet (UV) spectrophotometer (model UV-1800, Shimadzu, Japan) was used
to evaluate the barrier properties of films against UV and visible light at the wavelength range
between 200 and 800 nm, according to the method described by Wang et al. (2013). Films were
cut into rectangles (4 x 1 mm) and directly placed in a spectrophotometer test cell. An empty

test cell was used as a reference. The opacity (OP) of the films was calculated by Eqg. (5):

_ AbSgeq
d

oP (5)

where Abseoo is the value of absorbance at 600 nm and d (mm) is the correspondent film
thickness.
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2.4.7 X-ray diffraction

X-ray diffraction (XRD) was carried out on XRD diffractometer (model D2 Phaser,
Bruker, USA), equipped with a CuKa radiation source (A = 0.15418 nm), operating at 40 kW
and 20 mA. Measurements were taken from 5 to 40° at a rate of 0.02° min™. The crystallinity
index was calculated as the ratio between the area of the crystalline contribution and the total
area of the films diffraction spectrum.

2.4.8 Thermogravimetric analysis

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed according to Campo et al. (2017).
Film samples (10 + 1 mg) were scanned from 25 to 650 °C by a thermogravimetric analyzer
(TGA Q500, TA Instruments, USA), at a heating rate of 10 °C min and using air as the purge
gas (20 mL min™).

2.4.9 Film surface characteristics

The surface morphology of the upper side (drying surface) of films was observed using
a scanning electron microscope (model JSM 6060, JEOL, Japan), with an accelerating voltage
of 5 kV and a magnification of 1000x. Film samples were fixed in aluminum stubs and covered
with a thin layer of gold.

2.4.10 Fourier transformation infrared

The Fourier transformation infrared (FTIR) spectra of film samples was determined
using an FTIR Spectrometer (Model Frontier, Perkin Elmer, USA) at the attenuated total
reflectance (ATR) mode, according to the method of Xiao et al. (2021). The scan range of the
spectra varied from 650-4000 cm™1, with a collection of 32 scans/spectrum and a resolution of

4cml

2.4.11 Indoor soil burial biodegradation

Indoor soil burial biodegradation was evaluated according to the methodology described
by Martucci & Ruseckaite (2009), with some modifications. This method is based on evaluating
film biodegradation when they are buried and exposed to the natural microbiota found in the
soil. For this purpose, plastic boxes (5.5 x 6 x 6.5 cm) were filled with natural organic soil
(Garden Plus, Brazil). Film samples were cut into rectangles (2 x 3 cm) and dried at 60 °C, until
constant weight. The dried films were placed in aluminum mesh and were buried at a depth of

4 cm from the soil surface. The experiment was carried out for 12 days with soil relative
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humidity of approximately 40%. The weight loss of films (WL, %) after soil biodegradation
was determined by Eq. (6):

WL (%) = (%J 100 (6)
0

where wo () is the initial dry weight and wt (g) is the remaining dried weight at time t.

2.5 Statistical analyses
Data were evaluated by analysis of the variance (ANOVA) and Tukey test at a
significance level of 5%, using the software Statistica 12.0 (Statsoft Inc., Tulsa, USA). When

not mentioned, analyses were performed in triplicate.

3 Results and discussion

3.1 Effect of ohmic heating application on film properties

The full-factorial 22 central composite design and responses regarding OH application
are presented in Table 1. The following dependent variables were evaluated: moisture content
(MC), water solubility (WS), water vapor permeability (WVP), tensile strength (TS), elongation
at break (EAB), and Young's modulus (YM). The estimated effects (linear, quadratic, and
interaction) of the independent variables (factors) on each dependent variable are described in

Table S1 (supplementary material).
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Table 1 - Full-factorial 22 central composite design and responses for ohmic heating application.

Independent variables

Dependent variables

Test Coded level Real level
X, X, c, c, MC WS . TS EAB YM
(%) (%) (MPa) (%) (MPa)

1 -1 -1 43.2 7.2 2218 36.79 066 3.77 21949 6.53
2 1 -1 106.8 7.2 2171 3529 059 275 229.62 5.37
3 -1 1 43.2 178 21.07 3760 052 381 219.67 6.42
4 1 1 106.8 17.8 24.19 3757 0.69 274 24740 5.40
5 -1.414 0 30.0 12.5 2336 37.73 0.75 3.86 23488 6.81
6 1414 0 120.0 12.5 23.21 3557 0.58 253 21367 5.15
7 0 -1414 750 5.0 2389 36.29 0.74 346 203.08 6.30
8 0 1.414 75.0 20.0 2338 3545 059 359 199.88 6.33
9 0 0 75.0 12.5 22.65 3768 0.62 3.42 21402 6.19
10 0 0 75.0 12.5 20.64 3894 0.71 3.57 276.15 6.27
11 0 0 75.0 12.5 22.35 3548 0.67 3.48 21264 6.13
12 0 0 75.0 12.5 2111 3531 0.56 3.32 24532 6.08
13 0 0 75.0 125 2286 36.66 056 353 23322 6.22

*WVP =g mm m2htkpPa?!

Cu: electric field strength (V); C2: OH exposure time (min); MC: moisture content; WS: water solubility,

WVP: water vapor permeability; TS: tensile strength; EAB: elongation at break; YM: Young's modulus.

Table S1 - Estimated effects and analysis of variance (p-values) of OH treated films for the following

dependent variables: moisture content (MC), water solubility (WS), water vapor permeability (WVP),

tensile strength (TS), elongation at break (EAB), and Young's modulus (YM).

