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“ Tudo tem seu apogeu e seu declinio... é natural que seja assim;
todavia, quando tudo parece convergir para o que supomos

0 nada, eis que a vida ressurge triunfante e belal...

Novas follias, novas flores na indefinida bengdo do recomego...!”

(Francisco Candido Xavier)

“Ninguém pode voltar atrds e fazer um novo comego, mas qualquer um pode
comecar agora e fazer um novo fim!”
(Emmanuel — Francisco Cndido Xavier)

“Tudo tem o seu tempo determinado, e hd tempo para todo o propésito debaixo do céu.
Hd tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo de arrancar o que se
plantou. Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar, e tempo de edificar;
Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de dangar;
Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abracar, e tempo de afastar-
se de abragar;
Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de langar fora,
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.”

(Eclesiastes 3:1-8 )
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RESUMO GERAL

Um problema limitante no uso de filmes biodegradaveis a base de macromoléculas naturais
¢ a sua susceptibilidade a umidade ambiente, pois as macromoléculas ¢ os plastificantes
normalmente utilizados apresentam carater hidrofilico. O objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de filmes a base de gelatina adicionando-se compostos com caracteristicas
hidrofébicas ¢ a caracterizagdo de suas propriedades funcionais. O desenvolvimento dos
filmes foi estudado em quatro etapas: (1) e (2) produgdo via casting de filmes
emulsionados, plastificantes hidrofobicos (citrato de tributila - TB, citrato de acetiltributila
- ATB, citrato de trietila - TC, citrato de acetiltrictila - ATC) ¢ surfactantes naturais, lecitina
de soja e extrato de Yucca Schidigera (yucca), respectivamente, nas primeira e segunda
etapas; (3) produgdo via casting de filmes emulsionados, somente com a adi¢do dos
surfactantes (lecitina e extrato de yucca); ¢ por fim (4) produgdo pela técnica da extrusio de
filmes de gelatina adicionados do surfactante extrato de yucca. Nas etapas descritas os
filmes resultantes foram caracterizados quanto as propriedades mecanicas, de barreira ao
vapor de dgua (PVA), Opticas, microestruturais ¢ de solubilidade. Como andlises
complementares foram realizadas analises para determinagdio da temperatura de transi¢do
vitrea (Tg), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ¢
difracdio de raios-X. Nas primeira e segunda ctapas, independente do surfactante ¢ do tipo
de plastificante utilizado, ocorreu decréscimo dos valores de tensdo na ruptura (TR) com o
aumento na concentragio dos plastificantes, variando de 103 a 36 MPa, quando a lecitina
foi usada, ¢ de 95 a 50 MPa quando o extrato de yucca foi utilizado. Porém nessas duas
ctapas ndo foi observada relagiio entre os plastificantes ¢ as quantidades utilizadas sobre o
alongamento (%A), apresentando pouca variagdo ¢ valores baixos, variando de 3 a 13%
para a primeira e segunda ctapas. Os valores de permeabilidade ao vapor de dgua foram
reduzidos a 0,17 g mm m? h' kPa™' na etapa com o uso da lecitina (primeita etapa) ¢ a
0,06 g mm m™ h'' kPa™ para a ctapa onde o extrato de yucca foi utilizado (segunda etapa).
Na terceira etapa do trabalho, filmes com extrato de yucca apresentaram maiores valores de
TR (90-40 MPa), menor alongamento (média de 5%) e PVA inferior, com valores de 0,22 a
0,09 g mm m~> h' kPa' quando comparados aos filmes com lecitina. A adicdo de
quantidades crescentes dos surfactantes (lecitina ou yucca) resultou em  decréscimo

significativo da TR ¢ PVA, e o0 uso da yucca resultou em filmes significativamente mais
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soltveis (20-50%) que filmes adicionados de lecitina (<10%). Na quarta etapa, o
processamento por extrusdo da gelatina e extrato de yucca produziu filmes com elevados
valores de %A ¢ reduzidas TR em relagdo aos tilmes obtidos por casting, respectivamente,
com valores de 40 a 156% ¢ 19 a 34 MPa. Formulagdes correspondentes a maior ¢ 0 menor
alongamento, obtidas nessa etapa, foram utilizadas para producao de filmes por casting. A
solubilidade dos filmes produzidos por extrusdo e por casting ndo apresentou diferenga
significativa com valores variando de 37 a 40%. Em todas as ctapas, a analise de FTIR ndo
mostrou evidéncias de interagdes adicionais entre os compostos adicionados (plastificantes
¢ surfactantes) e a gelatina. Os resultados obtidos indicam que os filmes produzidos nas trés
primeiras ctapas do trabalho ndo melhoraram sua flexibilidade, porém a inclusao de
substancias com caracteriticas hidrofébicas promoveu a redugdo da PVA de forma
significativa. O processamento termoplastico de filmes a base de gelatina produziu aumento
no alongamento, entretanto avaliagdes mais especificas da adi¢do de compostos
parcialmente hidrofobicos como os surfactantes ¢ a otimizagdo das condigdes de extrusdo,

sio estudos necessarios.

Palavras chaves: filmes biodegradaveis, gelatina, plastificante hidrofobico, ésteres de

citrato, lecitina de soja, Yucca schidigera, casting, extrusdo.
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GENERAL ABSTRACT

One problem limiting the use of biodegradable films based on natural macromolecules is its
susceptibility to humidity, because the macromolecules and the plasticizers typically used
have hydrophilic character. The aim of this work was the development of gelatin-based
films by adding compounds with hydrophobic characteristics and characterization of
functional properties. The development of the films was studied into four stages: (1) and (2)
production by emulsion casting film, using hydrophobic plasticizers (tributyl citrate - TB,
acetyltributyl citrate - ATB, triethyl citrate - TC and acetyltriethyl citrate — ATC) and
natural surfactants, soy lecithin and extract of Yucca Schidigera (yucca), respectively, for
the first and second stages; (3) production by emulsion casting film only with the addition
of surfactants (lecithin and yucca extract), (4) production by extrusion method of gelatin-
based films containing yucca extract. In the stages described the films were characterized
by mechanical, barrier to water vapor (WVP), solubility, optical and microstructural
properties. Additional tests were performed as glass transition temperature, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), and X-ray diffraction. In the first and sccond
stages, regardless of the type and concentration of surfactant and plasticizer used, was
observed a decreasing in tensile strength values (TS) with increasing plasticizers
concentrations, varying from 103 to 36 MPa, when the lecithin was used, and between 95 to
50 MPa when the yucca extract was used. In these two steps was not observed relationship
between the plasticizers and the quantities used on the clongation (%FE), showing little
variation and low values, ranging from 3 to 13% for the first and second steps. The WVP
values were reduced to 0.17 g mm m? h' kPa in the step with the use of lecithin (first
stage) and 0.06 ¢ mm m~ h™' kPa™ for the step where the yucca extract was used (second
stage). In the third stage of this work, films made with yucca extract had higher values of
TR (90-40 MPa), lower elongation (~5%) and WVP lower, with values ranging from 0.22
to 0.09 g mm m= ' kPa" when compared to films made with lecithin. The addition of
increasing amounts of surfactants (lecithin or yucca) showed a significant decrease in TS
and WVP, and the use of yucca extract resulted in films significantly more soluble (20-
50%) that lecithin-containing films (<10%). In fourth stage, the thermoplastic processing of
gelatin and yucca extract produced films with high values ot %E and reduced TS compared

to films obtained by casting method, respectively, with values from 40 to 156% and 19-
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34 MPa. Formulations corresponding to the highest and lowest elongation, obtained in this
stage, were used for production films by casting method. The solubility of the films
produced by extrusion and casting did not show significant differences with values ranging
from 37 to 40%. At all stages, the FTIR analysis showed no evidence of additional
interactions between the added compounds (plasticizers and surfactants) and gelatin. The
results indicate that the gelatin-based films, produced by casting, added plasticizers and
natural surfactants may not have improved their flexibility, but the inclusion of
hydrophobic substances promoted the reduction of WVP significantly. The thermoplastic
processing of gelatin-based films by adding yucca extract produced an increase in
clongation, however more specific evaluations of the addition of partially hydrophobic

compounds such as surfactants and optimization of extrusion conditions are necessary.

Keywords: biodegradable films, gelatin, hydrophobic plasticizer, citrate esters, soy

lecithin, Yucca schidigera, casting, extrusion.
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

1. INTRODUCAO

Os pléasticos sdo materiais que possuem alta durabilidade, sdo funcionalmente
adequados para muitas utilizagdes cotidianas e atendem as exigéncias do mercado, pois
além de suas propriedades fisicas e mecanicas, possuem alta versatilidade de uso e preco.
No entanto, estima-se que mais de 100 milhdes de toneladas de plasticos sejam produzidos
por ano acarretando grande quantidade de residuos descartados na natureza (Huang e
Edelman, 1995). Esse descarte contribui com uma parte consideravel dos residuos globais
nos aterros sanitarios municipais e representam um sério problema ambiental, uma vez que
os plasticos sintéticos sdo polimeros resistentes a degradagdo natural (Chiellini et al., 2001)
e, devido a sua alta massa molar e hidrofobicidade dificultam a a¢do dos microrganismos ¢
de enzimas na superficie do polimero (Lee e Cho, 1998; Rosa et al., 2004).

Visando atenuar esses problemas algumas técnicas foram desenvolvidas para o
tratamento do residuo plastico, como por exemplo, incineragdio, o uso de aterros sanitarios,
reciclagem, desenvolvimento de blendas de plasticos sintéticos e materiais biodegradaveis
(Franchetti ¢ Marconato, 2006). O desenvolvimento de polimeros biodegradaveis,
caracterizados por se degradarem em gas carbonico, agua e biomassa, como resultado da
acdo de organismos vivos ou enzimas, também ¢ outra forma de enfrentar esse problema
(Rosa et al., 2004). A area de produgdo e caracterizagio de filmes a base de
macromoléculas naturais como alternativa para o uso de embalagens sintéticas, tem
ocupado lugar de destaque no meio cientifico, onde desde 1990 mais de 90 patentes
envolveram o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis e/ou comestivels

(Debeaufort et al., 1998). Os biomateriais utilizados ndo sdo poluentes, pois consistem de
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substancias naturais e biodegradaveis. Entretanto, esse tipo de material, dependendo da sua
constituicdo, ndo possui a capacidade de substituir por completo as embalagens sintéticas
com o objetivo de proteger e prolongar a vida de prateleira dos alimentos, mas, a utilizagao
de filmes e coberturas biodegradaveis estéd relacionada com a capacidade de agir como um
complemento na promogdo da qualidade e aumento do tempo de estocagem de alimentos
(Kester ¢ Fennema, 1986). Esses filmes podem ser usados como envoltérios para alimentos,
separadores entre componentes alimenticios, ou sclados a altas temperaturas para a
formacdo de sacos, sachés e bolsas de conten¢do de alimentos (Hernandez-Izquierdo e
Krochta, 2008). Os filmes também podem atuar como barreira a transferéncia de massa,
como vapor de Agua, gases e Oleo; podem atuar como transportador de ingredientes
alimenticios e aditivos, como antioxidantes, agentes antimicrobianos e pigmentos; ¢ ainda
funcionar como uma prote¢do mecédnica contra a deterioragdo do produto envolvido
(Debeaufort et al., 1998; Donhowe e Fennema, 1994).

Dentre os biopolimeros naturais utilizados na elaboragao de filmes e coberturas
biodegradaveis estdo a celulose, amido, goma, quitina entre outros; ¢ as proteinas como
colageno, gelatina, caseina, gliuten entre outras (Kester e Fennema, 1986). As proteinas tém
sido motivo de muitos estudos, devido as suas propriedades funcionais e também a grande
variedade de fonte e baixo custo de produgdo (Vanin et al., 2005). De maneira geral, esses
filmes apresentam, quando associados a plastificantes hidrofilicos, alta elasticidade,
razoavel resisténcia mecanica, alta permeabilidade ao vapor de dgua e elevada sensibilidade
as condi¢des ambientais, notadamente a umidade relativa, devido ao carater higroscopico
dos constituintes filmogénicos.

Com o intuito de reduzir essa susceptibilidade, alternativas como modificacoes

quimicas ou enzimatica das macromoléculas, ou ainda a adi¢do de lipidios na formulagdo
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dos filmes, tém sido cstudadas (Ghorpade et al., 1995; Galietta ct al., 1998; Carvalho e
Grosso, 2004; Bertan et al., 2005; Chen et al., 2009). Entretanto, as modificacdes quimicas
ou enzimdticas ndo alteram significativamente a susceptibilidade do material as condi¢oes
do ambiente, enquanto a adic¢do de lipidios, apesar de melhorar a permeabilidade ao vapor
de dgua, pode comprometer as propriedades mecanicas do material (Kester e Fennema,
1986). Os filmes feitos com a combinacdo de proteinas e lipidios podem ser na forma
laminada, como filmes bicamadas (Debeaufort et al., 2000; Kristo et al., 2007; Chen et al.,
2010) ou na forma de emulsdo (Pommet et al., 2003; Fabra et al., 2008; Wang ct al., 2009;
Chen et al., 2009). Outra opcéo para se melhorar a propriedade de barreira ao vapor de dgua
¢ a adi¢dio de surfactantes na solucdo filmogénica (Villalobos et al., 2006; Rodrigues et al.
2006; Bravin et al., 2004). Surfactantes como substincias anfifilicas, possuem em sua
molécula simultaneamente partes hidrofilicas ¢ hidrofobicas, as quais podem interagir com
partes semelhantes presentes na proteina, onde a macromolécula pode ser estabilizada por
ligagdes de hidrogénio e também por interagdes apolares (Lillie ¢ Gosline, 1993).

Os métodos de produgdo de filmes sdo divididos em “processos imidos” ou casting
¢ “processos secos” que utilizam o comportamento termoplastico apresentado por algumas
proteinas e polissacarideos em baixos niveis de umidade, incluindo as técnicas de extrusio,
moldagem por compressdo, inje¢do e sopro (Liu et al., 2006; Verbeek e van den Berg,
2010). O processamento termoplastico de proteinas, aplicado na produgdo continua de
filmes e coberturas em larga escala é promissor devido a possibilidade de modifica¢io
estrutural dos polimeros utilizados, possibilitando melhora na funcionalidade dos filmes
(Hernandez-Izquierdo e Krochta, 2008). Durante a extrusdo, quantidade consideravel de
energia mecénica ¢ fornecida ao material a ser processado, e esse tratamento severo pelo

qual o material passa, afeta as suas propriedades finais. Considerando ainda que as
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proteinas possuem diferentes grupos funcionais, ha inimeras possibilidades de interagdes ¢
arranjos que podem ser formados, dependendo das condicdes de processamento e do tipo de
proteina utilizada (Verbeek e van den Berg, 2010). Por outro lado, a possibilidade de
aumento nas interagdes intermoleculares, pode causar a redugdo da mobilidade molecular ¢
aumento da viscosidade do material, o que pode dificultar o processamento, sendo
necessario, dessa forma, a utilizagdo de temperaturas geralmente altas e superiores a
temperatura de degradagdo da proteina. Para impedir essa degradagdo, aditivos sao
requeridos para alterar o ponto de fusdo da proteina e tornar vidvel a extrusao termoplastica

protéica (Verbeek e van den Berg, 2010).
1.1. Objetivos

O objetivo principal do trabalho foi o desenvolvimento de filmes biodegradaveis a
base de gelatina adicionados de plastificantes hidrofobicos e surfactantes naturais e sua

caracterizacdo funcional.

Objetivos especificos

- Desenvolvimento da metodologia para produgio por via Gmida (casting) de filmes
emulsionados a base de gelatina utilizando-se os seguintes plastificantes hidrofobicos:
citrato de tributila, citrato de acetiltributila, citrato de trietila, citrato de acetiltrietila e como
agentes surfactantes lecitina de soja e extrato de Yucca schidigera;

- Estudar o ecfeito do tipo e concentragdo dos plastificantes ¢ dos agentes
surfactantes nas propriedades funcionais do filmes (propriedades mecdnicas ¢ de

permeabilidade ao vapor de dgua, solubilidade, opacidade);
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- Determinar a miscibilidade / compatibilidade da gelatina com os plastificantes
hidrofébicos e surfactantes através da andlise da transicdo vitrea (Tg), espectroscopia de
infravermelho;

- Determinar as propriedades morfologicas dos filmes através da microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia de varredura a laser confocal;

- Desenvolvimento e caracterizagdo, por extrusdo, de filmes a base de gelatina e
surfactante extrato de Yucca Schidigera;

- Comparar as propriedades fisico-quimicas dos filmes obtidos por extrusdo e filmes

correlatos feitos por casting.