MC WS WVP TS EAB YM
Factor Effect Pv  Effect Pv Effect Pv Effect Pv Effect Pv  Effect Pv
Mean 2192 0.00 3722 000 062 0.00 346 000 236.27 000 6.18 0.00
Ci(L) 061 045 -115 023 -004 053 -085 <005 19 091 -113 <0.05
C:(Q) 077 038 -029 076 002 077 -046 <005 -391 083 -0.31 <0.05
Cz(L) 0.16 084 047 060 -0.06 027 005 0.58 33 085 -0.01 091
C2(Q) 113 021 -107 029 002 074 005 056 -2671 018 0.03 0.79
Ci(L)-Cp(L) 180 014 073 057 011 018 -002 0.87 880 0.72 0.07 0.60

Pv: p-value; Ca: electric field strength; C,: OH exposure time.
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Table S1 shows that MC, WS, WVP, and EAB were not significantly affected by the
OH exposure time and the electric field strength. On the other hand, mechanical properties, in
particular the TS and Y M, were significantly affected (p-value < 0.05) by linear and quadratic
effects of the electric field strength. In addition, the linear effect is negative, which means that
TS and YM decrease with increasing electric field strength. Figure 2 shows the response
surfaces for TS (Figure 2a) and YM (Figure 2b) in which this effect can be observed.

The highest values of TS and YM are obtained for the lowest electric field strength
value, regardless of the exposure time. This is an interesting result as high intensities are not
required to obtain improved film properties. This is in good agreement with the results found
for gelatin films by lahnke, Vargas, et al. (2019): films subjected to an electric field at 60 V had
greater mechanical properties (TS: 6.62 MPa; YM: 10.29 MPa) than films produced at 120 V
(TS: 3.26 MPa; YM: 7.89 MPa). On the other hand, Souza et al. (2010) did not find differences
in mechanical properties between chitosan films electrically treated at 100 or 200 V cm™.
Therefore, the effect of OH technology on these functional properties is not yet fully

comprehended and may differ depending on the polymer material.
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Figure 2 - Surface response for a) tensile strength (TS) and b) Young's modulus (YM) as a function of

exposure time (min) and electric field strength (V).



79

The regression coefficients for the models that represent TS and Y M, obtained by fitting

experimental data to Equation (1), are presented in the following equations:

TS (MPa) = 3.756 + 0.00790 C; — 0.000157 C;2 )

YM (MPa) = 6.652 + 0.00539 C1— 0.000154 C4? (8)
where C1 is the electric field strength (V).

These coefficients were obtained considering the real levels of the variables, including
only significant factors (p-value < 0.05). The coefficients of determination R? (0.97 and 0.96
for TS and YM, respectively) were very close to 1, indicating an adequate fit to experimental
data. To verify the significance of the models that represent TS and YM, analysis of variance
(ANOVA) was conducted, and the results indicate that all models were significant with no lack
of fit (calculated F > tabulated F), suggesting they satisfactorily represented the relationship
between responses and factors.

The optimized responses to maximize TS and YM were determined according to Egs.
(7) and (8). The predicted target values were 3.86 MPa and 6.81 MPa for TS and YM,
respectively. The best combination of the two variables are the lowest levels of electric field
strength (30 V) and exposure time (5 min). The film with the greatest mechanical properties
(experiment 5, produced at 30 V and 12.5 min) was chosen to be compared with a control film
to better understand the non-thermal effects of OH on gelatin-based film properties.

3.2 Effect of ultrasound application on film properties

The full-factorial 22 central composite design and responses for US application are
presented in Table 2. The estimated effects (linear, quadratic, and interaction) of the
independent variables (factors) on each dependent variable are shown in Table S2

(supplementary material).
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Table 2 - Full-factorial 22 central composite design and responses for ultrasound application.

Independent variables i
Dependent variables

Test Coded level Real level
X4 Xo C: C, Me - ws WVP* TS EAB - YM
(%) (%) (MPa) (%) (MPa)

14 -1 -1 57.3 7.2 2215 3627 0763 1.76 24533 221
15 1 -1 92.7 7.2 2076 3760 0700 213 289.29 3.03
16 -1 1 57.3 178 2258 36.11 0.813 1.85 28368 234
17 1 1 92.7 178 2187 3482 0838 218 28188 3.04
18  -1414 0 50.0 125 2068 3865 0.892 1.64 24488 201
19 1.414 0 1000 125 2247 3808 0.785 225 25254 3.17
20 0 -1414 750 50 2259 37.67 0.873 1.81 28111 247
21 0 1414 750 200 2153 3691 0.775 196 24183 2.84
22 0 0 75.0 125 2024 3449 0.869 187 269.16 2.72
23 0 0 75.0 125 2233 3552 0.791 1.86 278.15 2.59
24 0 0 75.0 125 2281 3636 0.776 1.86 267.47 251
25 0 0 75.0 125 2171 3651 0741 1.84 27420 263
26 0 0 75.0 125 2138 3541 0.728 1.89 264.02 257

*WVP =g mm m2htkpPa?
Ci: US intensity (%); C2: US exposure time (min); MC: moisture content; WS: water solubility, WVP:

water vapor permeability; TS: tensile strength; EAB: elongation at break; YM: Young's modulus.

Table S2 - Estimated effects and analysis of variance (p-values) of US treated films for the following
dependent variables: moisture content (MC), water solubility (WS), water vapor permeability (WVP),
tensile strength (TS), elongation at break (EAB) and Young's modulus (YM).

MC WS WVP TS EAB YM
Factor Effect Pv  Effect Pv Effect Pv Effect Pv Effect Pv  Effect Pv
Mean 2169 0.00 3566 000 078 0.00 1.8 0.00 27059 000 260 0.00
Ci(L) 011 089 -019 081 -005 036 039 <005 1201 037 079 <0.05
C1(Q) -011 08 189 006 003 057 011 <005 -11.28 042 0.00 0.97
Ca(L) 001 098 -100 024 001 081 009 <005 -491 070 017 <0.05
C2(Q) 038 065 08 036 002 076 005 0.16 147 091 0.07 031

Ci(L)-Cp(L) 034 075 -131 027 004 054 -002 067 -2538 019 -006 049

Pv: p-value; Ci: US intensity; C,: US exposure time.
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Similar to OH, only TS and YM were significantly affected by US parameters. Both
dependent variables were affected by US intensity (linear) and exposure time (linear), with a
more pronounced effect of US intensity. For TS, a significant quadratic effect of US intensity
was also observed. The independent variables had a positive effect on TS and YM; therefore,
the highest values of TS and YM were obtained at the highest levels of US intensity and
exposure time, as verified in the response surfaces presented in Figure 3.