1.2. Estrutura da tese

O trabalho foi dividido em capitulos que estdo descritos a seguir:

Capitulo 1: “Introducio”, onde consta a justificativa do trabalho e objetivos dessa

tese.

Capitulo 2: “Revisdo Bibliografica” sdo apresentados fundamentos teoricos sobre
materiais biodegradaveis, filmes e coberturas biodegradaveis e/ou comestiveis, métodos de
processamento de filmes, matérias-primas utilizadas na elaboragio de filmes

biodegradaveis e suas propricdades funcionais.

Capitulo 3: “Effect of hydrophobic plasticizers on functional properties of

gelatin-based films”, nesse capitulo apresenta-se o desenvolvimento e caracterizacdo de
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filmes biodegradaveis a base de gelatina produzidos pela técnica de casting, com utilizagdo
de plastificantes hidrofobicos e surfactante lecitina de soja, bem como o cfeito desses

aditivos nas propriedades funcionais dos filmes produzidos.

Capitulo 4: “Gelatin-based films containing hydrophobic plasticizers and
saponin from Yucca schidigera as the surfactant”, nessa se¢do sdo apresentados o
desenvolvimento e caracterizagdo de filmes biodegradaveis a base de gelatina produzidos
pela técnica de casting, com utilizagao de plastificantes hidrofobicos ¢ surfactante extrato
de Yucca schidigera, bem como o efeito desses aditivos nas propriedades funcionais dos

filmes produzidos.

Capitulo 5: “Effect of surfactants on the functional properties of gelatin edible
films”. Nesse capitulo é apresentado o efeito de surfactantes naturais lecitina de soja ¢
extrato de Yucca schidigera na produgdo de filmes biodegradaveis a base de gelatina, na

auséncia dos plastificantes hidrofobicos.

Capitulo 6: “Propriedades funcionais de filmes a base de gelatina contendo
extrato de Yucca schidigera produzidos por extrusio e casting” Nesse capitulo sao
apresentados o desenvolvimento e caracterizacdo de filmes a base de gelatina ¢ extrato de
yucca obtidos pelo processo de extrusdo, bem como uma comparacao com filmes correlatos

elaborados pela técnica de casting.

Capitulo 7: “Conclusiio geral”, nesse capitulo sdo apresentadas as conclusoes

gerais do trabalho.
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Filmes biodegradaveis: definigdo, métodos de producio, caracteristicas e

funcionalidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Materiais biodegraddaveis

Visando atenuar problemas de excessivo descarte de materiais plasticos no
ambiente, inumeros estudos tém sido realizados na busca ¢ no desenvolvimento de
materiais plasticos biodegradaveis. O conceito de plastico biodegradavel esta associado ao
uso de matérias-primas renovaveis, os também chamados biopolimeros, que sdo
macromoléculas sintetizadas sejam por processos biologicos ou por via quimica a partir de
mondmeros naturais ou idénticos aos naturais (Guilbert, 1986).

A degradagio é um processo irreversivel que leva a uma alteracdo significativa na
estrutura do material, tipicamente caracterizada pela perda de propriedades (por exemplo,
perda da integridade, massa molar ¢ for¢a mecanica) e/ou fragmentagdo. A degradagdo ¢
afetada pelas condi¢des ambientais que perdura por um determinado periodo e pode
envolver uma ou mais ctapas. O material ¢ denominado degradavel com respeito as
condicdes especificas do ambiente quando sofre degradagiio de acordo com métodos
particulares de teste padrdo dentro de um determinado tempo. A biodegradagdo ¢ a
degradagiio causada pela atividade bioldgica, especialmente pela agdo enzimatica,

permitindo alteragdes profundas na estrutura quimica do material (Pagga, 1998).
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2.2. Filmes e coberturas biodegraddveis e/ou comestiveis

Os biofilmes podem ser de dois tipos: coberturas, quando sdo aplicadas ou
produzidas dirctamente sobre as superficies dos alimentos, ou filmes, que sdo estruturas
independentes formadas sobre um determinado suporte e podem ser aplicadas sobre os
alimentos apds o seu preparo. Ambos sdo definidos como uma fina camada continua
formada ou depositada no alimento, preparada a partir de materiais biologicos, que pode
agir como barreira a elementos externos (umidade, éleos, gases), protegendo o alimento ¢
podendo aumentar sua vida de prateleira. Podem funcionar como materiais seletivos quanto
a transferéncia de massa, e em alguns casos possuem propriedades ativas ou podem ainda
conter as duas caracteristicas. Propriedades ativas dos filmes e coberturas incluem: inibir
migragdo de umidade, retardar o transporte de solutos, oferecer integridade estrutural
adicional aos alimentos, reter compostos aromaticos e poder carregar aditivos alimenticios

(Debeaufort et al., 1998; Krochta e Mulder-Jonhston, 1997).

2.3. Matérias-primas usadas em filmes biodegradaveis

2.3.1. Proteinas

Proteinas sio consideradas heteropolimeros, onde 20 tipos de aminodcidos formam
as unidades mondmeras e ¢ quase ilimitado o nimero de arranjos seqiienciais desses
aminoacidos, o que possibilita uma grande quantidade de interagdes ¢ reacoes quimicas. As
unidades de aminodcidos que contém atomos de carbono e nitrogénio, irdo se diferenciar

pela presenca dos grupos funcionais (Stevens, 1999; Pommet et al., 2003a). A proteina, de
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acordo com Verbeek e van den Berg (2010), no seu estado natural, possui uma forma
“torcida”, que caracteriza uma estrutura macromolecular tridimensional, e contém uma
estrutura secundéria, tercidria ¢ quartenaria as quais sdo estabilizadas através de interagdes
hidrofobicas, eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e ligagdes dissulfidicas entre os
aminodcidos dos grupos funcionais. Uma vez “torcida” a estrutura pode ser adicionalmente
cstabilizada por ligagdoes covalentes. As proteinas também sdo fontes renovaveis,
biodegradaveis ¢ comestiveis com potencial de utilizagdo no melhoramento da qualidade e
estabilidade de muitos produtos alimenticios, por meio de inumeras técnicas de
processamento (Hernédndez-Izquierdo e Krochta, 2008).

Filmes a base de proteinas consistem em redes macromoleculares continuas, de
baixa umidade, e mais ou menos ordenadas. A probabilidade de formagao de ligagdes inter
o intramoleculares cruzadas entre as cadeias do polimero depende da estrutura da proteina,
do processo de claboragdo, pardmetros fisicos (temperatura, pressdo, solvente entre outros)
¢ presenca de aditivos, tais como plastificante ¢ agente reticulador (Gontard e Guilbert,
1994). Segundo Cugq et al. (1998) uma rede macromolecular protéica ¢ formada a partir da
ruptura das ligagdes intermoleculares de baixa cnergia as quais estabilizam os polimeros no
seu estado nativo ¢ depende também do reordenamento e orientagdo das cadeias
poliméricas ¢ ainda da formagdo de uma estrutura tridimensional estabilizada por novas
intcragdes realizadas apos ou durante a evaporagdo do solvente. A capacidade da proteina
de formar ou nio estruturas filmogénicas esta relacionada com a sua capacidade de formar
as ligacdes cruzadas entre suas proprias moléculas (Cuq et al., 1996).

As propriedades funcionais, sensoriais, nutricionais dos filmes protéicos dependem
do potencial de formagdo dessa rede coesa e das ligagdes cruzadas intra ¢ intermoleculares.

As interagdes proteina-dgua, que estdo relacionadas a solubilidade, capacidade de
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hidrata¢do e de reten¢io de dgua, é de importdncia na preparagdo da solugio filmogénica,
pois uma baixa solubilidade da proteina no solvente utilizado implica em solugdes ndo
uniformes ¢ filmes heterogéneos (Cuq et al., 1996).

Geralmente os filmes protéicos apresentam boas propriedades mecénicas, sendo
ideal seu uso para produtos que precisam manter a sua integridade como, por exemplo,
embalar ou recobrir produtos mais frageis. Devido ao cardter polar da proteina, filmes
protéicos também apresentam alta barreira ao oxigénio, mas reduzida barreira ao vapor de
agua (Krochta et al.,, 1994). Para sanar essa deficiéncia, a inclusio de materiais
hidrofébicos, como por exemplo, lipidios, ¢ realizada de forma a proporcionar ao material
maior barreira ao vapor de agua. No entanto, filmes feitos somente a base de lipidios
normalmente ndo produzem materiais com boa integridade estrutural e durabilidade,
apresentam aspecto quebradi¢o sendo dificultado o seu manuscio. Por isso, costuma-se
utilizar combinagoes de materiais hidrofilicos com hidrofébicos, de forma a compensar as
desvantagens de um com as vantagens do outro (Krochta et al., 1994; Liu et al., 2000).

Alguns exemplos de proteinas utilizadas, atualmente, em estudos de embalagens
biodegradaveis e/ou comestiveis sdo gelatina (Vanin et al., 2005; Thomazine et al., 2005;
Carvalho e Grosso, 2004), gliten de trigo (Gontard et al., 1993; Pommet et al., 2003a;
Domenek et al., 2004), proteinas do musculo de peixe (Sobral et al., 2005; Garcia e Sobral,
2005; Paschoalick et al., 2003), proteinas miofibrilares de peixe (Cuq et al., 1997a ¢ b;
Monterrey-Quintero ¢ Sobral, 1999, 2000; Sobral et al., 2002), blendas de isolado protéico
de soro de leite e caseinato de sodio (Longares et al., 2005), isolado protéico de soro de
leite (Yoshida e Antunes, 2004; Coupland et al., 2000), proteinas do amendoim (Jangchud ¢
Chinnan, 1999), proteinas soluveis do musculo de peixe (Iwata et al., 2000; Tanaka et al.,

2001; Bourtoom et al., 2005), isolado protéico de semente de girassol (Orliac et al., 2003),
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dentre outras.

2.3.1.1. Gelatina

A gelatina caracteriza-se por ser um hidrocoldide, portanto com natureza hidrofilica,
¢ ¢ derivada da desnaturacdo do coldgeno, uma abundante proteina presente nos tecidos
conectivos de animais vertebrados (cerca de 50% do total da proteina humana) e
invertebrados (Arvanitoyannis, 2002). A dissociagdo térmica ou quimica das cadeias
polipeptidicas do colageno da origem a gelatina, onde o colageno insoluvel ¢ convertido em
gelatina soliivel (em temperaturas acima de 50 °C) como resultado da hidrélise dcida ou
basica. Sendo o colageno produzido pelo processo dcido classifica-se a gelatina resultante
em tipo A e, pelo processo basico, gelatina tipo B (Arvanitoyannis, 2002).

A gelatina é uma mistura de polipeptidios que podem ser diferentes, dependendo da
origem da matéria-prima utilizada na sua produgdo (ossos, peles bovinas e suinas e de
tecidos conectivos). Independente da fonte, a gelatina contém 18 aminodcidos (Tabela 1),
sendo predominantes a glicina ¢ a alanina que contabilizam aproximadamente de um ter¢o
a metade do total dos residuos de aminodcidos. A glicina ¢ predominante no residuo
terminal N da gelatina obtida pelo processo basico enquanto que a alanina tende a ser
predominante na gelatina processada em meio dcido. A prolina e hidroxiprolina também
sio predominantes, contabilizando aproximadamente um quarto dos residuos de
aminodcidos, ¢ estdo presente tanto na gelatina tipo A ou tipo B (Djagny et al., 2001). A
diferenca de matéria-prima empregada também interfere na massa molar da gelatina, bem
como o método de extragdo e condigbes de manuseio € pode variar de 10° a 10° Da
(Arvanitoyannis, 2002). Ela ¢ difercnciada das outras proteinas, pois ndo apresenta uma

ordem interna, em solugdes aquosas a altas temperaturas, as cadeias polipeptidicas

17



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

apresentam configuragdo aleatéria (Veis, 1994).

Tabela 1. Composi¢ao de aminodacidos das gelatinas tipo A ¢ tipo B.

Aminodcido Gelatina tipo A’ Gelatina tipo B’
Glicina 33,0 33,5
Prolina 13,2 12,4
Alanina 11,2 1:1.7

Hidroxiprolina 9,1 9,3
Acido glutdmico 7,3 7.2
- Arginina 4,9 4,8
Acido aspartico 4,5 4.6
Serina 3,5 3.3
Lisina 27 2.8
Valina 2,6 2,2
Leucina 2.4 2.4
Treonina 1,8 1,8
Fenilalanina 1.4 1,4
Isoleucina 1,0 1,1
Hidroxilisina 0,6 0.4
Histidina 0,4 0,4
Metionina 0,4 0,4
Tirosina 0,3 0,1

1 - 7 . P " P = .
Numero de residuos de aminoacidos em base a 100 residuos totais. Fonte: Gennadios et
al. (1994).

O valor comercial da gelatina aumenta com a capacidade de formagao dos géis sob
condigdes padronizadas, ¢ a formagdo de géis estd relacionada com as propricdades
reologicas, tais como o bloom e a viscosidade (Krochta et al., 1994). Segundo esses

mesmos autores o valor de bloom esta relacionado com a forga de gel ¢ a viscosidade com a
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massa molar média e em particular com o grau de polimerizagdo da cadeia e, ambas as
caracteristicas estio relacionadas com a composigdo de aminodcidos. O valor de bloom a
uma concentragdo de 6,67% normalmente serve para medir a forga de gel, o aumento dos
nameros de bloom corresponde a um aumento linear da forga de gel. A forga de gel também
aumentard proporcionalmente a concentragdo da solugdo de gelatina ¢ ao tempo de
gelificacio da mesma ¢ diminuird sob temperaturas mais baixas (Leuenberger, 1991).
Podem ser encontradas no mercado gelatinas entre 50 e 300 bloom (Krochta et al., 1994).
Comercialmente a gelatina também ¢ avaliada pelo seu ponto isoelétrico (pl) e sua
granulometria. O pl da gelatina pode variar em fungdo da sua forma de obtengdo ¢
corresponde ao pH no qual as moléculas da proteina em solugdo € neutra, isto ¢, as cargas
positivas sdo iguals as cargas negativas, portanto, nesse pH a proteina ndo migra para
nenhum polo quando colocada em um campo elétrico. O pl interfere no ponto de fusdo,
solubilidade, constantes dielétricas em solugdo aquosa ¢ momento dipolar, propriedades
essas que dependem da carga i0nica (Cheftel et al., 1989). A gelatina do tipo A possui pl
entre 7 ¢ 9, enquanto que a do tipo B o pl se encontra entre os valores de 4,6 e 5,2
(Gennadios et al., 1994; Poppe, 1997).

A granulometria (tamanho das particulas) interfere na capacidade ou taxa de
inchamento das particulas, que € influenciada pela temperatura e concentragao de sais ou
acuicares. A distribuigdo de tamanho das particulas pode ser selecionada para um processo
em particular, sendo determinante na solubilizacdo mais ou menos rapida e eficiente dessas
particulas (Johnston-Banks, 1990).

A capacidade de inchamento da gelatina representa seu intumescimento quando
colocada em dgua fria. Quando aquecida a temperaturas acima do ponto de fusdo, a gelatina

hidratada dissolve e forma gel quando esfriada. Esse processo de gelificagao envolve a
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renaturagdio parcial do coldgeno, de estruturas no estado desordenado da gelatina, para
estruturas tripla hélice (estrutura original do colageno) e, o nivel de gelificacdo dependera
da composi¢do ¢ estrutura da gelatina (Achet e He, 1995).