The effect of US parameters on mechanical properties of films has been previously
reported, with similar results. Gul et al. (2018) produced nanoemulsion films of hazelnut flour
protein and clove essential oil using US applied at different times (2 - 6 min) and intensities
(50% - 100%). The highest TS was obtained at the highest intensity and time evaluated. Csiszar
et al. (2016) observed that TS significantly increases with increasing sonication time of
nanocrystalline cellulose suspensions. Zhong et al. (2015) studied the effects of exposure time
(0- 30 min) and US power (90 - 270 W) on mechanical properties of methylcellulose and stearic
acid composite films. In this case, the optimal value of TS was obtained for the sample treated
for 10 min and 180 W, suggesting that the excessive exposure to US gave rise to superfluous

spaces in the polymer matrix, affecting the film performance.

\RaWI SL
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Figure 3 - Surface response for a) tensile strength (TS) and b) Young's modulus (YM) as a function of

exposure time (min) and US intensity (%).
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The regression coefficients for the models that represent TS and Y M, obtained by fitting

experimental data to Equation (1), are presented in the following equations:

TS (MPa) = 1.909 — 0.01452 C; +0.00830 C +0.00017 C12 9)

YM (MPa) = 0.754 + 0.02235 C; + 0.01563 C2 (10)

where C1 is the US intensity (%) and Cx is the US exposure time (min).

The coefficients of determination R? (0.95 an 0.96 for TS and YM, respectively) were
very close to 1, indicating an adequate fit to experimental data. The analysis of variance
(ANOVA) indicated that all models were significant with no lack of fit (calculated F > tabulated
F), suggesting they satisfactorily represented the relationship between responses and factors.

The optimized response to maximize TS and YM were the highest levels of US intensity
(100%) and exposure time (20 min), providing predicted target values of 2.25 MPa and 3.17
MPa for TS and YM, respectively. Experiment 19 (produced at 100% of US intensity and 12.5
min) presented the greatest mechanical properties values, and therefore was selected for

comparison with a control film.

3.3 Non-thermal effects of ohmic heating and ultrasound on film properties

To evaluate the non-thermal effects of each technology, films with optimized
mechanical properties were compared to films produced with conventional heating. It is
important to highlight that all technologies were applied under the same temperature profile,
aiming to exclude temperature as a variable during the experiments. Table 3 presents gelatin-
based film properties for films produced by OH (30 V and 12.5 min, OH30), US (100% and
12.5 min, US100) and by conventional heating (12.5 min, control). These properties will be

discussed separately in the following sections.
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Table 3 - Thickness (FT), moisture content (MC), water solubility (WS), tensile strength (TS),
elongation at break (EAB), Young's modulus (Y M), water vapor permeability (WVP), color parameters

(L*, a* and b*), and color difference (AE) of gelatin-based films produced by different technologies.

FT MC WS TS EAB YM Color parameters
Film WVP*
(mm) (%) (%) (MPa) (%) (MPa) L* a* b* AE
Control 0324+ 2292+ 3745+ 153+ 24427 214+ 091+ 89.14 202+ 989+ 1191+
ontro
0.009° 091° 108 009 =+12.34° 0.06° 003 +052¢ 005 028 0.27°
. 0321+ 2336+ 37.73+ 3.86+ 23488 681+ 075+ 8848 -1.92+ 993+ 12,39+
0008 0.80° 0.84° 046° +961° 064 005° +096° 0.09° 023° 0.69°
US100 0329+ 2247+ 3808+ 225+ 25254 317+ 079+ 87.67 -2.88+ 1353 1567+

0.012¢ 0762 1.21* 0.14* +10.82° 0.11* 0.02® +0.27¢ 0.04® +0.30° 0.39°

*WVP =g mm m?h?kPa?!
Values are represented as mean + standard deviation.
Different superscript letters in the same column indicate statistically significant differences (p < 0.05).

3.3.1 Film thickness

A wide range of FT values has been reported for biopolymer films in the literature,
indicating its dependence on film composition and processing parameters (Garcia et al., 2009a).
As can be seen in Table 3, FT of the control film was 0.324 mm, and there were no statistical
differences in FT values (p-value > 0.05) between control and treated films. Similar results were
obtained by Bae et al. (2009), when evaluating the effect of US on FT of fish
gelatin/montmorillonite nanocomposite films. Coelho et al. (2017) also found non-significant
differences in FT of chitosan and starch films produced by OH and US. The average FT is used
to calculate film mechanical and barrier properties; therefore, it can be concluded that any

difference obtained for these other properties are not due to thickness variation.

3.3.2 Moisture content and water solubility

MC is a parameter related to the total void volume occupied by water molecules in the
network microstructure of the film, while WS is related to hydrophilicity (water affinity) of the
materials (Jiang et al., 2010). Overall, film insolubility is desired to increase water resistance
and ensure food product integrity. On the other hand, for food or additives encapsulation, high
WS of edible films is required (Zavareze et al., 2012). The MC and WS values (Table 3) for

all films were approximately 22% and 37%, respectively. These results are in agreement with
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those obtained for gelatin-based films reported by lahnke et al. (2015) (MC: 20.13 - 24.92%j;
WS: 31.64 - 43.39%) and Campo et al. (2017) (MC: 20.07 - 21.36%; WS: 37.68 - 46.23%).

Results from Table 3 show that there were no significant differences (p-value > 0.05)
in MC and WS values between control, OH30, and US100 films. Similar results were obtained
by Banerjee et al. (1996), who evaluated the effect of US on the properties of milk protein-
based films. US did not modify the MC of sodium caseinate and whey protein concentrate films.
Gul et al. (2018) also observed that the US treatment at different intensities (50% - 100 %) and
times (2 - 6 min) slightly affected the WS of hazelnut protein films. Concerning OH application,
Pereira et al. (2010) found non-significant differences in MC and WS values between control
and ohmic heated whey protein films.

3.3.3 X-ray diffraction

Information regarding microstructure of film materials is critical since it determines
their barrier and mechanical properties (Garcia et al., 2009b). Therefore, X-ray diffraction
(XRD) was used to investigate possible changes in microstructure of gelatin-based films due to
OH and US treatments. Figure 4 shows the diffraction peaks for control, OH30, and US100
films. As observed, all films presented a diffraction peak at 20 = 20.62° - 21.58°, corresponding
to random coiled conformation (amorphous fractions) of the gelatin macromolecules, as
similarly reported by Liu et al. (2021). In addition, another less intense peak was observed at
20 =7.74°-9.02°, corresponding to the triple-helical crystalline structures of gelatin (Ahammed
etal., 2021; F. Liu et al., 2017).