Outras caracteristicas importantes da gelatina sdo a solubilidade em 4dgua e a
capacidade de formacgao de gel termo-reversivel, essa Gltima garante a aplicagio da gelatina
em diversos produtos alimenticios, farmacéuticos e no ramo técnico como espessante,
estabilizante, protetor coloidal, emulsificante, agente espumante, clarificante de bebidas
entre outras aplicagdes (Djagny et al., 2001).

Ha dois métodos pelo qual a gelatina pode ser solubilizada, sendo esses métodos
direto ou indireto. No método direto, agua quente (60 a 80 °C) ¢ adicionada diretamente a
gelatina sob forte agitagdo, o que pode causar formacio de espuma, sendo esse um
incoveniente na elaboragdo de filmes. No método indireto, inicialmente a gelatina ¢
hidratada através da adi¢ao de dgua fria, a mesma € deixada em repouso de forma que todas
as particulas estejam igualmente umedecidas e proporcione seu inchamento, a dissolucio ¢
completada sob aquecimento e agitagdo leve em temperaturas na faixa de 50 a 60 °C
(Jonhston-Banks, 1990).

Mesmo sendo uma das primeiras matérias-primas empregadas no desenvolvimento
de filmes biodegradaveis (Gennadios et al., 1994), a gelatina continua sendo amplamente
utilizada em pesquisas desse tipo de material, pois constitui uma matéria-prima abundante,
produzida em larga escala mundial por um baixo custo e possui excelentes propriedades
formadoras de filmes (Vanin et al., 2005). As cadeias da gelatina formam uma rede
tridimensional com zonas intermoleculares de microcristalinidade ¢ a desidratagio desse
sistema pode produzir filmes quebradigos. Por isso, normalmente adicionam-se aditivos,

como plastificantes, na elaborac@o de filmes a base de gelatina, com o intuito de reduzir as
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interagdes intermoleculares e promover a flexibilidade do material formado (Sothornvit ¢

Krochta, 2001).

2.3.2. Plastificantes

Os plastificantes sdo aditivos essenciais para a produgdo de filmes biodegradaveis
o/ou comestiveis. Sdo substincias com alto ponto de fusdo, que quando adicionadas em
outro material provocam certas mudangas nas propriedades fisicas, quimicas e¢ mecéanicas
dos mesmos. Em termos estruturais, os plastificantes sdo inseridos na matriz, aumentando o
espaco livre entre as cadeias poliméricas, provocando diminui¢do das forgas
intermoleculares ao longo da matriz, produzindo um decréscimo na forga de coesao, forga
de tensio, transicdo vitrea ¢ aumento na flexibilidade e manuseabilidade, com diminui¢do
de possiveis descontinuidades ¢ zonas quebradicas. A magnitude dessas mudangas
estruturais no polimero pode ser usada como indicativo da eficiéncia de plastificacdo do
material (Miller e Krochta, 1997, Sothornvit e Krochta, 2001; Krochta et al., 1994; Banker,
1966).

Algumas teorias sobre a agdo do plastificante foram elaboradas, incluindo a teoria
da lubrificacdio (“Lubricity theory™), a teoria do gel (“Gel theory”) e a teoria do volume
livie (“Free volume theory”). A primeira indica que o plastificante atua como um
lubrificante, provocando o deslizamento das cadeias poliméricas e facilitando a
movimentagio das macromoléculas umas sobre as outras. A scgunda propde que 0s
plastificantes sobre as ligagoes dipolo-dipolo e forcas de van der Waals atenuando-as ¢,
consequentemente, dimnuindo a rigidez do polimero. Por fim a terceira teoria prediz que o

plastificante aumenta o volume livre, pois se interpde entre as cadeias poliméricas ¢ altera
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as forcas que mantém as cadeias juntas, explicando a diminui¢do da temperatura de
transicio vitrea de acordo com o contetido de plastificante (Entwistle e Rowe, 1978).
Entwistle ¢ Rowe (1978) observaram que a eficiéncia do plastificante em reduzir a
temperatura de transi¢io vitrea aumenta com a diminuigio do grau de interagoes
plastificante-polimero. No geral as interagdes entre os polipeptidios ¢ um plastificante nao
estdo muito claras e podem ser sensiveis ao tamanho, massa molar e numero de grupos
hidroxilas presentes na molécula do plastificante (Guéguen et al., 1998).

A adigdo de plastificantes na producdo de biopolimeros pode provocar um
fendmeno de separac¢do entre uma fragdo mais rica em plastificante e outra fragao mais rica
em macromolécula. Isso ocorre quando os plastificantes nio sdo totalmente misciveis com
a macromolécula e essa separagido de fase pode provocar perda de elasticidade (Sobral et
al., 2001), ou ainda, as regides ricas em plastificantes podem levar a formagdo de caminhos
preferenciais, ou zonas de descontinuidades (Carvalho e Grosso, 2004), durante o processo
de secagem (Menegalli et al., 1999), aumentando a difusdo e conseqiientemente a
permeabilidade ao vapor de dgua.

O plastificante e o polimero mantém-se ligados devido a forgas intermoleculares
secundérias, formando um agregado molecular complexo. Dois tipos de plastificagio
podem ocorrer, a plastificagdo externa ou a interna. No caso da plastificagdo externa, usada
na produg¢do de filmes, o plastificante ¢ adicionado ao polimero, ocorrendo apenas
interagdes de natureza fisico-quimicas, reduzindo a coesido, enquanto que na plastificagdo
interna, o plastificante altera a estrutura interna do polimero, como por exemplo, por co-
polimeriza¢iio (Banker, 1966). Os plastificantes podem ser classificados em solaveis ¢
insoluveis em agua. De acordo com Siepmann et al. (1998), os soluveis serdo denominados

plastificantes hidrofilicos e os insoluveis plastificantes hidrofobicos.
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2.3.2.1. Plastificantes hidrofilicos

Dentre os plastificantes hidrofilicos mais utilizados atualmente estdo o glicerol
(Miller e ‘Krochta, 1997; Coupland et al., 2000; Cho ¢ Rhee, 2002; Carvalho e Grosso,
2004, Sobral et al., 2005; Vanin et al., 2005; Jongjareonrak et al., 2006), o sorbitol
(Jangchud e Chinnan, 1999; Cho ¢ Rhee, 2002; Thomazine et al., 2005; Jongjareonrak et
al., 2006), o propileno glicol (Jangchud e Chinnan, 1999; Vanin et al., 2005; Jongjareonrak
et al., 2006) e o polictileno glicol (Jangchud e Chinnan, 1999; Vanin et al., 2005).
Entretanto, o carater hidrofilico desses plastificantes contribui para o aumento da
susceptibilidade de filmes biodegradaveis as condi¢des ambientais.

Os plastificantes hidrofilicos possuem a habilidade de se inserirem entre as cadeias
protéicas e romper as ligagoes de hidrogénio, as quais sdo responsadveis pela estabilizagdo
da rede protéica (Gontard et al., 1993).

Plastificantes com menores tamanhos de moléculas sdo mais eficientes para
interagirem com as moléculas da proteina e a diferenga na eficiéncia de plastificag@o entre
os diferentes tipos de plastificantes possivelmente deve-sc a diferentes disponibilidades de
atomos de oxigénio na formagao das ligagoes de hidrogénio (Sothornvit e Krochta, 2001).

O glicerol (Fig. 1) possui baixa massa molar e vem sendo amplamente utilizado no
processamento termoplastico de proteinas (Redl et al., 1999; Zhang ct al., 2001; Pommet et
al., 2003b; Sothornvit et al., 2007). Seu alto efeito plastificante é atribuido a facilidade com
a qual o glicerol tem de se inserir ¢ posicionar-se na rede protéica tridimensional (Cuq et

al., 1998; di Gioia ¢ Guilbert, 1999).

23



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

y

H—C—OH

H-C—OH

H-C—OH
;

Fig. 1. Estrutura do glicerol.

2.3.2.2. Plastificantes hidrofobicos

Exemplos de plastificantes ndo soluveis em &dgua e utilizados em filmes para
recobrimento de farmaco sdo o ftalato de dibutila (Frohoff-Hiilsmann et al., 1999; Heng et
al., 2003), citrato de acetiltrietila (Wang et al.,, 1997; Heng et al., 2003), citrato de
acetiltributila (Wang et al., 1997; Heng et al., 2003) e citrato de tributila (Felton et al.,
1995).

Dentre estes plastificantes, os ésteres de citratos, que sdo derivados naturais do
acido citrico (Labrecque et al., 1997), ndo apresentam toxicidade e sdo aprovados como
aditivos em plésticos para aplicagdo médica, produtos de higiene pessoal e em contato com
alimentos (Rahman e Brazel, 2004). Além disso, apresentam rapida biodegradabilidade
(Rahman e Brazel, 2004), demonstrando grande potencial para aplica¢do na producido de
filmes biodegradaveis a base de macromoléculas naturais.

Labrecque et al. (1997) verificaram que o uso dos plastificantes citrato de tributila,
citrato de O-acetiltributila, citrato de trietila, citrato de O-acetiltrietila na producio de

filmes extrusados a base de poli(vinil dlcool) provocou redugdo da temperatura de transicio
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vitrea desse filme. Esses autores também observaram que o aumento da concentragdo
desses plastificantes provocou uma redugdo da resisténcia € aumento da flexibilidade dos
filmes, de maneira similar ao comportamento normalmente observado em filmes
comestiveis e/ou biodegraddveis plastificados com poliéis (Cho e Rhee, 2002; Vanin et al.,
2005; Sobral et al., 2005).

Devido ao carater hidrofébico caracteristico dos plastificantes derivados do citrato
(Tabela 2 e Tabela A.Il, Anexo II), esses plastificantes podem apresentar grande potencial
de plastificagdo em proteinas, compostas por partes hidrofilicas e hidrofobicas, apesar de
possuirem reduzida solubilidade em dgua.

No entanto, o uso de compostos com caracteristicas hidrofébicas na produgio de
filmes biodegradaveis protéicos, pode gerar falta de compatibilidade entre os compostos
utilizados, devido a diferenga de polaridade existente entre cles. Seria nccessaria a
incorporagdo de um agente tensoativo que promova a miscibilidade desses compostos, ¢
garanta a0 mesmo tempo, a formagdo de um filme com rede coesa e homogénea, sem que
haja separagdo de fases (exudagdo) entre o material hidrofébico e a matriz hidrofilica
durante o processo de secagem do filme. Dessa forma, a inclusio de um agente tensoativo,
conhecido também como surfactante, pode ser necessaria a produgdo de filmes

biodegradaveis com plastificantes hidrofobicos.
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Tabela 2. Caracteristicas dos plastificantes derivados do citrato.

Massa

“or lubilidade
Plastificante g m,mfi.m Estrutura molar Solu (;/3 e
quimica (Da) 0
Citrato de tributila  Cy3H3,07 360,4 <01
HyC
DYC",
a
0 o
e 0" e,
Citrato de .
G yHs 402,5 < 0,1
acetiltributila CaoH340s o
CH,
0 0 M
Citrato de trietila C12H2007 276,3 5,5
Citrato de
e - : 3 0,72
acetiltrietila CiaH20s 18,3 7

_"FOI'IICI_LEI-‘CCCIUC et z;l_(l_i)z)?j Vertellus, 2010.

2.3.3. Surfactante

Surfactantes sdo agentes que possuem atividade superficial, tendo um grupo em sua

molécula classificado como liofobico (“cabega™), devido a sua pouca atragiio pelo solvente
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e, um grupo liofilico (“cauda”), assim chamado por apresentar forte atragdo pelo solvente
(Rosen, 1989; McClements, 1998). Os surfactantes possuem duas propriedades
fundamentais, sendo a primeira relacionada a rapida capacidade de absorgdo nas interfaces,
formando emulsdes homogéneas e, a segunda ¢ a tendéncia de se associar para formar
estruturas organizadas e reduzir a tensdo interfacial (Porter, 1991; McClements, 1998). O
balango entre os dois grupos (hidrofilico e hidrofobico) governa a funcionalidade do
surfactante na interface entre dois liquidos imiciveis e podem, portanto, ser incorporados a
producio de filmes biodegradaveis para reduzir a tensao superficial da solugdo e aumentar
a adesio do mesmo, ao mesmo tempo em que pode influenciar as propriedades funcionais
dos filmes formados (Rodriguez et al., 2006).

Os surfactantes baseados em lipidios possuem grande utilizagdo na industria
alimenticia, podendo-se citar: pequenas moléculas surfactantes (como Tweens, Spans, sais
de 4cidos graxos) e os fosfolipidios (como a lecitina) (Erickson, 1998; McClements, 1998).

O grupo hidrofilico ¢ classificado como anidnico, catidnico, nio idnico ou anfotero.
Os surfactantes, normalmente, utilizados na industria alimenticia sao nao iénicos como, por
exemplo, monoacilglicerdis, ésteres de sacarose, Tweens ¢ Spans; anionicos (acidos
graxos) ou anfoteros (lecitina). Os anidnicos possuem como grupo hidrofilico um radical
com carga negativa, nessa classe encontram-se 0S saboes e detergentes comuns. Os
surfactantes catidnicos possuem como parte hidrofilica da cadeia os cations da molécula, ou
seja, quem interage com a dgua sera a por¢ao com carater positivo. Os classificados como
anfoteros sdo caracterizados por apresentarem, na mesma molécula, grupos hidrofilos
positivo e negativo, ¢ por isso podem assumir carater catidnico ou anidnico dependendo do
pH do meio. Finalmente, os surfactantes nio-idnicos sdo caracterizados por possuirem

grupo hidrofilico sem cargas elétricas ligadas a cadeia graxa, interagindo com as moléculas
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de dgua por meio de ligagdes de hidrogénio (Rosen, 1989).

O grupo hidrofébico consiste de uma ou mais cadeia hidrocarbdonica, contendo de
10 a 20 atomos de carbono por cadeia. As cadeias podem ser saturadas ou insaturadas,
lineares ou ramificadas, alifaticas ou aromaticas (McClements, 1998).

Quando uma molécula de surfactante é colocada em uma interface ar-agua, uma
absor¢do das moléculas do surfactante € produzida na superficie da agua. Esse fato acarreta
na diminui¢do da tensdo superficial da agua, por conseqiiéncia, ocorre redugio do nivel de
energia livre superficial do sistema. Com a adi¢do do surfactante, deve haver moléculas
suficientes para que ocorra a saturagdo da interface ar-agua e, durante a saturagdo, a tensao
superficial permanecera constante, independente de mais acréscimo do surfactante. A partir
desta concentracdo as moléculas nfio tém mais espaco na interface e, comecam a formar
agregados, também conhecidos por micelas; essa concentragio que promove a formagio de
micelas ¢ denominada de concentracao micelar critica (Porter, 1991; Erickson, 1998;
McClements, 1998).

A formacdo de micelas € importante, uma vez que possuem alto poder solubilizante.
Atingida a concentragdo micelar critica, a propriedade de solubilizacio do surfactante
aumenta consideravelmente, gracas a penetracao do hidrocarboneto (por¢ao hidrofébica) no
interior das micelas (modelo de Stigter). A solubilizagdo provocada pelas micelas, permitira
a dissolugdo do dleo em dgua ou vice-versa ¢, essa dissolugdo pode ser traduzida por meio
da medida da afinidade de um surfactante para 6leo ou para agua, identificada pelo Balango
Hidrofilo-Liofilo (HLB). Os valores de HLB auxiliam na classificagio do surfactante ¢
indicardo o tipo de emulsdo que se espera, sendo que valores abaixo de nove agrupam
surfactantes do tipo lipofilico, valores acima de onze, surfactantes hidrofilicos, e valores

entre nove e onze, os surfactantes sdo considerados intermediarios. Para emulsdes do tipo
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dgua em Oleo, sdo recomendados surfactantes com valores de HLB entre 3 e 6, enquanto
que para emulsdes 6leo em dgua, recomenda-se valores entre 8 ¢ 18 (O’Brien, 1998;

McClements, 1998).

2.3.3.1. Lecitina

A lecitina é um fosfolipidio de origem vegetal podendo ser obtida na primeira etapa
da refinagdo do 6leo de soja durante o processo de degomagem. E um surfactante anf6tero
natural, amplamente usado como surfactante em diferentes tipos de produtos alimenticios
(Schneider, 1997). A composi¢do tipica da lecitina esta apresentada na Tabela 3 e

caracteristicas adicionais podem ser vistas no Anexo III.

Tabela 3. Composicdo aproximada de lecitina de soja natural comercial.

Componente Conteiido
Oleo de soja 35%
Fosfatidil colina 16%
Fosfatidil etanolamina 14%
Fosfatidil inositol 10%
Fitoglicolipidios 17%
Carboidratos 7%
Umidade 1%

Fonte: Dorsa (2004).
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Os fosfolipidios podem ser considerados como diésteres de dcido fosforico
assimétrico, com ligagdes quimicas de trés tipos: entre carbonos, ligagdo de éster e pontes
de fosfoéster. Pode também ser considerada como uma molécula com quatro tipos de
componentes: dcidos graxos, uma cadeia de glicerol (onde estdo ligados os dcidos graxos),
um fosfato e um dlcool podendo ser colina, etanolamina (2-aminoetanol) ou inositol,

conforme apresentada na Fig. 2 (Schneider, 1997; Erickson, 1993).

{__,-'::-. §§1
JOR, Colina —  HO-CH~CH~N-CH,
<’ CH.
} Etanolamina - HO~CH~ CH- NI,
N OR, 4 - CH,
/‘ - Sendo X <
O : :
\ T HO OH
\\ ) l) ) i ‘
(-}"_E| —OX I[nositol — ¥ )—OI
OH \ﬁ <
\ HO “oH

Fig. 2. Estrutura bdsica dos fosfolipidios da lecitina de soja. R} e R, representam os niveis

de 4cidos graxos saturados ou insaturados (Schneider, 1997; Erickson, 1998).

O processo de obtenc¢do pode gerar uma variedade de lecitinas, sendo classificadas
como: natural, refinadas e quimicamente modificadas. As lecitinas isentas de dleo sdo
produzidas pela extragdo com acetona do 6leo de soja da lecitina natural. Enquanto que, o
fracionamento com 4lcool de lecitina isenta de 6leo pode ser empregada para a obtengdo de
uma fragdo solivel em dlcool, com alto teor de fosfatidil colina e, uma frag¢io ndo soluvel
em alcool, com alto teor de fosfatidil inositol. As lecitinas quimicamente modificadas
incluem produtos hidrogenados, hidroxilados, acetilados, sulfonados ¢ halogenados. As

modifica¢des sdo feitas para modificar as propriedades emulsificantes das lecitinas ¢
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aumentar a dispersabilidade em fase aquosa (Dorsa, 2004). Alguns valores de HLB, para

diferentes tipos de lecitina, sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de HLB para produtos fosfolipidios comerciais.

Produto HLB
Lecitina de soja crua 3
Lecitina de soja isenta de 6leo 4
Lecitina do ovo isenta de ¢leo 5
Lecitina de soja hidrolisada 7
Lecitina de soja acetilada 8
Lecitina de soja hidroxilada 8
Lecitina de soja acetilada ¢ hidrolisada 9-10

Fonte: Schneider (1997).

2.3.3.2. Saponinas

O primeiro composto pertencente ao grupo dos saponosidos foi designado por
saponina, por ter sido isolado da saboeira (Saponaria officinalis L.), planta que era
empregada na lavagem de roupas. Quimicamente as saponinas sdo heterésidos de genina,
que possui uma parte com caracteristica hidrofébica (triterpeno ou esterdide) e outra parte
hidrofilica (cadeia de aglcares), esse cardter anfifilico garante a capacidade de reduzir a
tensdo superficial da 4gua, o que explica sua agdo detergente, emulsificante ¢ de formacgdo
de espuma. Possuem elevada massa molar e formam misturas complexas devido ao numero

variado de agticares presentes em sua molécula (Giiclii-Ustiindag ¢ Mazza, 2007; Schenkel
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et al., 2007).

As saponinas sio classificadas de acordo com o nucleo fundamental da aglicona ou,
pelo carter dcido, basico ou neutro. De acordo com o nicleo de aglicona, as saponinas sio
denominadas esteroidais (Fig. 3), possuem um esqueleto com 27 C em um sistema
tetraciclico, apresentam grande importancia farmacéutica, pois atuam como precursores
para a sintese de compostos esteroidais (hormdnios, contraceptivos, diuréticos entre outros)
ou saponinas triterpénicas (Fig. 3), possuem um esqueleto com 30 C em um sistema
pentaciclico. Em geral a aglicona ¢ formada por um oligosideo linear que pode conter
glucose, galactose, arabinose, xilose, dcidos glucorénico e galacturénico. O caréter dcido e
neutro pode ser devido a presenga de um agrupamento carboxila na aglicona ou na cadeia
de agticares ou em ambos, enquanto que o carater basico decorre da presenga de nitrogénio,
que contém amina secunddria ou tercidria, ou glicosideos nitrogenados esteroidais (Giiglii-

Ustiindag e Mazza, 2007; Schenkel et al., 2007).

(A) (B)

AL

e

Fig. 3. Estrutura das saponinas (A) esteroidal e (B) triterpénica.

Outra classificacdo refere-se ao niimero de cadeias de agucares ligadas na aglicona.
Quando ha apenas uma cadeia de agtcares ligada a hidroxila C-3 ¢ chamada de saponina

monodesmosidica (Fig. 4A) ¢, quando possuem duas cadeias de agucares sio denominadas
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bidesmosidicas (Fig. 4B). A maioria dessas cadeias de agicares estdo ligadas ao éter na
hidroxila em C-3 e a outra com ligagdo ¢ster (Giiglii-Ustiindag e Mazza, 2007; Wina et al.,

2005).

(A) (B)

I mbe o H w! = CH,OH
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Fig.4. Estrutura das saponinas (A) esteroidal momodesmosidica e (B) triterpénica

bidesmosidica.

As saponinas sdo substdncias que estdo presentes em pelo menos 400 espécies de
plantas, das quais muitas sao utilizadas como fonte de alimentagdo ou aditivos na nutrigdo
de ruminantes e, também podem ser encontradas em alguns animais, dentre eles o pepino
do mar (Wina et al., 2005). Nas plantas ocorrem em diferentes partes como a raiz,
tubérculo, casca, folhas, sementes ¢ frutos. Dentre as plantas comestivels as saponinas
podem ser encontradas na soja, feijao, alho, cebola, tomate, aspargo, espinafre entre outras
e, em plantas usadas na alimentacao animal encontra-se as saponinas na alfafa, girassol,
plantas forrageiras, gramineas entre outras. As saponinas triterpénicas sao encontradas em

maior abundancia na natureza do que as esteroidais ¢ ocorrem principalmentc nas
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dicotiledoneas, enquanto que as saponinas esteroidais ocorrem nas monocodiledoneas,
categoria que abrange as gramineas (Giiglii-Ustiindag e Mazza, 2007; Schenkel et al.,
2007).

Muitas fontes de saponinas tém sido comercialmente usadas, porém atualmente
apenas duas sdo permitidas como aditivos em alimentos: os extratos de Quillaya saponaria
(quilaia) e Yucca schidigera (yucca), contendo saponinas triterpénica ¢ esteroidal,
respectivamente. Elas sdo classificadas como GRAS (Generally Recognized As Safe), ou
seja, produtos que podem ser utilizados sem efeito nocivo (Oleszek et al., 2001a ¢ b) e
como aditivos alimenticios na se¢do US 172.50 (Natural Flavoring Substances and Natural
Substances Used in Conjuction with Flavors) (US Food and Drug Administration, 2003).
Na Inglaterra o uso do extrato de quilaia é permitido desde 1962 em bebidas ¢ seu uso
como espumante ndo deve ultrapassar mais que 20 ppm por peso. Esses dois extratos
também sdo permitidos nos Estados Unidos da América (EUA) pelo Food and Drug

Administration (FDA) para uso em alimentos e bebidas (Giiglii-Ustiindag e Mazza, 2007).

Yucca schidigera

A Yucca schidigera (yucca) é uma planta endémica podendo ser encontrada em 47
espécies vegetais do género Yucca, que se encontram distribuidos desde o norte dos EUA
até a América do Sul. Entretanto a Yucca schidigera cresce somente na Baixa California, no
México, no sudoeste de Nevada ¢ Arizona, e na parte central e sul da Califérnia nos EUA,
conhecida como o deserto de Mojave. Quando a planta atinge a idade adulta os galhos
maduros, por volta de 1 a 2 metros, sdo colhidos, enquanto o tronco principal permanece e

produz novos galhos em um periodo de 4 a 5 anos. Os galhos maduros colhidos sdo
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submetidos a um processamento. Primeiramente sdo moidos ¢ o solido resultante € seco e
transformado em po, ja o liquido é utilizado para produzir um suco concentrado (Cheeke,
2000; Piacente ct al., 2004).

A yucca contém saponinas esteroidais, numa porcentagem aproximada de 10%,
constituintes fendlicos e possui atividade antioxidante (Oleszek et al., 2001a ¢ b; Piacente
et al., 2004). Caracteristicas adicionais sobre o extrato de yucca podem ser observadas no
Anexo [IL

O uso da yucca é descrito desde o tempo antigo pela cultura indigena, seja como
alimento, remédio natural ou como sabdo. Atualmente, seu extrato ¢ usado na medicina
natural, na industria de cosméticos ¢ usado como surfactante e conservante. O concentrado
liquido (extrato de yucca) ainda € utilizado na industria de refrigerantes como flavorizante,
agente espumante e potencializador de sabor na industria de bebidas e alimentos. Na
agricultura é também utilizado, devido a sua propriedade surfactante, em tratamentos de
solos, pois interage com as células das raizes das plantas aumentando a absor¢do de agua e
nutrientes ¢ atua como promotor biolégico, uma vez que interage com a microflora
circundante, criando uma rizosfera mais favoravel para a planta. Sdo consideradas, na
agricultura, agentes de controle de estresse ¢ promotores de crescimento da planta. Na area
de nutricdo de animais, ¢ utilizada como aditivo para alimentos de animais nas industrias
avicolas, suinas ¢ bovinas. Pode ser adicionada a ragdo, na forma de pd, durante todo o
ciclo produtivo, diminuindo os niveis de emissdo de gases nocivos, principalmente a
amonia, melhorando a conversio alimentar, ganho de peso e produtividade dos animais.
Adicionalmente também pode ser usada como aditivo no tratamento de aguas residuais e na
reducdio de amdnia, sulfeto de hidrogénio e maus odores (Giiglii-Ustiindag ¢ Mazza, 2007,

Checke, 2000).
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Devido ao seu carater anfifilico e sua capacidade de formar complexos com
esterides, proteinas e fosfolipidios de membranas, podem atuar sobre membranas
celulares, alterando sua permeabilidade. Possui atividades hemolitica, ictiotoxica,
molusquicida, anti-helmitica, agdo espermicida, forma complexo com colesterol e, portanto
tem a capacidade de reduzir os niveis de colesterol sérico, agdo hipocolesterolemiante,

atividade antiinflamatéria e antiviral (Cheeke, 2000; Giiglii-Ustiindag e Mazza, 2007).

2.4. Processamento de filmes biodegraddveis

A formacio dos filmes geralmente envolve associagdes inter e intramolecular ou
ligacdes cruzadas de cadeias de polimeros formando uma rede tridimensional semi-rigida
(Tharanathan, 2003). Sdo dois os tipos de forgas importantes na formacdo de filmes: forca
de adesdo, indicada pela interagdo entre as moléculas constituintes do biopolimero ¢ o
suporte, que esta relacionada a resisténcia a separagdo do filme ou cobertura no ponto de
contato e; forcas de coesdo, indicada pela interacdo entre as moléculas do biopolimero ¢
esta relacionada com a capacidade de formagdo de superficies continuas fortemente ligadas
(Kester e Fennema, 1986; Tharanathan, 2003).

Existem vdrios processos pelos quais os filmes e coberturas comestiveis sio
fabricados, dentre os principais mecanismos de produgiio, de acordo com Debeaufort ct al.
(1998), estio: (1) Fusio e solidificagio de gorduras sélidas, ceras ou resinas, (2)
Gelificacdo térmica ou coagulagdo, que consiste no aquecimento da solug¢do das
macromoléculas, as quais sofrem desnaturagdo, gelificagdo e precipitagdo, ou ainda devido
a um rapido resfriamento de uma dispersio de hidrocoléides que induz a transi¢do sol-gel,

(3) Coacervagio simples, quando o hidrocoldide disperso na solugdio aquosa ¢ precipitado
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ou gelificado pela remogdo do solvente, seja pela adigdo de um soluto ndo eletrolitico na
qual o polimero nio ¢ soluvel, seja pela adigdo de uma substancia eletrolita induzindo um
efeito salting out, ou ainda pela modificagao do pH da solugdo, (4) Coacervagio complexa,
quando duas solugdes de hidrocoldides com cargas opostas sdo combinadas, induzindo
interacoes ¢ precipitagdo da mistura polimérica.

A técnica denominada casting é a forma mais utilizada na produgdo de filmes
biodegradaveis ¢ consiste de uma solugdo que ¢ despejada sobre um suporte de area
conhecida e deixada em repouso até que haja a evaporagio do solvente e conseqlientemente
desidratacdo do material, ocorrendo a formagdo do filme.

Em processos industriais, técnicas que sdo usadas na elaboracdo de materiais
plasticos sintéticos flexiveis podem  ser transportadas para a producdo de filmes
biodegraddveis e/ou comestiveis e dentre essas técnicas pode-se citar a extrusdo, moldagem
por compressio, inje¢do e sopro (Liu et al., 2006; Verbeck e van den Berg, 2010).
Operacionalmente a técnica por casting envolve vérias etapas de processamento o que pode
encarecer a producio de filmes biodegradaveis, enquanto que, por exemplo, a extrusdo
exige apenas uma etapa ¢ proporciona alta velocidade de processamento (Herald et al.,
2002).

Independente do tipo de processamento que s¢ busca na claboragdo de filmes
biodegradaveis um aspecto ¢ sempre levado em consideraciio pelos pesquisadores: que os
filmes formados sejam flexiveis e resistentes ¢ apresentem boas propriedades de barreira ao
vapor de agua. Dentre essas caracteristicas a propriedade de barreira ao vapor de agua ¢
considerada uma das mais importantes para a aplicagdo desse tipo de material em
alimentos, pois dependendo da taxa de transferéncia do vapor de dgua, podem ser iniciados

processos de deterioragdo nos alimentos embalados. Por exemplo, se a pressao diferencial
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de vapor de agua na superficie do alimento ¢ maior que a umidade relativa do ambiente
circundante, ocorre uma desidrataciio a qual serd responsavel por perdas nas caracteristicas
de textura e organolépticas do alimento. Por outro lado, numa situagdo inversa, a
transferéncia das moléculas de vapor de dgua do ambiente para o alimento pode criar
condi¢des favordveis de crescimento microbiano e também proporcionar perda de textura
(Martin-Polo et al., 1992; Labuza, 1982). Dessa forma, a adi¢do de substancias hidrofobicas
ou a inducgio de modificagdes quimicas e/ou enzimaticas na estrutura polimérica de forma a
reduzir a susceptibilidade do material a umidade ambientc sdo alternativas a serem

investigadas.

2.4.1. Adi¢do de substancias hidrofébicas

A adicio de compostos com carater hidrofébico pode ser realizada através da
superposi¢do de camadas (filmes bicamadas ou multicamadas) ou pela formagido de uma
emulsdo (Donhowe e Fennema, 1994). A afinidade de compostos hidrofobicos com a
proteina dependera fortemente de como a molécula lipidica estard associada a essa proteina,
se estard de forma isolada formando glébulos dispersos pela matriz ou se estard incluida
como uma monocamada, bem como dependera da estrutura e polaridade do lipideo ¢ da
proteina, da relagdo molecular entre esses dois compostos, das condi¢cdes ambientais, pH,

forca i6nica, viscosidade, temperatura entre outros fatores (Callegarin et al., 1997).