The treated films showed higher intensity in the triple helix peak than the control film,
which indicates higher levels of triple helix renaturation (Balau et al., 2004). Consequently, the
crystallinity index (CI) of OH30 (49.07%) and US100 (43.44%) was higher than the control
film (34.65%), suggesting that the treated films developed a more ordered structure. Similar
results were found by Garcia et al. (2009b) for electrically treated composite films based on
chitosan and methylcellulose blends: X-ray diffraction analysis indicated that the treated film
exhibited a more ordered structure. Moreover, a new peak was observed at 20 = 15°, which was
attributed to the effect of the electric field on the charged chitosan polymer. Similarly, Souza et
al. (2010) reported that chitosan film crystallinity increased gradually with the increase of the
electric field strength. Regarding the US treatment, a tendency to increase crystallinity as

exposure time increases was reported by Cheng et al. (2010) for starch-based films.
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Figure 4 - X-ray diffraction patterns of gelatin-based films produced by different technologies.

3.3.4 Thermogravimetric analysis

The thermogravimetric graphs for control, OH30, and US100 films are shown in Figure

5. Their thermal degradation temperature (Tdonset), weight loss (Aw), and residues are presented

in Table 4.

Table 4 - Thermal degradation temperature (Tdonset), weight loss (Aw), and residues for each stage of

gelatin-based films produced by different technologies.

Al A2 A3 A4 Residues
Film Tdzonset Aw; Td2onset Aw; T dzonset Aw3 T dsonset Awy (%)
G () (€6 () (6 (%) (C) (%)
Control  133.34* 11.76* 217.59° 20.94® 292.78° 39.40*° 531.54° 32.60% 3.08°
OH30 135.71* 10.94* 228.78* 21.16* 317.01* 39.66% 543.73% 33.28? 6.562
US100 136.94* 10.97®° 215.62° 18.65° 308.39° 41.74* 540.66* 31.80? 3.60°

Each value represents the mean value of three determinations.

Different superscript letters in the same column indicate statistically significant differences (p < 0.05).
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Figure 5 - Thermogravimetric graphs of gelatin-based films produced by different technologies.

Figure 5 shows that all films presented the same behavior, with four main weight loss
stages. The first stage of weight loss (Aw1 = 10.94% - 11.76%) was observed at the onset
temperature (Tq1) of 133.34 - 136.94 °C and is related to the loss of free and bound water
adsorbed on the film surface (Peng et al., 2021). Similar results were found by Xiao et al.
(2021), who developed composite gelatin and collagen films and reported the first weight loss
below 150 °C. The second stage of weight loss (Aw2 = 18.65% - 21.16%) was observed at Tq.
of 215.62 - 217.59 °C for control and US100; for sample OH30, Tq20nset Showed a significant
increase (228.78 °C). According to Ahmad et al. (2012), this stage corresponds to the
degradation of low molecular weight protein fractions and glycerol present in the film matrix.

The third stage of degradation (Aws = 39.40% - 41.74%) was verified at the onset
temperature (Tq3) of 292.78, 308.39 and 317.01 °C for control, US100, and OH30, respectively.
This may represent the decomposition of protein fractions of high molecular weight or highly
interacted (Hoque et al., 2011). A fourth weight loss stage was observed above 530 °C for all
samples. It might be associated with loss of thermally stable components of the film matrix and
with chemical bonds rupture (Ahmad et al., 2015). Furthermore, all samples had mass residue
(< 7%) at 650 °C due to carbon residue from film decomposition under air atmosphere. When
nitrogen is used, more stable behavior and higher amounts of residual mass (18% - 23%) are

usually observed for gelatin-based films (lahnke, Stoll, et al., 2019).
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Overall, OH30 and US100 showed significantly higher Taonset than control film,
especially in the third and fourth stages of degradation, suggesting that OH and US produced
films with greater thermal stability. Comparing both treatments, OH showed more evident
increase of thermal stability. This can be related to an increase in triple-helix structure and a
higher degree of crystallinity (Boanini et al., 2010), which agrees with the previous X-ray
diffraction results. According to lahnke, Vargas, et al. (2019), higher degradation temperatures
also indicates that more energy is required to degrade the film, associated with mechanical

improvements.

3.3.5 Mechanical properties

Packaging materials must have the adequate mechanical strength to maintain their
integrity during handling and storage; they also need to be flexible, being able to adapt itself to
possible deformities without breaking (Wihodo & Moraru, 2013). TS, EAB, and YM values
(Table 3) for the control film were 1.53 MPa, 244.27%, and 2.14 MPa, respectively. This results
corroborates those obtained for gelatin residue-based films by lahnke, Vargas, et al. (2019) (TS:
2.66 MPa; EAB: 235%; YM: 4.07 MPa) and Campo et al. (2017) (TS: 2.41 MPa; EAB: 265%).
EAB was not affected by OH and US application, when compared to the control film. On the
other hand, TS and YM values for OH30 and US100 were (p-value < 0.05) higher than control
values. Moreover, between treatments, OH showed the most pronounced effect: OH30 had
higher TS (3.86 MPa) and YM (6.81 MPa) values than US100 (TS: 2.25 MPa; YM: 3.17 MPa).

Previous studies have reported an increase in TS by the application of US on protein
(Banerjee et al., 1996; Cruz-Diaz et al., 2019), polysaccharide (Cheng et al., 2010; Csiszar et
al., 2016), and lipid composite films (Gul et al., 2018; Zhong et al., 2015). According to these
authors, US is able to reduce particle size of protein chains, increasing the exposure of
hydrophilic and hydrophobic groups. The increased amount of charged groups improves non-
covalent bonds among protein molecules, enabling more interaction between water molecules
and proteins. This leads to a more compact and rigid structure, with improved mechanical
properties and greater thermal stability, corroborating the results obtained by TGA analysis.
Sonication may also induce some conformational changes in gelatin, resulting in improved
tensile properties (Santos et al., 2014).