2.4.1.1. Filmes bicamadas

Para a formagdo desse tipo de filme ocorre a deposi¢do de uma camada lipidica,
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previamente fundida ou solubilizada em um solvente adequado, sobre uma camada de filme
a base de um hidrocoléide e essa camada serve como um suporte para a obteng@o de filmes
bicamadas ou multicamadas (Debeaufort et al., 2000). A eficiéncia de barreira de filmes
bicamadas é da mesma ordem de magnitude que os filmes puramente lipidicos ou filmes
plasticos convencionais e caracteriza-se por ser bem menos permeavel ao vapor de agua
que filmes emulsionados (Morillon et al., 2002).

Apesar das boas condi¢des de barreira ao vapor de dgua apresentada pelos filmes
bicamadas, esses possuem o inconveniente de requererem mais de uma ctapa de secagem,
podendo encarecer o processo de elaboragdo. Suas propriedades funcionais dependem do
tipo de laminagdo que € utilizado na formagao de filmes bicamadas (ou multicamadas), ou
seja, se uma camada ndo possuir boa e continua aderéncia com a outra camada, pode
prejudicar as propriedades mecanicas, resultando em baixos valores de tensdo na ruptura ¢
alongamento (Quezada-Gallo et al., 2000; Morillon et al., 2002).

Chen et al. (2010) produziram filmes bicamadas a base de amido de tapioca, goma
da folha “hsian-tsao” e surfactante éster de sucrose. Estes filmes apresentaram excelentes
propriedades de barreira ao vapor de dgua com valores entre 0,0048 ¢ 0,0189 g mm m>h'
kPa’', porém os resultados de tensdo na ruptura monstraram que €sses filmes foram fracos.
Os valores de tensdio na ruptura nio ultrapassaram 35 MPa além de, pouco flexiveis, com
média de alongamento de 2,83%. Os autores também observaram durante a analise de
isotermas de sor¢do de dgua, um descolamento parcial entre as camadas quando 5% de
éster de sucrose foi utilizado. A incorporagio de cera de abelha em filmes bicamadas a base
de pululana e caseinato de sodio promoveu uma reducdo na permeabilidade ao vapor de
dgua de 136 vezes comparado ao filme sem cera de abelha (Kristo et al., 2007). Esses

autores observaram decréscimo de 40 a 14 MPa na tensdo de ruptura quando a laminagdo
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com cera de abelha foi utilizada. Na produgdo de filmes bicamadas a base de gliten de
trigo, Gontard et al. (1995) observaram que dentre os lipidios utilizados, as ceras de abelha,
de parafina ¢ de carnatiba foram as que mais promoveram a redugio na permeabilidade ao

vapor de dgua.

2.4.1.2. Filmes emulsionados

Uma emulsdo consiste em um sistema coloidal heterogéneo onde ocorre a mistura
de dois liquidos imisciveis, sendo um deles disperso em forma de particulas no outro ¢ para
a estabilizacdo da emulsdo se faz necessario o uso de um agente surfactante ou tensoativo
(Callegarin et al., 1997).

Filmes emulsionados siio estruturados como uma matriz hidrocoldide continua com
particulas de surfactantes dispersas dentro e sobre a superficie do filme, ¢ a difusao de
moléculas de dgua ocorre através da fase hidrocoléide continua (Villalobos et al., 2006).
Kamper ¢ Fennema (1984) produziram filmes emulsionados de hidroxipropilmetilcelulose,
polietileno glicol e 4dcidos estearico ¢ palmitico com permeabilidade ao vapor de agua
menor que a obtida para filmes bicamadas, os valores obtidos foram, 0,0018 e entre 0,068 ¢
0,101 ¢ mm m™” h"' kPa™, respectivamente para filmes emulsionados ¢ bicamadas. Essa
diferenga na PVA, segundo esses autores, ¢ possivelmente devido a orientacdo das
moléculas dos acidos graxos. No caso do filme bicamada, o dcido graxo foi simplesmente
depositado sobre a superficie seca da camada filmogénica composta pelo
hidroxipropilmetilcelulose e polietileno glicol. Enquanto que no filme emulsionado, a
orientacdio do dcido graxo na interface ar-dgua da solugdo formadora de filme € feita antes

que os lipidios se solidifiquem na superficie do hidrocoléide. Por outro lado, Martin-Polo et
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al. (1992) ¢ Debeaufort et al. (1993) obtiveram resultados opostos, onde a permeabilidade
ao vapor de dgua foi menor em filmes a base de metilcelulose e cera de parafina em filmes
preparados pela téenica de bicamadas em relagdo aos filmes emulsionados. Debeaufort et
al. (1993) afirmaram que os filmes laminados possuem de 10 a 1000 vezes maior eficiéncia
contra a transferéncia ao vapor de dgua do que os filmes emulsionados. Morillon et al.
(2002) apresentaram uma extensa revisdo sobre o uso de compostos hidrofobicos na
produgio de filmes biodegradaveis e/ou comestivels para obten¢do de maior eficiéncia de
barreira ao vapor de dgua. Wang et al. (2009) concluiram que o ajuste de pH e o uso de
6leo de milho em filmes a base de gelatina foram fatores importantes no controle da
permeabilidade ao vapor de dgua, onde o menor valor obtido foi de 2,1 g mm m™” h' kPa’
para pH 7 e 55,2% de 6leo de milho na formulagdo. De acordo com Chen et al. (2009) a
propriedade de barreira ao vapor de dgua de filmes emulsionados a base de amido de
tapioca e goma da folha “hsian-tsao” foi promovida significativamente pela adi¢do de
surfactantes, a0 mesmo tempo em que induziu a redugdo da tensdo na ruptura, onde foram
observados valores minimos de PVA da ordem de 0,036 g mm m? h'! kPa" (Chen et al.,
2009). Esses autores afirmaram que a redugdo da PVA devido a adig¢do de surfactantes
deveu-se a interagdes de ligagdes de hidrogénio entre a fase hidrocoldide e a por¢do polar
do surfactante, reduzindo assim o niimero de grupos polares disponiveis para interagir com

as moléculas de agua.

2.4.2. Modificagbes quimicas e/ou enzimaticas

A introducdo de ligagdes cruzadas (cross-links) dentro ou entre as cadeias protéicas

seja por modificagdes enzimaticas ou quimicas ¢ vista como alternativa para a promogao de

41



Capitulo 2 — Revisao Bibliogrdfica

uma melhor estruturagdo e ordenagdo da matriz polimérica que pode resultar em melhores
propriedades funcionais dos filmes (Guilbert, 1986). Dessa forma, agentes de crosslinking
podem ser usados para melhorar a resisténcia a agua, coesiio, rigidez, as propriedades
mecdnicas e de barreira ao vapor de dgua de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis, ¢ o
aumento da coesdio entre as cadeias protéicas ¢ um dos responsdaveis pela melhora na
funcionalidade dos filmes (Galietta et al., 1998; Marquié et al., 1995).

Tratamentos enzimaticos de ligagdes cruzadas com transglutaminase ou peroxidases
podem ser utilizados para estabilizar filmes a base de proteinas, no entanto, a
disponibilidade limitada da transglutaminase ¢ o alto custo de produgao desse tipo de filme
tém reduzido seu uso potencial em filmes comestiveis (Galietta et al., 1998). Os agentes
quimicos mais comuns de liga¢des cruzadas sdo glutaraldeido, gliceraldeido, formaldeido,
gossipol, e dcidos tinico e lactico (Marquié et al., 1995).

Modificagdes em filmes a base de gelatina foram eficientes na reducdo da PVA,
sendo observados decréscimos aproximados de 40% para modificagdo enzimatica com
transglutaminase, de 22% para modificagdo quimica com formaldeido e de 12% para a
adi¢do de glioxal. No entanto, ndo foi observada melhoria nas propricdades mecénicas,
embora o uso de formaldeido tenha resultado em aumento significativo da tensdo na ruptura
(Carvalho e Grosso, 2004).

Sztuka et al. (2009) estudaram o efeito de compostos hidrofobicos sobre a PVA de
filmes a base de gelatina de peixe com ou sem modificagdo com transglutaminase ou 1-ctil-
3-(3-dimetilaminopropil) carboiimida (EDC) e observaram que a PVA de filmes
modificados enzimaticamente com a presenc¢a de lecitina ¢ 6leo de colza ¢ lanolina foram
respectivamente 60% e 47% menor do que em filmes sem a adicdo dos compostos

hidrofobicos.
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Galietta et al. (1998) observaram que a adigdo de formaldeido em filmes a base de
proteinas do soro de leite induziu a alteragdes nas propriedades mecénicas, com aumento na
tensdo de ruptura ¢ no mddulo de elasticidade e redugdo da solubilidade em dgua da
proteina, devido a formagdo de ligagdes covalentes. Marquié et al. (1995) também
observaram a melhoria nas propriedades mecénicas de filmes protéicos de sementes de

algodio através de modifica¢des quimicas com gossipol, formaldeido e glutaraldeido.

2.4.3. Processamento termopldstico

2.4.3.1. Extrusdo

De acordo com Riaz (2000) a extrusio de alimentos é um processo no qual o
material ¢ forcado a um escoamento, sob uma ou mais condigdes de mistura, aquecimento ¢
cisalhamento, através de uma matriz a qual ¢ desenhada para dar forma ao material
extrusado e/ou para impedir a expansdo ¢ perda de evaporag¢ao excessiva do material na
saida do equipamento. Extrusores podem ser usados para o cozimento, mistura,
texturizacdo, e dar forma aos produtos alimenticios.

O primeiro uso comercial de uma extrusora de rosca simples data da década de 20 ¢
tinha como objetivo a produgdo de macarrdo. Nessa época, 0 produto ainda nao era cozido,
porém a umidade da massa e a for¢a mecanica ja eram suficientes para moldar o produto
quando este era comprimido contra uma forma vazada. As primeiras extrusoras de rosca
simples com cozinhamento surgiram em meados dos anos 40 para a fabricagdo de snacks a
base de milho (Heldman e Singh, 1981). Esses autores definiram o cozinhamento através da

extrusio o processo no qual, amidos e/ou proteinas adquirem consisténcia plastica ¢
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cozinham através da combinacio de agdes de umidade, pressdo, temperatura ¢ cisalhamento
mecanico.

Pode-se definir a extrusdo como um processo de tratamento térmico de “High
Temperature Short Time” (HTST) ou Alta Temperatura por Curto Espago de Tempo, que
por combinagio de calor, umidade e trabalho mecédnico, modifica profundamente as
matérias-primas, dando-lhes novas formas, estruturas ¢ caracteristicas funcionais e
nutricionais (Manrich, 2005). Temperaturas muito elevadas tendem a diminuir a
viscosidade do material e podem prejudicar a formagdo do perfil desejado, além de gerar
degradagdo em alguns casos. Ja em temperaturas muito baixas o manuseio se torna dificil e
h4 geragdo de uma massa heterogénea e um produto extrusado normalmente sem qualidade
(Manrich, 2005).

Pode-se afirmar também que um extrusor desempenha a fung¢do de um reator
quimico no processamento de biopolimeros ou de alimentos em condigdes de altas
temperaturas (até 250°C), altas pressdes (até 25 MPa), num tempo de residéncia curto (1 a
2 min), nessas condi¢des, durante o processo ocorre a abertura das estruturas terciarias ¢
quartenarias de proteinas resultando na quebra e rearranjo das ligagdes de hidrogénio e
dissulfetos, permitindo a plastifica¢do e a formagdo de texturas desejaveis (Olkku e Linko,
1977).

Como vantagens do processo de extrusdo, segundo Smith (1969), pode-se citar:
adaptabilidade e versatilidade (a partir da troca de ingredientes ¢ alteragdes das condigdes
de processo pode-se obter uma grande variedade de produtos), alta qualidade ¢
uniformidade dos produtos; minimiza a degradaco de nutrientes alimenticios enquanto que
melhora a digestibilidade das proteinas (por desnaturacdo) ¢ de amidos (por gelatinizagdo);

a alta temperatura utilizada no processo também destréi os componentes antinutricionais
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(inibidores de tripsina e enzimas nio desejaveis, tais como lipases, lipoxidases e
microrganismos); o processo tem baixos custos ¢ alta produtividade em relagdo a outros
processos de cocglio; requer menos espago por unidade de opcragdo que os sistemas
tradicionais de coc¢io; alta velocidade de producdo; automagdo de processo; eficiéncia
energética ¢ auséncia de efluentes.

No fim da descarga da zona de mistura, o material extrusado chega ao maximo de
compactagio, € a pressdo e temperatura exercidas sobre o material fazem com que secja
expelido para formar o produto final, na textura, densidade, cor e propriedades funcionais
desejadas (Riaz, 2000; Manrich, 2005).

Os principais fendmenos que ocorrem durante a extrusdo sdo fisicos, fisico-
quimicos, quimicos e microbiolégicos (Cheftel, 1986). Os fisicos incluem transporte do
material, que depende do tipo e geometria do mesmo, dimensdes ¢ configuragio da rosca,
dimensio do cilindro, velocidade rotacional do eixo e tipo e desenho da matriz. Incluem
ainda a fusdo e plastificagdo sofridas pelo material; o cisalhamento, que depende do tipo de
fluxo, geometria e configuragdo da rosca e do cilindro, do espaco entre eles e da velocidade
rotacional da rosca; atrito o qual ocorre entre o material ¢ o equipamento ¢ entre as
particulas do material; transferéncia de calor que ocorre do material para o equipamento ¢
do equipamento para o material; pressao que é responsavel pela evaporagdo ¢ expansao que
ocorre no material ao sair da matriz; moldagem ¢ expansio, que dao a configura¢do ¢
tamanho ao produto. Os fendomenos fisico-quimicos sdo a plastificag¢do, o material ¢
transformado de solido a fluido, com caracteristicas plasticas, a desnaturacdo, gelatinizagao,
aglomeragdio ¢ orientagdo de estruturas. Em relacio aos fendmenos quimicos ¢
microbiolégicos pode-se incluir a caramelizagdo e reacao de Maillard, redugio de fatores

toxicos, antinutricionais e de microrganismos (Cheftel, 1986).
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Os extrusores podem ser classificados em monorosca ou dupla rosca ¢ as partes
fundamentais de um extrusor monorosca podem ser observadas na Fig. 5, as quais estdo

descritas a seguir (Manrich, 2005).

Sistema de

alimentacio
Canhiao
extrusor Rlosca Aquecedores Matriz
c BT ™ » = o oy oo (o 0 ¢ o o e o R 0 el B A L XL o - -
LI ads 12 i 13 :
Zona de alimentaciio Zona de compressio Zona de controle
de vazao

Fig. 5. Representagdo esquematica de um extrusor monorosca. L = distancia ao longo do

eixo do extrusor (Vignol, 2005).

- Sistemas de alimentagdo: alimentagdo deve ser constante e uniforme, e ser capaz
de alimentar ingredientes secos, liquidos ou mistos. O sistema de alimentagdo contém a
rosca alimentadora a qual ¢ dotada de rotagdo varidvel, tem como fun¢do abastecer
uniforme e continuamente o canhdo extrusor.

- Tanque de homogencizag¢do: quando presente, ¢ onde ocorre a distribuicio do
produto a rosca alimentadora, pode ou ndo possuir sistema de agitacio.

- Canhdo extrusor: ¢ composto por camaras encamisadas e pelos segmentos de
roscas, onde as cdmaras encamisadas permitem que se modifique a temperatura do canhio
ao longo do seu comprimento. As roscas podem ser do mesmo didmetro do inicio ao fim do

canhdo, bem como ter o segmento final na forma cénica (menor didmetro). Sua forma de
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construcio deve respeitar a relagio entre o passo e o didmetro da rosca, garantindo que no
periodo de residéncia do produto no canhdo, sejam vencidas as etapas seguintes da
extrusiio. Os restritores, roscas de duplo ou triplo passo e roscas conicas podem ser
utilizados para se obter maior pressdo interna ou maior cisalhamento, ¢ nesta fase que
ocorrem as transformacdes que mais afetam as caracteristicas finais do produto.

- Rosca: um dos componentes mais importantes e ¢ responsdvel por transportar,
fundir ou amolecer, homogeneizar e plastificar um polimero.

- Matriz: “placa” instalada no final do cilindro de formato desejado, tem as fungoes
de dar forma desejada ao produto e restringir o escoamento, que resulta no aumento da

pressdo na zona de cocgao.

Hernandez-1zquierdo e Krochta (2008) fizeram uma ampla revisdo sobre as
potencialidades do uso de proteinas no processamento termopléastico. Dentre as proteinas,
esses autores deram destaque ao gluten de trigo, zeina, soja, miofibrilas ¢ soro do leite na
formacdo de filmes usando os métodos de moldagem por compressdo ¢ extrusdo. Outros
exemplos de polimeros naturais que vem sendo utilizados para a fabricagiio de filmes
biodegraddveis por meio do método da extrusao sao proteina do milho, como a zeina (Ha ¢
Padua, 2001; Herald et al., 2002; Wang ¢ Padua, 2003), proteina de soja (Ghorpade ¢
Hanna, 1996; Naga et al., 1996; Zhang et al., 2001; Mariani et al., 2009), proteina do soro
de leite (Sothornvit et al., 2003 e 2007; Hernandez-1zquierdo et al., 2008), proteina de
girassol (Orliac et al., 2003), gelatina (Liu et al., 2006; Park et al., 2008; Fakhouri, 2008),
gluten de trigo (Pommet et al., 2003b; Finkenstadt et al., 2008), pectina (Liu et al., 20006),
amido de batata (van Soest e Knooren, 1997), amido de mandioca modificado (Sakanaka,

2007), amido de milho com e sem modificacdo (Domingo e Morris, 1999; Fishman ct al.,
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2000; Liu et al., 2005; Fakhouri, 2008; Mariani et al., 2009; Pushpadass et al., 2009), amido

de ervilha modificado (Liu et al., 2005).

2.4.3.2. Extrusdo a sopro

O processamento de um filme tubular na extrusdo por sopro caracteriza-se pela
inje¢do de ar no centro da matriz, permitindo a formacdo de uma bolha. A pressdo do ar
soprado determina o didmetro do tubo formado (Fig. 6). A geometria da bolha ¢ controlada
pela velocidade do equipamento ¢ pelo volume interno de ar. Os pardmetros de controle do
processo que a espessura do filme e didmetro da bolha, segundo Cantor (2001) sdo:
velocidades dos rolos de arraste, velocidade da rosca, volume de ar de resfriamento e
pressdo de ar de sopro. Os pardmetros de processamento exercem grande influéncia sobre
as propriedades do filme. As vantagens para a extrusdo a sopro sio resisténcia mecéanica
mais uniforme, propriedades fisicas quase iguais em ambas as diregdes, fabricagio de sacos
plasticos em uma unica operagao (corte e solda).

A massa molar e sua distribuigdo, o tipo e a quantidade de ramificacdes e
distribuicdo destas ramificagdes interferem no comportamento reolégico do material
utilizado durante o processamento, e nas propriedades finais dos filmes (Rosato e Rosato,
1988). Segundo esses autores uma alta massa molar induz a uma maior orientagio que
melhora as propriedades finais dos filmes, como resisténcia a tensio, resisténcia a fluéncia,
resisténcia ao impacto, resisténcia térmica e resisténcia a degradagdo quando em contato
com solventes. No geral, qualquer material termopléstico pode ser orientado e este processo

ocorrera normalmente um pouco acima da temperatura de transi¢do vitrea.
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Filme achatado

Extrusor
Anel de ar |

. Matriz
Bobinadeira

Ar de insuflamento

Fig. 6. Representagdo esquematica de uma extrusdo a sopro (Lim et al., 2008).

Os processos de orientagdo podem ser utilizados como ferramentas na modificagdo
das propriedades dos filmes, como mecanicas, 6ticas e de barreira a gases, podem alterar a
espessura ¢ a flexibilidade dos mesmos (Benning, 1983).

Wang e Padua (2003) investigaram a capacidade de uma mistura de zeina e acido
oléico ser processada em um extrusor seguido de sopro ¢ observaram que a temperatura do
canhio, temperatura do ar, taxa de alimenta¢do e o fluxo do ar na entrada afetaram a
operaciio. A temperatura do canhdo do extrusor e do ar de entrada no sopro foram mantidas
altas o suficiente para a resina se fundir, poder expandir e formar um tubo (Fig. 0).
Entretanto os autores observaram que temperaturas demasiadamente altas resultaram em
excessiva perda de umidade e de plasticidade do material formado. A umidade também foi

um aspecto determinante na formagao de filmes pela técnica de sopro. Em um teor inicial
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elevado de umidade, o material extrusado apresentou grande quantidade de bolhas de dgua,
as quais tendem a se romper facilmente, promovendo um colapso na formacido do filme
tubular, enquanto que baixa umidade resultou em um material seco e duro, com auséncia de

plasticidade.

2.5. Caracteristicas e propriedades funcionais de filmes biodegradaveis

Os principais pardmetros que afetam as propriedades dos filmes biodegradaveis a
base de gelatina sdo: fonte da matéria-prima, método de extracio, massa molar, método de
g .
preparagdo do filme, e grau de hidratagdo ou presenca de plastificante (Arvanitoyannis,

2002).

2.5.1. Filmes produzidos por casting

Normalmente, o aumento na concentra¢do de plastificante adicionado a solucdo
filmogénica produz filmes menos rigidos ¢ mais flexiveis devido a redugdo de interacdes
entre as cadeias poliméricas (Arvanitoyannis, 2002). O efeito do plastificante sobre as
propriedades mecéanicas ja foi discutido e apresentado por Gontard et al. (1993), Cuq et al.
(1997), Sothornvit e Krochta (2001), Tanaka et al. (2001), Sobral et al. (2001), Paschoalick
et al. (2003), Thomazine et al. (2005) e Jongjareonrak et al. (2006) e o papel da adi¢do de
plastificantes as formulacdes filmogénicas também ja foi descrito no item 2.3.2 desse
capitulo de Revisdo. O aumento na concentragdo do plastificante (glicerol ou sorbitol) de
25 para 55% em filmes a base de gelatina causou um acréscimo na flexibilidade, e redugao

na tensdo de ruptura e na permeabilidade ao vapor de agua (Thomazine et al., 2005). Esse ¢
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o comportamento classico de um plastificante hidrofilico quando inserido numa matriz
polimérica para a formacdo de filmes biodegradaveis. Gil et al. (2006), Labrecque et al.
(1997) ¢ Wang ct al. (2008) também observaram redug¢do na tensdo de ruptura ¢ aumento
no alongamento quando plastificantes hidrofobicos foram utilizados, respectivamente, na
plastificacio de poli(cloreto de vinila), acido polilactico e poli-3-hidroxibutirato.

O aumento da hidrofobicidade na matriz filmogénica pode acarretar em decréscimo
dos valores de permeabilidade ao vapor de dgua (PVA). Muitos estudos revelaram a
importancia do uso de lipidios na composi¢do dos filmes quanto a prote¢do a transferéncia
a0 vapor de agua, quando esses sio feitos pela técnica de casting (Pommet et al., 2003a;
Bravin et al., 2004; Bertan et al., 2005; Wang et al., 2009; Chen et al., 2009 ¢ 2010). De
acordo com McHugh e Krochta (1994) a diminuigao da PVA pela incorporagao de lipidios
na formulacdo filmogénica deve-se ao fato de que as proteinas estariam parcialmente
imobilizadas na interface da matriz pelas particulas lipidicas emulsionadas, diminuindo a
mobilidade polimérica e reduzindo a difusividade da agua través da proteina interfacial.
Filmes a base de amido de tapioca e goma da folha “hsian-tsao” foram preparados pelas
técnicas de emulsdo e laminagdo, respectivamente, por Chen et al. (2009) e Chen et al.
(2010). Eles observaram que a PVA foi reduzida significativamente pela adi¢do de
surfactantes, obtendo valores muito inferiores aos normalmente reportados na literatura.

Zahedi ct al. (2010) na elaboragdo de filmes protéicos a base da globulina de
pistache e surfactante Tween 80, reduziram em aproximadamente 37% a 43% a PVA a
partir da adigdo de 4cidos graxos palmitico e estearico. No entanto a adi¢do desses
compostos lipidicos a formulagao filmogénica resultou em filmes fracos, onde a tensao na
ruptura ndo ultrapassou 10 MPa. Os filmes emulsionados também perderam em

flexibilidade com relacdo ao filme controle (sem a adi¢do dos acidos graxos), o
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alongamento passou de aproximadamente 100% (filme controle) para a média de 50%
devido a adicdo dos lipidios, possivelmente porque filmes emulsionados possuem baixo
contetido de agua, contribuindo para a diminuigdo da mobilidade entre as cadeias protéicas
(Quezada-Gallo et al., 2000). De acordo com os autores, a incorporagdio dos acidos graxos
criou uma matriz filmogénica heterogénea provavelmente devido ao enfraquecimento das
interacdes intermoleculares com conseqiiente redug@io nos valores de tensdo na ruptura dos
filmes emulsionados.

Em filmes ¢ coberturas, a cor ¢ opacidade, podem ser fatores mmportantes que
influenciam no potencial de emprego desse tipo de material, principalmente se o objetivo
for a sua utilizacdo em aplicagdes diretas sobre os alimentos ou mesmo usados como
embalagens, nesses casos uma maior transparéncia pode ser desejdvel (Yang e Paulson,
2000; Gontard et al., 1994). Outro aspecto importante € que os filmes ndo devem apresentar
alteracdes de coloragio ¢ de opacidade durante o tempo de armazenamento, pois fais
alteragdes podem prejudicar a aceitagdo do produto acondicionado (Chen, 1995). A adigdo
de compostos hidrofébicos a formulagio filmogénica geralmente acarreta em filmes menos
transparentes, ou seja, mais opacos, conforme foi observado por Quezada-Gallo et al.
(2000) em filmes emulsionados de metilcelulose que resultaram em transparéncia
significativamente menor do que os filmes que foram adicionados de lipidios. Yang ¢
Paulson (2000) também observaram aumento na opacidade de filmes de gelana de acordo
com o aumento nas concentragoes de acidos estedrico e palmitico. A adigio crescente de
triacctina, dcidos graxos e breu branco em filmes a base de gelatina resultou no aumento
nos valores de opacidade (Bertan et al., 2005).

Na andlise da temperatura de transicdo vitrea (Tg) em filmes a base de globulina de

pistache e dcidos graxos (Zahedi et al., 2010), foi observado somente a presenga de um pico
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de transicio vitrea, indicando, segundo esses autores, a compatibilidade ¢ uma boa
dispersdo dos compostos hidrofébicos com o biopolimero. Todas as substancias utilizadas
para a formagdo do filme contribuiram para a estrutura¢ao da matriz filmogénica. Enquanto
que Pommet et al. (2003a) observaram a presenga de duas Tg em filmes a base de gluten de
trigo quando é4cidos laurico, miristico ¢ palmitico foram adicionados a solugdo formadora
de filme. A presenca de mais de uma Tg deveu-se a distribuigao heterogénea desses acidos
graxos na matriz polimérica induzindo regides nas quais o lipideo pode ter permanecido
numa fase relativamente cristalina (Pommet et al., 2003a).

Algumas propriedades funcionais como tensio na ruptura, alongamento ¢
permeabilidade ao vapor de 4dgua de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis reportados na
literatura sdo comparados com alguns filmes plasticos convencionais ¢ podem ser

observados na Tabela 5.
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2.5.2. Filmes feitos por extrusdo

Diferente dos polissacaridcos, que possuem um tinico grupo reativo ¢ a hidroxila, as
proteinas oferecem uma grande possibilidade de interagdes e reacoes quimicas (Kokini et
al., 1994). As proteinas podem participar nas reagdes quimicas através de ligagoes
covalentes (peptidicas ¢ dissulfidicas) e interagdes ndo covalentes, por meio de ligacoes
ionicas, van der Waals e ligagdes de hidrogénio, também ha a possibilidade de formagao de
interagdes hidrofobicas que ocorrem entre os grupos apolares de alguns aminodacidos
(Kokini et al., 1994). As proteinas também s@o sensiveis a mudancas na temperatura, onde
dependendo da temperatura utilizada, pode ocorrer a degradagio da proteina. Sao ainda
sensiveis ao teor de umidade, o qual pode atuar como plastificante. Altas temperaturas e
baixos teores de umidade podem resultar em degradagio protéica durante o processamento
termopléstico (Hernandez-1zquierdo e Krochta, 2008).

Altas temperaturas promovem a associagdo das cadeias poliméricas através de
interagdes hidrofébicas e estabilizagdo por meio de ligagdes dissulfidicas (Redl et al,
1999). A formagio densa dessas associagdes e ligagoes cruzadas dentro no canhdo extrusor
causam aumento na viscosidade e diminuigdo da mobilidade da cadeia, como resultado, o
tempo de residéncia, o torque ¢ a pressao na zona de cisalhamento irdo aumentar podendo
acarretar na degradacio da proteina. Plastificantes ¢ outros aditivos quimicos podem ser
empregados com o intuito de se reduzir essas interagdes intermoleculares durante a
extrusdo, permitindo trabalhar em condigbes mais adequadas de processo e alcangar
melhores propriedades finais do produto formado (Verbeek e van den Berg, 2010). O
processamento de proteinas pela extrusdo pode acarretar em materiais com razoaveis

propriedades mecanicas, quando comparados aos plasticos sintéticos. Os filmes protéicos
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extrusados possuem similares tensdes na ruptura, mas geralmente sdo menos flexiveis que
os sintéticos (Verbeek e van den Berg, 2010). De acordo com esses autores a solubilidade
de filmes protéicos antes ¢ apds o processamento ¢ geralmente tida como um bom indicador
de formacdo de ligacdes cruzadas durante o processamento, podendo indicar o tipo de
interagdes formadas durante a extrusao.

A tecnologia de extrusdo foi investigada na produgdo de filmes a base de zeina e
4cidos graxos por Ha e Padua (2001). Os autores observaram que o aumento da temperatura
de processamento causou o aumento da tensdo na ruptura e diminuigdo nos valores de
alongamento. Enquanto que a adigdo de solvente diminuiu a viscosidade ¢ promoveu
melhor processabilidade do material durante a extrusio. Esses autores também observaram
que a velocidade da rosca ndo interferiu significativamente nas propriedades avaliadas.

Park et al. (2008) elaboraram filmes a base de gelatina, sorbitol ¢ glicerol, por
casting e por extrusdo e compararam os filmes resultantes obtidos pelos dois métodos.
Previamente a extrusio, foi preparada uma resina e as condi¢oes de ajuste da umidade de
pré-acondicionamento dessa resina foram fatores importantes para a aplicagdo posterior nas
condi¢cdes de extrusdo. Esses autores observaram que a mistura de gelatina e sorbitol
formaram filmes mais espessos devido a baixa capacidade de fluidez proporcionada por
essa mistura na extrusora. Quando Park et al. (2008) compararam as propriedades
mecanicas dos filmes elaborados por casting e por extrusao, observaram que a tensao na
ruptura foi superior para filmes por casting, porém o alongamento maior foi apresentado
para filmes extrusados. Normalmente os biopolimeros extrusados apresentam micro canais
(micro voids) devido a evaporagiio excessiva da dgua. Wang e Padua. (2003) também
observaram a presenca dos microcanais em filmes extrusados a base de zeina. Esses autores

produziram também filmes por extrusdo seguida de sopro ¢ identificaram que a téenica de

5
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producdo dos filmes a base de zeina teve influéncia sobre suas propriedades mecénicas ¢
que a taxa de evaporagdo de umidade foi o fator de maior importancia para essa diferenga.

O aumento na concentracdo de glicerol de 20 a 40% provocou o aumento
significativo nos valores de alongamento de 1,5 a 106% em filmes de proteina do soro de
leite feitos por compressio, no entanto, a tensdo na ruptura diminuiu de 15,8 para 1,6 MPa
(Cunningham et al., 2000). Sothornvit et al. (2007), em filmes feitos moldados por
compressdo a base de proteina do soro de leite e Zhang et al. (2001) em filmes extrusados
de proteina isolada de soja, também observaram o mesmo comportamento de acordo com o
aumento na concentracdo de glicerol. Observou-se que quantidades muito baixas de glicerol
resultaram em  filmes extremamente frageis e quebradigos, com dificuldades de
processamento do material (Zhang et al., 2001).