The mechanical improvement observed due to OH application may be associated with
amore ordered structure observed for OH30 film in the XRD analysis. The relationship between
mechanical improvement and a higher degree of crystallinity for gelatin films has already been
described by Panzavolta et al. (2014) and Bigi et al. (2004). According to Cervera et al. (2004),
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the increase in crystallinity promotes intermolecular forces, increasing films rigidity. Souza et
al. (2010) and Garcia et al. (2009b) observed enhanced mechanical properties for chitosan films
subjected to an electric field. The former found a significant increase in TS (increase of 9%)
and EAB (increase of 18%) for films subjected to moderate electric field of 100 V cm™. The
latter obtained more resistant films by applying the electric field during film drying. lahnke,
Vargas, et al. (2019) also reported a significant increase in TS and YM for gelatin-based films
exposed to a moderate electric field of 9.5 V cm™. The effects obtained were associated with
potential disturbances on tertiary protein structures probably caused by the alternating

movement of electrical charges.

3.3.6 Water vapor permeability

Permeability is a steady-state property that describes the rate at which a permeating
substance diffuses through a film; the driving force is the substance concentration gradient in
both sides of the film (Souza et al., 2010). Since a primary function of an edible film or coating
is to prevent moisture transfer between the food and the surrounding atmosphere, or between
two components of a heterogeneous food product, WVP should be as low as possible (Gontard
etal., 1992). WVP values (Table 3) for the gelatin-based films ranged from 0.75 to 0.91 g mm
m2 ht kPa, which is similar to that found by Avena-Bustillos et al. (2006) for cold-water fish
gelatin films (0.93 g mm m? h'* kPal). Compared to control, OH30, and US100 had lower
WVP values (p-value < 0.05), but without difference between both treatments.

The decrease in WVP due to US treatment was reported by Gul et al. (2018) for nano-
emulsion films obtained from hazelnut meal protein and clove essential oil. Cheng et al. (2010)
also observed WVP decrease when starch film-forming dispersions were sonificated. This
effect can be explained by the collapse of cavitational bubbles, shear stresses, and formation of
free radicals. According to Ahmadi et al. (2011), US may decompose film components (in this
case, water and glycerol), leading to the formation of H- and OH- radicals. H-radicals react with
water vapor molecules by hydrogen bonds, promoting entrapment of the water molecules in the
film network, which decreases WVP.

Regarding OH application, similar results were reported by Souza et al. (2009) and
Garcia et al. (2009b) for electrically treated chitosan films. According to these authors, the
electric field applied can lead to the development of a more ordered structure, with a higher
crystallinity index. Therefore, there is a decrease in WVP values since water vapor permeates
through the amorphous zones. These results are in agreement with those obtained by the XRD

analysis.
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3.3.7 Color

Film color parameters are shown in Table 3. For the control film, L*, a* and b* values
were 89.14, -2.02 and 9.89, respectively. These results are in agreement with those found for
gelatin-based films by Crizel et al. (2018) (L*: 92.56, a*: -0.99, b*: 7.39) and Riahi et al. (2021)
(L*: 91.2, a*: -0.6, b*: 5.5). The visual appearance of the gelatin-based films is presented in
Figure 6. All films showed a yellowish color (high values of parameter b*), associated to the

color of the gelatinous residue used for film preparation.

Control US100 OH30

Figure 6 - Visual appearance of gelatin-based films produced by different technologies.

As observed in Table 3 no significant differences in the color parameters were found
between control and OH30 films. On the other hand, US100 film was more yellowish than the
control (higher b* value), which affects the AE value. Wang et al. (2020) reported an opposite
result for edible composite films based on rice protein hydrolysates and chitosan; the film
treated at the highest US power had lower b* value than the control film. However, the main
visual changes caused by US application are related to the opacity, as discussed in the next

section.

3.3.8 Light transmission and opacity

In most cases, an opaque package is desired to increase the light barrier and prevent
food oxidation and degradation. On the other hand, gloss is an expected sensory characteristic
of edible films for fruits and vegetables. Therefore, the relationship between opacity and gloss
factors must be evaluated considering the film applicability to achieve a balance between food

sensory and nutritional qualities (Silva-Weiss et al., 2013). Table 5 shows the light
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transmittance at selected wavelengths in the range of 200 - 800 nm, as well as the opacity values
for control and treated gelatin-based films.

Table 5 - Light transmission and opacity values of gelatin-based films produced by different

technologies.

Light transmission (%o) at different wavelengths (nm)* Opacity**

200 280 300 350 400 500 600 700 800 (A mm™)
Control -0.07% -0.02% 4.49% 25.02° 43.87% 51.23" 56.88° 60.37° 60.85° 0.76 + 0.05
OH30 0.008 0.01* 3.20*° 23.60° 42.58% 52.46" 58.63" 61.12° 63.45° 0.72+0.03?
US100 -0.03* -0.02¢ 6.14% 29.74% 44.23* 68.06% 72.98* 77.45% 81.88% 0.42+0.04°

Film

*Each value represents the mean value of three determinations.
**Values are represented as mean + standard deviation.

Different superscript letters in the same column indicate statistically significant differences (p < 0.05).

The light transmittance in the range between 200 and 300 nm was low for all samples,
indicating that the gelatin-based films have excellent barrier properties against UV light.
Higher UV light barrier capacity has already been reported for gelatin films by Ahmad et al.
(2015) and Tongnuanchan et al. (2013), and it was attributed to the high concentration of
aromatic amino acids present in the gelatinous solution, which can absorb UV radiation. OH
application did not affect the transmission in the visible light range (350 - 800 nm) and the
opacity values. On the other hand, US100 showed higher light transmittance and lower opacity
(greater transparency) than control and OH30 films, which is supported by Figure 6. Similar
results were obtained by Santos et al. (2014) for sonicated films based on fish gelatin and
cellulose whiskers. US reduced the opacity of films regardless of cellulose whiskers
concentration. Cheng et al. (2010) also observed a reduction in film opacity with different
concentrations of corn starch. Film transparency is related with its internal structure, formed
during drying process (Gul et al., 2018). Therefore, it depends on the degree of homogenization
of the film-forming components. According to Petersson et al. (2009), US improves the

dispersion of components in the film-forming solution, reducing light scattering.

3.3.9 Film surface characteristics
The SEM micrographs of control, OH30, and US100 films are illustrated in Figure 7.
As can be seen, all films had a uniform and compact surface, without the presence of cracks or

holes, which indicates the achievement of a homogeneous film matrix. Visually, there were no
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huge differences between the control and the film produced by OH. Both films feature some
larger “dots” randomly distributed on the surface. These dots may be associated with the high
amount of glycerol in the gelatinous residue that was not fully solubilized in the film matrix.
Liu et. al (2017) found similar results when studying the effect of glycerol and transglutaminase
on gelatin film properties; films with higher amounts of glycerol showed rougher surface.

The film produced by US, on the other hand, had a more homogeneous and smooth
surface, with a reduction in the size and number of dots. This shows that US was effective to
homogenize the film-forming solution. This result impacts film opacity, corroborating the
findings discussed in section 3.3.8. Similar results were found by Marcuzzo et al. (2010), who
evaluated the effect of US on gluten-based film properties. The authors reported that a more
homogeneous and transparent films were obtained, with a reduction in the number and size of
protein aggregates as US exposure time increases. According to Gul et al. (2018), US promotes
the homogeneous distribution of film components, improving barrier properties. Therefore, the
microstructure of US100 film corroborates the results obtained for WVP analysis.

Control

Figure 7 - SEM microphotographs (at 1000 magnification) of gelatin-based films surfaces.

3.3.10 Fourier transformation infrared

The Fourier transformation infrared (FTIR) spectra of control, OH30, and US100 films
are depicted in Figure 8. All gelatin-based samples showed similar spectral behavior and the
same functional groups, which implies that the treatments did not cause structural changes at
the molecular level. Three major peaks were found in the absorption region: amide-1 (1631-
1632 cm™), amide-1l (1547-1549 cm™) and amide-Ill (1240-1241 cm™). These bands are
characteristic of raw gelatin from different sources (lahnke, Stoll, et al., 2019). The amide-I
absorption is primarily associated to a C=0 stretching vibration coupled with the C—N stretch.
The amide-I1 absorption is attributed to the combination of the N—H bending vibration and the
C—N stretching vibration (Ahmad et al., 2012). Amide-1ll generally represents the C-N



92

stretching vibrations coupled to N—H in-bending vibrations with weak contributions from C-C
stretching and C=0 in-plane bending (Cebi et al., 2016).

An amide-A band was observed at 3279-3280 cm, and an amide-B band was found at
2934-2935 cm™®. The amide-A band corresponds to N—H stretching coupled with hydrogen
bonding, and amide-B band represents the asymmetric stretch vibration of C—-H and -NH3" of
peptide fragments of gelatin molecules (Tongnuanchan et al., 2013). The intense absorption
peak observed at 1036 cm™ is associated to symmetric stretching vibrations of OH groups of
glycerol (Ahmad et al., 2015), which is a plasticizer intrinsic to the raw material used to produce
the films. A similar FTIR spectrum was found by Nur Hanani et al. (2012), Cebi et al. (2016),
and Hassan et al. (2021). These authors evaluated the differences among the FTIR spectra of
gelatins obtained from different sources (bovine, porcine and fish). The results showed the same

absorption peaks obtained in the present study, with small differences due to the type of gelatin.
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Figure 8 - Fourier transform infrared spectra of gelatin-based films produced by different technologies.

3.3.11 Indoor soil burial biodegradation

The biodegradability analysis was performed to reproduce the degradation conditions
that occur in the natural soil environment. The soil is generally composed of microflora, which
consists of bacteria, actinomycetes, fungi and protozoa, acting in synergy in the

biodegradability process (Assis et al., 2017). The film biodegradability analysis was performed
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every 4 days during 12 days. After this period, samples showed macroscopic deterioration and
their recovery and evaluation was impracticable. Data of weight loss as a function of the soil
burial exposure time for control, OH30, and US100 films are present in Table 6. As noted,

there were no significant differences among films biodegradability.

Table 6 - Weight loss as a function of the exposure time to soil burial for gelatin-based films produced

by different technologies.

Weight loss (%)

Film
Day 0 Day 4 Day 8 Day 12
Control 0 20.28 + 6.29° 61.48 + 5.47% 93.93+5.18%
OH30 0 22.70 + 5.58? 60.46 + 6.51* 95.52 + 4.08%
US100 0 23.04 +4.37% 58.92+7.17% 94.94 + 4.65*

Values are represented as mean + standard deviation.

Different superscript letters in the same column indicate statistically significant differences (p < 0.05).

After 4 days of the incubation period, the gelatin-based films lost around 20% of their
initial weigh, which is associated with leaching out of low molecular weight components, such
as glycerol. Glycerol may be absorbed by soil or pass through the microflora cell membrane,
being metabolized by microbes (Martucci & Ruseckaite, 2009). On day 12, all samples lost
more than 93% of their initial weight, which indicates their susceptibility to degrade under
natural environmental conditions. Therefore, the gelatin-based films might be classified as
rapidly degradable materials (Campo et al., 2017). Similar results were found by Martucci &
Ruseckaite (2015), who observed complete degradation of gelatin films after 14 days. Dalev et
al. (2001) also noted that chemically cross-linked gelatin films lost more than 95% of its initial

weight on the sixth day of incubation.

4 Conclusions

In this study, the potential use of ohmic heating and ultrasound to improve functional
properties of biodegradable films made of gelatin capsule residues was evaluated. For ohmic
heating, optimized mechanical properties were obtained with the lowest electric field strength
(30 V) applied, regardless of the heating time. For ultrasound, the highest intensity (100%) and

exposure time (20 min) promoted better mechanical properties.
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Films produced by ohmic heating and ultrasound (compared to the control) presented a
more ordered structure and a higher crystallinity index, which consequently improved their
thermal stability, mechanical and barrier properties. Concerning mechanical improvements, the
most pronounced effect was observed for the film produced by ohmic heating, that showed
higher TS and YM values. Regarding optical properties, ultrasound decreased film opacity,
resulting in a more transparent film with a smoother surface than the other films. Film thickness,
moisture content, water solubility, and biodegradability were not affected by the applied
treatments.