O processamento de filmes a base de pectina e gelatina adicionados de alginato de
sodio, com a presenca de Oleos de milho e de oliva formaram matrizes estaveis, mesmo
ap6s refrigeragio do material, e, portanto foram considerados com grande potencial para
serem utilizadas como embalagens (Liu et al., 2006). Esses autores observaram que as
temperaturas utilizadas normalmente em processos de elaborag¢io de filmes via casting sao
baixas (ao redor de 80 °C) quando comparadas as temperaturas usadas na extrusdo (maxima
de 135 °C). Os autores observaram também que a diferenga na temperatura € pressao
utilizadas entre os dois processos afctou a inclusio do 6leo utilizado, modificando a PVA,
observando, entretanto, que a quantidade adicionada dos 6leos que ndo excedeu a 5%, ndo
foi suficiente para otimizar as propriedades de barreira ao vapor de agua.

Na comparacio de filmes de zeina processados por extrusor de rosca simples ¢ rosca
dupla, Wang e Padua (2003) demonstraram que a tensdo de ruptura em filmes plastificados

com 4cido oléico foi maior para aqueles elaborados no extrusor de rosca dupla, enquanto
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que os valores de alongamento foram superiores para os filmes obtidos pelo extrusor de
rosca simples. Os autores atribuiram essa diferenca nas propriedades mecanicas devido a
alta pressio ¢ forga de atrito superior desenvolvidos no extrusor de rosca dupla.

Na Tabela 6 observam-se as propriedades mecanicas e de barreira ao vapor de agua
bem como valores de solubilidade para filmes protéicos elaborados por extrusdo ou pelo
método da moldagem por compressdo. De maneira geral, os filmes protéicos sdo mais
fracos e possuem menor alongamento quando comparados aos filmes sintéticos e, por isso,
podem ser utilizados como envoltorios individuais ou como pequenas bolsas protegidas por
uma embalagem secunddria como, por exemplo, caixas de papeldo (Hernandez-Izquierdo ¢
Krochta, 2008).

A técnica de moldagem por compressdo foi avaliada na formacdo de materiais
termoplasticos a base de proteina do soro de leite por Sothornvit et al. (2003). Esses autores
reportaram que a plastificagdo da proteina com agua resultou em filmes frageis, porém
insoluveis em agua, enquanto que a adigdo de glicerol tornou o material mais flexivel. A
solubilidade do filme dependeu da temperatura utilizada para a formagido do mesmo. Esses
autores observaram que a PVA ndo foi afetada pela quantidade de plastificante, nem pela
temperatura e pressdo da compressdo, com valores de PVA observados variando de 14 a

16 g mm m? h' kPa.
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ABSTRACT

The aim of this study was the production and characterization of gelatin-based films using
hydrophobic plasticizers derived from citric acid and soy lecithin as emulsifier. The films
were characterized as to their mechanic properties, permeability to water vapor, opacity,
morphology and possible interactions using Fourier transform infrared spectroscopy.
Tensile strength values (TS) varied from 36 to 103 MPa, however, the increase in the
concentration of plasticizers (acetyltributyl citrate and tributyl citrate) reduced TS by 57%
and no relation was observed between plasticizer quantitics and the elongation in the
quantities tested. Permeability to water vapor varied between 0.17 a 0.34 (g mm/m’ h kPa),
slightly increasing with the increase in concentration of plasticizers. The effectiveness in
the use of soy lecithin emulsifier in the homogenization between the compounds could be

proven by microscopic observation using confocal laser microscopy.

’ Corresponding author. Tel.: +55-19-35214079; fax: +55-19-35214060
E-mail address: grosso@fea.unicamp.br (C.R.F. Grosso)
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1. Introduction

Protein films have good mechanical resistance but present high permeability to
water vapor. They are very sensitive to environmental conditions, notably to relative
humidity (RH), due to the hygroscopic character of this material. Independently of the
protein used, the production of edible and/or biodegradable film requires the use of a
plasticizer in order to increase its flexibility and its handling and it may
simultaneously induce the reduction of the vitreous transition in an undesirable
manner (Rahman & Brazel, 2004). In structural terms, the plasticizers are inserted
into the polymeric matrix, increasing the free space between the chains, causing a
decrease of intermolecular forces along the matrix (Rodriguéz, Osés, Ziani & Maté,
2006; Sothornvit & Krochta, 2001). The most widely used plasticizers include
glycerol (Chen & Lai, 2008; Sobral, Santos & Garcia, 2005); sorbitol (Thomazine,
Carvalho & Sobral, 2005; Carvalho et al., 2008; Kristo & Biliaderis, 2006); propylene
glycol and polyethylene glycol (Vanin, Sobral, Menegalli, Carvalho & Habitante,
2005). However, all these plasticizers present hydrophilic characters, which contribute
to the increase of water permeability and susceptibility of the matrix to environmental
humidity. The inclusion of hydrophobic components as an alternative to reduce this
behavior is being studied. Films composed of lipid-polysaccharides (Callegarin,

Gallo, Debeaufort & Voilley, 1997, Cheng, Abd Karin & Seow, 2008; Karbowiak,
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Debeaufort & Voilley, 2007) or of lipid-proteins (Bertan, Tanada-Palmu, Siani &
Grosso, 2005; Gontard, Marchesseau, Cuq & Guilbert, 1995; MgHugh & Krochta,
1994a) in laminated or emulsion form, have been developed, presenting increase in
resistance to humidity, but with loss in their mechanical properties.

Hydrophobic plasticizers are much used in the pharmaceutical industry for the
production of biodegradable materials, but little used in filmogenic formulations. Among
the hydrophobic plasticizers are citrate esters, derived from citric acid (Labrecque, Kumar,
Davé, Gross & McCarthy, 1997), which do not present toxicity and are approved as
additives in plastics for medical application, personal hygiene and contact with food, and
present a rapid biodegradability (Rahman & Brazel, 2004).

Tributyl citrate, acetyltributyl citrate, triethyl citrate and acetyltriethyl citrate
hydrophobic plasticizers were used in the production of films extruded through poly-vinyl
alcohol resulting in the increase of flexibility of the films, reaching elongations above
600%, but the increasing addition of plasticizers caused a reduction reaching 80% of TS,
reducing also the temperature of glass transition of the resulting films (Labrecque et al.,
1997), similar to the behavior observed in edible and/or biodegradable films plasticized
with polyols (Sobral, Menagalli, Hubinger & Roques, 2001; Sobral et al., 2005). When
diethyl citrate, O-acetyltriethyl citrate and glycerol and maleic anhydride were used in the
plasticizing of cellulose diacetate, it was observed that plasticized films with glycerol and
maleic anhydride were more fragile in relation to those plasticized with citrate esters. The
mechanical properties were superior for films plasticized with acetyltricthyl citrate, with
TS between 28 and 40 MPa and elongation values reaching 70%. However, the citrate
esters showed a reduction of 80-100 °C in the glass transition temperature of cellulose

diacetate (Lee & Shiraishi, 2001).
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Due to difficulties of homogeneous incorporation of hydrophobic composites in
hydrophilic filmogenic matrices, the aim of this work was the development and the
characterization of gelatin-based films using hydrophobic plasticizers derived from citric
acid (tributyl citrate, acetyltributyl citrate, tricthyl citrate, acetyltriethyl citrate) for the
purpose of producing biodegradable films with better water-barrier properties. In addition,
different concentrations of lecithin were added to the formulations studied. Mechanical
properties, permeability to water vapor, morphology and possible interactions among the

constituents used in the formulations were evaluated.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Pig type A hide gelatin (260 bloom) donated by Gelita do Brasil Ltda. (Sao Paulo,
SP, Brazil), tributyl citrate (TB, 360.4 Da), acetyltributyl citrate (ATB, 402.5 Da), triethyl
citrate (TC, 276.3 Da), acetyltriethyl citrate (ATC, 318.3 Da) donated by Mortlex, Inc.
(Greensboro, North Caroline, USA) and soy lecithin (E 322, Caramuru, Sdo Simao, GO,

Brazil).

2.2. Preparation of biodegradable films

The films were prepared using casting techniques, with a fixed gelatin

concentration of 4 g/100 g of film-forming solution. Tributyl citrate (TB), acetyltributyl
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citrate (ATB), triethyl citrate (TC), acetyltriethyl citrate (ATC) plasticizers were added in
concentrations (Cp) of 10, 30, 50 and 75 g/100 g of gelatin. Soy lecithin (Cyr) was used as
emulsifier agent in concentrations of 10, 30 and 60 g/100 g of plasticizer.

For the preparation of the film-forming solution (FFS), the gelatin was hydrated at
room temperature (25 + 2 °C) for 30 minutes, followed by solubilization at 55 °C for
15 minutes. The plasticizers and the lecithin were added in ethanol (20 g/100 g of
filmogenic solution) and maintained under magnetic agitation for 2 h at room temperature.
At the end of this period, the solubilized gelatin was added and the mixture was
homogenized at 10,000 rpm for 10 min using homogenizer (UltraTurrax IKA, T18). The
homogenized mixture was vacuum-filtered to reduce the air bubbles formed during
agitation. The filmogenic solution obtained was dispersed on acrylic plates (20 x 12 c¢m)
and kept at room temperature (25 £ 2 °C; 50 £ 5% RH) to dry for approximately 18 h.

Preliminary tests were performed for the suitability of film thickness from the
filmogenic solutions containing different concentrations of plasticizers and soy lecithin.
This verification was performed from the related volume of filmogenic solution by the
supporting plate area in order to maintain constant the final thickness, among the different
formulations studied. Films without the addition of soy lecithin were also prepared for
later comparison.

Before characterization, and after drying, films were maintained in desiccators (25

+ 2 °C, 50 = 2% RH, Mg(NOs); 6 H,0) during 7 days.

2.3. Film characterization, visual aspects and thickness
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Visual and tactile analyses were carried out with the aim of using only
homogeneous films without phase separation, exudation, absence of insoluble particles,
uniform color, without brittle zones and easy to remove from acrylic supports. Films not
presenting these characteristics were discarded. Film thickness was determined using a
Mytutoyo Corp. digital micrometer (Tokyo, Japan) taking the average of 10 random

measurcments.

2.4. Mechanical properties

The tensile strength (TS), elastic modulus (EM) and elongation (E %) of the films
(100 x 25 mm), as the average of 10 determinations, were determined using a model TA-
XT?2 texturometer, TA Instruments (Newcastle, USA) according to the ASTM D882-95
method (ASTM, 1995a). The initial distance of separation and velocity were adjusted to

50 mm and 1 mm/s respectively, with a 5 kg load cell.

2.5. Water vapor permeability

Water vapor permeability (WVP, g mm/m> h kPa) was determined at 25 + 2 °C
according to the ASTM E96-95 method (ASTM, 1995b). The inside of the cells were
filled with anhydrous calcium chloride. The cells were covered with the conditioned films,
sealed and placed in desiccators containing a saturated NaCl solution (75 + 3% RH).
Samples were weighed five times during 48 h and determinations were carried out in
triplicate. Data were recorded in a weight gain vs. time graph. The coefficient of the

straight line, obtained by lincar regression, was determined and the WVP was calculated
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by WVP =g x/t A P, (RH,-RH,), where g/ is the coefficient of the straight line (g/1), x is
the average thickness of the material (mm), 4 is the permeation area (mz), P, 1s the water
vapor partial pressure at 25 °C (kPa) and (RH;-RH,) is the gradient of relative humidity of
the environment containing anhydrous calcium chloride (0% RH) and satured NaCl

solution (75% RH).

2.6. Opacity

Film opacity was determined using a Hunterlab colorimeter (Colorquest II, Reston,
VA, USA) according to the ASTM D523 method (ASTM, 1999), working with Dgs (day
light) and a 30 mm opening measuring cell. The determinations were made in triplicate
after calibration using black and white backgrounds, where Opacity (O,) = (Our/Opw) * 100,
O, being the percentage opacity of the films, Oy is the opacity of the film against a black

background and Oy, the opacity of the film against a white background.

2.7. Morphology

2.7.1. Scanning Electron Microscopy

Films were equilibrated in desiccators containing silica gel (25 °C) for a period of
7 days and then fractured with liquid nitrogen or left without fracture. The samples were
coated with gold in a sputter coater POLARON SC7620 (Ringmer, England), 3-5 mA,
during 180 s, morphological observations of the surface and internal structure of the films
were done using a scanning electron microscope LEO 440i (Cambridge, England), at

5kV.
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2.7.2. Confocal Laser Scanning Microscopy

The morphology of films was also observed using a CARL-ZEISS LSM 510
META (Oberkochen, Germany) confocal laser scanning microscopy (CLSM). The laser
was adjusted to the green/red fluorescence mode, which yielded two excitation
wavelengths (488 and 514 nm). Green and red fluorescent images were obtained from
these two separate channels and the images were then merged. For all observations the
height was adjusted to be at half of the thickness of the films.

The dissolved gelatin was stained with fluorescein isothiocyanate, FITC
(Lamprecht, Schaffer & Lehr, 2000), with modification in concentration, 50 pl FITC/2.5 g
of protein. After addition, the protein solution containing the dye was stirred for lh at
40 °C before use. Plasticizer and lecithin were dyed with Nile Red (1 mg/30 g of
hydrophobic substance) according to the same reference. The films with and without
lecithin were produced as Section 2.2. After conditioning, small pieces of film were fixed

to glass slides and observed by CLSM.

2.8. Infrared Spectroscopy

The Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) analyses were done
according to Vicentini (2003) using a Perkin Elmer - Spectrum 2000 FT-IR
(Massachusetts, USA) spectrometer with a Universal attenuated total reflectance (UATR)
accessory at room temperature. Films were placed in the support and pressed by the
measuring sensor. Ten scans were done for each sample, from a spectral range of 400-

4000 cm’" and a resolution of 4 em
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2.9. Experimental design and statistical analysis

The experimental design included four different plasticizers and each onc was
studied at four levels. At each level, three different concentrations of lecithin were used
producing 12 formulations for each plasticizer and all formulations were produced three
times. For opacity, mechanical and water vapor barrier properties, at least, three
determinations were obtained for each film. Statistical analysis was carried out using
Statistica 5.5 (Statsoft, Tulsa, OK, USA) and the differences between the means were

determined by the Tukey multiple test (p < 0.05).

3. Results and discussion

Initially the films were prepared with ATB, TB, ATC and TC hydrophobic
plasticizers without the addition of lecithin; although presenting flexibility, allowing its
removal from the support, also presented separation from the phase with apparent
exudation during the drying process of the filmogenic solution, being discarded for the
continuity of the experiments.

Films with ATB, TB, ATC and TC and lecithin were prepared, and after drying it
was observed that the films containing ATC and TC plasticizers presented reduced
flexibility and exudation of these plasticizers on the surface of the films, so these films
were discarded for the continuity of the experiments. The hypothesis presented in the
literature for films where there is a separation of phases, is that the hydrophobic part of the

solution is turned to the film/air interface, while the hydrophilic part bends to the surface
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of the contact film support, thus producing exudation away from the film (Cuq, Gontard,
Cuq & Guilbert, 1996).

The films produced with gelatin, ATB and TB and the lecithin emulsifier
presented flexibility, were visually homogeneous and without apparent exudation,
indicating that the lecithin was effective as an emulsifying agent, favoring the miscibility
of these hydrophobic plasticizers (ATB and TB) in the protein matrix. Thus, only the
plasticizers of the tributyl series (ATB and TB) were studied.

The thickness of the films varied from 0.035 + 0.005 a 0.045 £ 0.005 mm, the
variation caused by the increase in concentrations of the hydrophobic and soy lecithin
plasticizers in the formulations, an effect observed previously (Bertan et al., 2005;

Thomazine et al., 2005).