Overall, the results showed that ohmic heating and ultrasound are alternatives for
developing biodegradable films. However, the improvements made so far with the application
of emerging technologies are still not enough to compete with the synthetic plastics available
on the market. In this regard, further studies are needed to better understand the impact of these
technologies on film functional properties. Mastering the use of novel technologies in film

development may be the key for tailoring films properties for specific applications
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Capitulo 6 - Discussao geral e conclusdes

As embalagens alimenticias desempenham um papel muito importante para a protecao
e armazenamento de alimentos e matérias-primas. As embalagens tradicionais sdo normalmente
produzidas a partir de polimeros sintéticos derivados do petréleo. Apesar de apresentaram
Otimas propriedades mecanicas, térmicas e de barreira, esses materiais possuem natureza nao-
renovavel e ndo-biodegradavel, o que gera uma série de problemas ambientais relacionados ao
acumulo de seus residuos. Dessa forma, ha um crescente interesse para o desenvolvimento de
materiais renovaveis e/ou biodegradaveis. Nesse contexto, filmes biodegradaveis,
desenvolvidos a partir de biopolimeros, representam uma alternativa bastante promissora para
substituir ou minimizar o uso de plasticos convencionais.

Dentre os biopolimeros, a gelatina tem sido amplamente estudada devido as suas
caracteristicas particulares, como capacidade de formacédo de filme, aceitabilidade sensorial,
além de bons atributos Opticos. Entretanto, quando comparada aos polimeros sintéticos, a
gelatina apresenta menor resisténcia mecanica, além de alta sensibilidade & umidade, o que afeta
suas propriedades de barreira e limita sua aplicacdo. Dessa forma, varias estratégias tém sido
seguidas para modificar suas propriedades, destacando-se 0 uso de tratamentos fisicos, que
incluem a aplicacdo de tecnologias emergentes. O presente estudo teve como objetivo
desenvolver filmes biodegradaveis a partir de residuos gelatinosos e investigar os efeitos de
diferentes técnicas em suas propriedades e estrutura. A partir dos resultados obtidos, foram
produzidos dois artigos cientificos.

O primeiro artigo intitulado “Effect of ohmic heating and ultrasound on functional
properties of biodegradable gelatin-based films” teve como objetivo avaliar o efeito de
diferentes parametros do aquecimento éhmico (intensidade de campo elétrico e tempo) e do
ultrassom (intensidade e tempo) nas propriedades e estrutura dos filmes. Ja o segundo artigo
intitulado “Morphology and functional properties of gelatin-based films modified by UV
radiation and bacterial cellulose nanofibers” teve como objetivo modificar as propriedades dos
filmes de gelatina através da aplicacdo de radiacdo UV e da incorporacdo de nanofibras de
celulose bacteriana. Para melhor avalia¢do dos resultados promovidos pelas diferentes técnicas,

na Tabela 3 estdo resumidos os principais efeitos verificados nas propriedades dos filmes.
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Tabela 3 - Efeitos das diferentes técnicas nas propriedades dos filmes a base de gelatina.

Propriedades

Aguecimento
ohmico

Ultrassom

Fisico-
guimicas

De barreira

Mecéanicas

Opticas

Estruturais e
Morfoldgicas
(DRX)

Estruturais e
Morfoldgicas
(MEV)

Térmicas

Biodegradabilidade

Né&o afetou a
espessura, umidade e
solubilidade em agua

Reducdo
da PVA

Aumento da RT e
MY, sem efeito na
elongacdo

Filmes amarelados e
transparentes
(sem efeito na cor e
opacidade)

Desenvolvimento de
uma estrutura mais
ordenada, com maior
indice de
cristalinidade

Matrix coesa e
superficie
homogénea

Aumento da
estabilidade térmica
(maiores
temperaturas de
degradacdo)

Perda da integridade
em 12 dias

N&o afetou a
espessura, umidade e
solubilidade em agua

Reducéo
da PVA

Aumento da RT e
MY, sem efeito na
elongacdo

Filmes amarelados e
transparentes
(diminuicao da
opacidade)
Desenvolvimento de
uma estrutura mais
ordenada, com maior
indice de
cristalinidade

Matrix coesa e
superficie
homogénea

Aumento da
estabilidade térmica
(maiores
temperaturas de
degradacg&o)

Perda da integridade
em 12 dias

Radiagao Nanofibras de
ultravioleta celulose bacteriana
Reducdo da Reducdo da

solubilidade em &gua,
sem efeito na
espessura e umidade

solubilidade em agua,
sem efeito na
espessura e umidade

Né&o Reducéo
afetou a PVA da PVA
Aumento da RT e Reducéo da
MY, reducéo da elongacdo, sem efeito
elongagéo naRT e MY
Filmes amareladose  Filmes amarelados e
transparentes transparentes
(sem efeito na cor e (aumento da
opacidade) opacidade)
N.A N.A

Matrix coesa e

Matrix coesa e superficie
superficie homogénea (presenga
homogénea de alguns
aglomerados)
Aumento da
estabilidade térmica
(maiores N.A

temperaturas de

degradacéo)

Perda da integridade
em 12 dias

Perda da integridade
em 12 dias

N.A: ndo aplicavel.
RT: resisténcia a tragdo; MY: Modulo de Young; PVA: permeabilidade ao vapor d’agua.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que nenhum tratamento afetou a espessura

e umidade dos filmes, ja& a solubilidade foi significativamente reduzida pela aplicacdo de

radiacdo UV e pela incorporacdo das nanofibras. A solubilidade é uma importante propriedade
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relacionada com a afinidade do filme com a &gua. Na maioria dos casos, deseja-se uma
embalagem insollvel, para manter a integridade do alimento. Em relagdo as propriedades de
barreira, verificou-se que todas as técnicas, com excecdo da radiacdo UV, reduziram
significativamente a permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), com efeitos mais pronunciados
para o filme reforcado com nanofibras (reducéo de 43% em relagéo ao filme controle). Assim
como a solubilidade, a PVA também avalia a interacdo do filme com a agua, neste caso, a
transferéncia do vapor d’agua entre 0 alimento e 0 ambiente externo; portanto, deseja-se que a
PVA seja a menor possivel. Nesse contexto, as técnicas empregadas foram promissoras para o
aprimoramento dessa propriedade.

Em relacéo as propriedades mecénicas, normalmente, deseja-se filmes que apresentem
alta resisténcia e elasticidade moderada, de forma que o filme seja capaz de se deformar sem se
romper. O aprimoramento mecanico dos filmes foi obtido pela aplicacao de trés técnicas, sendo
elas o0 aquecimento 6hmico, o ultrassom e a radiagdo UV. Os efeitos mais pronunciados foram
obtidos para os filmes tratados por aquecimento éhmico, em que se verificou aumentos de até
152% na resisténcia a tracdo (RT) e de 218% no modulo de Young (MY). Esses efeitos sao
principalmente atribuidos ao aumento das ligagdes intermoleculares entre as cadeias proteicas
e de mudancas conformacionais da gelatina. A radiagdo UV também afetou a elongacdo dos
filmes, havendo reducéo significativa dessa propriedade. Esse resultado pode estar relacionado
com o aumento da rigidez e diminuicdo da mobilidade das cadeias proteicas devido as reaces
de reticulacdo induzidas pelo UV.

Todos os filmes produzidos, independente da tecnologia empregada, apresentaram
coloragdo amarelada, alta transparéncia e barreira & luz UV. De forma geral, os tratamentos ndo
afetaram a coloracéo dos filmes. No caso da aplicacdo do ultrassom, verificou-se a obtencgéo de
um filme mais transparente que os demais. Ja na incorporacgédo das nanofibras, verificou-se um
ligeiro aumento da opacidade. Os parametros Opticos sdo de extrema importancia para a
aceitabilidade sensorial do filme como embalagem alimenticia. Normalmente, deseja-se
embalagens que protejam o alimento dos efeitos da luz UV/visivel; ao mesmo tempo, a
transparéncia é uma caracteristica desejada para melhor visualiza¢do do produto.

Pelos dados do DRX, verificou-se que os filmes tratados por ultrassom e aquecimento
ohmico apresentaram o desenvolvimento de uma estrutura mais ordenada, com maior indice de
cristalinidade. Este efeito pode ser relacionado com o aprimoramento mecénico observado para
esses filmes. Em relacéo as propriedades térmicas, todos os filmes analisados apresentaram o
mesmo perfil de degradacdo, com quatro estagios principais de perda de massa. Quando

comparadas ao filme controle, as amostras tratadas por aquecimento éhmico, ultrassom e
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radiacdo UV apresentaram maiores temperaturas de degradagdo em alguns estagios, indicando
aumento da estabilidade térmica.

A analise por MEV permitiu visualizar a auséncia de trincas e rachaduras nas superficies
das amostras, indicando o desenvolvimento de uma matriz coesa. De forma geral, todos 0s
filmes apresentaram superficie homogénea, com presenca de alguns pequenos aglomerados,
associados ao glicerol. O filme incorporado com nanofibras apresentou alguns aglomerados
adicionais, que podem ser atribuidos a celulose bacteriana, que ndo foi completamente
solubilizada na solucdo. Ja o filme tratado por ultrassom apresentou superficie mais lisa em
comparacdo aos demais filmes, efeito atribuido ao alto poder de homogeneizacdo dessa
tecnologia. Portanto, o ultrassom pode ser empregado como uma estratégia para romper
aglomerados de filmes compositos, melhorando a dispersdo dos biopolimeros na solugédo
filmogénica, obtendo-se, consequentemente, filmes mais homogéneos e transparentes.

A principal propriedade caracteristica dos filmes desenvolvidos nesse estudo € a
biodegradabilidade. Os filmes foram submetidos a incubacgéo no solo por um periodo de 12 dias
e todas as amostras, independente do tratamento, perderam sua integridade (perda de mais de
90% de sua massa inicial) apos o periodo avaliado. Dessa forma, os filmes a base de gelatina
desenvolvidos podem ser classificados como rapidamente biodegradaveis, indicando que séo
suscetiveis a acdo dos microrganismos disponiveis naturalmente no solo. Esse é o principal
diferencial de um filme a base de biopolimeros em comparacgéo as embalagens tradicionais, que
podem levar centenas de anos para sua completa degradacéo.

De uma forma geral, verificou-se que a partir de residuos gelatinosos, foi possivel obter
filmes biodegradaveis com propriedades funcionais. Todas as tecnologias empregadas
apresentaram efeitos promissores nas propriedades dos filmes, com destaque para o
aquecimento 6hmico, em que se obteve 0s maiores ganhos mecanicos, boas propriedades
estruturais, térmicas, opticas e de barreira. Entretanto, as propriedades mecanicas e de barreira
dos filmes de gelatina aprimorados (RT: 3,86 MPa; PVA: 0,75 g mm m2h'kPa?) sdo ainda
inferiores as de um polimero sintético como o polietileno, por exemplo (RT: 18,42 MPa; PVA:
0,01 g mm m? hkPa?l) (ASSIS et al., 2017). Portanto, mais estudos ainda precisam ser
realizados com o intuito de ampliar as modificacbes desses filmes, tornando-os mais

competitivos a nivel industrial.
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Capitulo 7 - Perspectivas para trabalhos futuros

Com base nos resultados obtidos, € possivel elencar as seguintes perspectivas para

trabalhos futuros:

uso conjunto das tecnologias avaliadas nesse estudo, com o objetivo de combinar as
vantagens oferecidas por cada técnica, alem da possivel verificacdo de efeitos
sinérgicos;

aplicar as mesmas tecnologias em filmes a base de outros biopolimeros, como amido ou
quitosana, com o objetivo de melhor compreender seus efeitos e mecanismos de acao
em diferentes macromoléculas;

avaliar a aplicacdo dos filmes desenvolvidos como embalagens alimenticias, levando
em consideracdo as propriedades atuais obtidas. As propriedades atuais permitem a

aplicacdo em alimentos com baixa umidade e/ou oleosos.
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