3.1. Mechanical Properties

The increase in the concentration of plasticizers (ATB and TB), independently of
the type used, for all concentrations of lecithin studied, produced reduction in the value of
the TS (Fig. 1). For concentration of lecithin of 10 g/100 g of plasticizer, where the largest
values of TS were observed, the use of TB was more effective (102.54 MPa) in
comparison with the use ATB (84.47 MPa).

Reduction of TS due to the increase in concentration of hydrophilic plasticizer 1s
amply reported in specialized literature (Cuq, Gontard & Guilbert, 1997; Sobral et al.,
2001; Sothornvit & Krochta, 2001; Srinivasa, Ramish & Tharanathan, 2007; Thomazine

et al.. 2005; Vanin et al., 2005). When compared to the addition of hydrophilic
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composites, the addition of hydrophobic plasticizers (Fig. 1) produced films with greater
values of TS, using similar levels of plasticizers. For 30% of plasticizers, the maximum
attained values were 68.81 MPa (acetyltributyl citrate) and 68.86 MPa (tributyl citrate)
against 47.81 MPa for 25% of sorbitol and 21.14 MPa for 25% of glycerol (Thomazine ct
al., 2005). The TS determined in fish-gelatin-based films plasticized with glycerol,
sorbitol, ethylene glycol and polyethylene glycol, were also inferior to the present work,
the maximum attained being 67.32 MPa for the addition of 25% of ethylenc glycol

(Jongjareonrak, Benjakul, Visessanguan & Tanaka, 20006).
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Fig. 1. Effect of the plasticizer (Cp) and lecithin (Cy) concentrations on tensile stregth: (I)
CL =10 g/100 g of plasticizer; (II) C. = 30 g/100 g of plasticizer and (I1I) Cr. = 60 g/100 g
of plasticizer. Note: different letters inside the figure indicate significant difference
between the averages (p < 0.05), capital letters represent acetyltributyl citrate (ATB) and

lower case letters represent tributyl citrate (TB).
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In the case of some synthetic polymers, TS values between 8.6 to 175 MPa were
obtained (Gennadios, McHugh, Weller & Krochta, 1994). Lower values are found for
low-density polyethylene LDPE, (8.6-17.3 MPa) and for co-polymer ecthylene vinyl
acetate EVA (13.8 MPa). Intermediate values were observed for high-density
polyethylene (HDPE) which attained 34.6 MPa and for oriented polystyrene (OPS) with a
range of 62.2-82.7 MPa, while the vinyl co-polymer and vinylidene chloride (PVDC) and
cthylene polythereftalate (PET) were responsible for the highest values of TS, 138 and
175 MPa respectively (Gennadios, McHugh, Weller & Krochta, 1994).

The elongation values (E %, Table 1) indicate that when increased concentrations
of hydrophobic plasticizers were added together with increased quantities of lecithin, £ %
tends to increase slightly when TB is used, with maximal variation of £ % between 3.1 to
59% and of 4 to 12.2% in the case of ATB, without significant influence in the use of
hydrophobic plasticizers, as well as in additions of soy lecithin emulsifiers, in the values
of E %. On the other hand, the use of sorbitol and glycerol in gelatin films (Thomazine et
al., 2005) promoted greater flexibility to films with E % value of 127% when 55% of
glycerol was used. Greater flexibility in fish-gelatin films with elongation value of 98%
for the addition of 75% glycerol was also observed (Jongjareonrak et al., 2000).
According to the authors, glycerol, being a small-chain molecule with highly hygroscopic
characteristics is easily inserted between the protein chains and attracts more water for the
structure of the film, becoming more flexible. ATB and TB plasticizers are molecules with
hydrophobic characteristics and present a more complex chain, probably the reason why
the elongation results with the use of these plasticizers appear inferior to other works

realized using hydrophilic plasticizers.
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Capitulo 3 — Effect of hydrophobic plasticizers on functional properties of gelatin...

Reduction of TS and increase in £ % with the increase of hydrophobic plasticizers
were also observed by some authors (Gil, Saska & Negulescu, 2006; Labrecque et al.,
1997; Wang et al., 2008). In films produced with vinyl poly-chloride plasticized with
tributyl citrates and acetyltributyl, lesser reductions were observed in TS by the use of
tributyl citrate, compared to films prepared with O-acetyltributyl (Gil et al., 2000).
Similarly, in polylactic acid films plasticized with citrate esters, a higher value of TS was
observed for films with the addition of tributyl citrate in relation to the citrate acetyltributyl
plasticizer (Labrecque et al., 1997). The TS values observed in this work for gelatin-based
films plasticized with ester citrates varied from 36 MPa to 103 MPa, superior to those
found in the literature of similar levels of these same plasticizers, being 29.8 MPa for vinyl
polychloride plasticized with 15% of acetyltributyl citrate (Gil et al., 2006), 22.4 MPa for
polylactic acid plasticized with 10% of tributyl citrate (Labrecque et al., 1997) and
14.3 MPa for poly-3-hydroxybutyrate with the addition of acetyltributyl citrate (Wang et
al., 2008).

The values of elasticity modules (EM, Table 1) decreased with the increase of
concentrations of hydrophobic plasticizers, presenting significant effects such as those
observed for the TS (Table 1). The increase in quantities of lecithin, with a fixed
concentration of plasticizers, independently of the type used, did not produce changes in the

EM values.

3.2. Properties of water vapor barrier

[n general, the increase n quantities of plasticizers slightly increased the values of

water permeability obtained (WVP, Table 1), however, a similar behavior was observed
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without significant differences, when hydrophilic plasticizers were used (Jongjareonrak et
al., 2006; Sobral et al., 2001; Thomazine et al., 2005; Vanin et al., 2005). The increase in
the quantity of lecithin slightly increased the WVP, also without significant differences
among the results. Slightly inferior values were observed for the WVP with the addition of
ATB in relation to films with added TB. This behavior may be due to the ATB plasticizer
characteristic, which is less polar than the tributyl citrate, as that has an acetyl group, a
greater number of unsaturations and a higher molar mass. Differences in the nature of
plasticizers used may produce different abilities to attract water molecules for the
filmogenic network (Jongjareonrak et al., 2006).

The WVP values obtained for films containing hydrophobic plasticizers with
gelatin/lecithin were slightly inferior or similar to those observed in the literature for gelatin
films with added hydrophilic plasticizers: 0.54-0.95 g mm/m* h kPa (Thomazine et al.,
2005), 0.30-0.59 ¢ mm/m* h kPa (Vanin et al., 2005), 0.17-0.38 g mm/m® h kPa (Sobral et
al., 2001) e 0.44-1.23 g mm/m’ h kPa (Jongjareonrak et al., 2006). The introduction of the
hydrophilic plasticizers of low molecular mass may reduce interactions of protein-protein,
producing an increase in molecular mobility, thus facilitating migration of water vapor
(Oliarc, Rouilly, Silvestre & Rigal, 2003; Rodriguez et al. 2006; Sobral et al., 2001;
Thomazine et al., 2005). In addition, it may provoke a reorganization of the protein network
which becomes less dense with a larger free volume (Cugq et al., 1997; Oliarc et al., 2003),
facilitating greater mobility of the solvent and as a consequence, greater water diffusion by
the film matrix (Sobral et al., 2001). The addition of an emulsifier may also have
diminished the humidity content of the films, due to the interaction of hydrogen bridges
between the hydrocolloid and the polar groups of the emulsifier, thus reducing the number

of polar groups available to interact with the water molecules (Villalobos, Hernandez-
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Munoz & Chiralt, 20006).

When compared to WVP value obtained for the simple gelatin film (0.54 *
0.03 g mm/m” h kPa), the values of permeability to water vapor were inferior, for both
types of hydrophobic plasticizers used, indicating that the addition of plasticizers exerted a
barrier effect. Despite the reduced WVP values observed for the gelatin films to which
hydrophobic plasticizers were added, the order of magnitude of the values obtained are still
superior to those found for synthetic plastics, with the exception of the cellophane WVP,
the value of which is equal to 0.30 g mm/m> h kPa, while for low-density and high-density
polyethylenes the WVP reported is equal to 333 x 107 and 8.33 x 10" ¢ mm/m’ h kPa,
respectively. For EVOH, ethylene co-polymer and vinyl alcohol, the WVP is 1.05 x ik

g mm/m” h kPa (McHugh & Krochta, 1994b).

3.3. Opacity

The films obtained, independently of formulation, appeared opaque, with slight
yellowish coloration due to the presence of the soy lecithin emulsifier, which contains a
brownish coloration. It may be observed on Table 1 that the increase in concentration of
plasticizer (TB or ATB) provoked an increase in opacity (p < 0.05). A similar behavior was
found in gelatin-based films and Brazilian elemi (Bertan et al., 2005), and films produced
with protein isolated from milk whey, with the addition of fatty acids (Fernandez, Apodaca,
Cebrian, Villardn & Maté, 2007). Films plasticized with TB were more opaque than those
plasticized with ATB. In many applications an increased opacity is undesirable, although

some applications need to provide protection against reactions of deterioration produced by
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the effect of light, offering some advantage to this type of film.

In general, the films composed of gelatin, hydrophobic plasticizers and soy lecithin
emulsifiers present opacity values that are superior to those observed for gelatin-based
films and hydrophilic plasticizers, with an indication that these are more transparent than

the others. (Vanin et al., 2005).

3.4. Morphology

3.4.1. Scanning Electron Microscopy

For the surface and internal structure (Fig. 2), the films presenting the lowest and
the highest WVP values containing TB, ATB and lecithin, were selected. These films also
contained the highest and lowest quantities of the two plasticizers studied and the
differences in surface and internal structure morphology could be clearly observed.

Films containing the lowest quantities of plasticizers (Fig. 2a, ATB and Fig. 2¢, TB)
presented regular and more homogeneous surfaces, while higher quantities of plasticizers
produced more heterogeneous surfaces, indicating possible separation of phases, at least
partially, with possible lipid exudation, not visually observed (Fig. 2¢,; ATB and Fig. 2g,
TB). This effect was observed previously, where the addition of lipid materials produced
irregularities on the surface of emulsified films containing methylcellulose (Martin-Polo,
Mauguin & Voilley, 1992) and in gellan gum films composed of stearic and palmitic acid

(Yang & Paulson, 2000).
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Fig. 2. Micrographs by SEM of surface (left column) and internal structure (right column) of
gelatin films: (a) and (b) film containing 10 g of ATB/100 g gelatin plus 60 g of lecithin/100 g of
ATB; (c) and (d) film containing 75g of ATB/100g gelatin plus 30 g of lecithin/100 g ATB; (e)
and (f) film containing 10 g of TB/100 g gelatin plus 60 g of lecithin/100 g of TB; (g) and (h) film

containing 75 g of TB/100 g gelatin plus 30 g of lecithin/100 g of TB (bars = 3pm).

97



Capitulo 3 — Effect of hydrophobic plasticizers on functional properties of gelatin...

The effect of the lowest and highest quantities of plasticizer also produced obvious
differences in the morphology of the internal structure, independently of the plasticizer
used. Lower quantities of plasticizer (Fig. 2b, ATB and Fig. 2f, TB) produced a more
compact internal structure and lower quantities of discontinuous zones, while higher
quantities of plasticizer (Fig 2d, ATB and Fig. 2h, TB) produced higher heterogeneity and

apparently less compaction.

3.4.2. Laser Scattering Confocal Microscopy

For laser scanning confocal microscopy the two films presenting the lowest values
of WVP for each one of the plasticizers ATB and TB were selected. These films contained
10% of plasticizer in relation to protein and 60% of lecithin in relation to the plasticizer.
The same formulations without the inclusion of lecithin were also prepared to allow the
evaluation of the emulsifying effect of the lecithin. In all formulations, the lipid material
was dyed with Nile Red fluorescent composite and the gelatin dyed with fluorescent
composite FITC. Fig. 3 presents the superposition of images (merge mode) obtained for the
fluorescent compounds.

For films without lecithin containing the plasticizer ATB (Fig. 3a) or containing TB
(Fig. 3c), the presence of lipid globules of different sizes is observed, indicating the
presence of two phases and the non-homogeneous incorporation of the lipid material in the
protein matrix. Similar effect was observed in films containing gelatin, triacetate and lipid
composites where the confocal microscopy showed a heterogeneous distribution of lipid
globules, indicating the lack of incorporation/miscibility of the hydrophobic portion to the

protein matrix. (Bertan et al., 2005).
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00 um

Fig. 3. Micrographs using merge mode, obtained by CLSM of gelatin films (gelatin + FITC
and plasticizers and lecithin + Nile Red): (a) film containing 10 g of ATB/100 g gelatin
without lecithin; (b) film containing 10 g of ATB/100 g protein plus 60 g of lecithin/100 g
of ATB; (c) film containing 10 g of TB/100 g gelatin without lecithin, and (d) film
containing 10 g of TB/100 g gelatin plus 60 g of lecithin/100 g of TB (bars = 100pm).

In the formulations where lecithin was added together with the plasticizers (Fig. 3b,
ATB and d, TB) the emulsifying effect caused by the lecithin clearly appears, showing only
a homogeneous phase, without the presence of lipid globules and indicating good
incorporation of the hydrophobic material into the protein matrix, independently of the

plasticizer used. However, this good incorporation into the protein matrix of the
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hydrophobic material was not reflected in differences as to values obtained for the WVP,
also independently of the plasticizer used (ATB or TB), although in previous works it was
observed that the homogeneous distribution of the hydrophobic globules and their smaller
size favor the improvement in the properties of the water vapor barrier (McHugh &

Krochta, 1994a; Péroval, Debeaufort, Despré & Voilley, 2002).

3.5. Fourier Transform Infrared Spectroscopy

The specters in the region of 4000-400 em’™, using FT-IR, for films containing ATB
and TB presenting the highest and lowest values of WVP respectively, for 75% of
plasticizer w/w of protein and 30% of lecithin w/w of plasticizer and 10% of plasticizer
w/w of protein and 60% of lecithin w/w of plasticizer may be observed in Fig. 4a and Fig.
4b. In Fig. 4a (ATB) and Fig. 4b (TB) peak characteristics of gelatin-based films are
observed (spectrum 1) in function of the contents of hydrophobic and lecithin plasticizers
(spectrums 2 and 3).

The band centered around 3300 cm™ is mainly due to the extension of the group N-
H of amide A. The intense bands between 1700 and 1600 cm™ and between 1600 and
1500 cm™', are known, respectively, as bands of amide I (extension of C=0) and amide II
(extension of C-N and angular deformation of the N-H ligation), both of the peptide groups.
Amide 111, with bands between 1200 and 1400 cm’', represent components of the extension
of C-N and N-H on the flexion surface of amide bonds and absorptions resulting from the
vibrations of groups C-H, of the glycine and proline (Mantsch & Chapman, 1996; Prystupa
& Donald, 1996, Sionkowska, Wisniewski, Skopinska, Kennedy & Wess, 2004).

For the films with ATB and TB (Fig. 4a and Fig. 4b), small dislocations were
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observed on the peak of amide A (spectrums 2 and 3), this band being situated at 3325 cm’
to the simple gelatin film (spectrum 1) and situated at 3286.65 cm’ (spectrum 2) and at
3371.25 cm’ (spectrum 3) when 10% and 75% of the plasticizers were, respectively,
incorporated into the formulations. The addition of ATB or TB, at the concentration levels
of 10% and 75%, provoked a dislocation of approximately 13 cm’ for the amide I band,
when compared to the spectrum of the simple gelatin film. The same behavior was
observed for the amide II band (Fig. 4a and Fig. 4b).

The amide I11 band is characterized as presenting more than one peak, with a main
absorption of around 1380 and 1400 cm’', and small peaks situated between 1300 and
1200 cm™'. The peaks of this band appear distinct between the two plasticizers used, with
differentiated formats and intensities, mainly in the length of waves which correspond to
1400 cm™ and 1200 cm™. In this case, there could be an indication of possible new
interactions among the hydrophobic plasticizers, soy lecithin and the protein responsible for
structure of the film.

The characteristic peaks of the studied bands increase their amplitude according to
the increase in the contents of plasticizers (ATB and TB), the same behavior was observed
for gelatin films with glycerol addition, where the increase of concentration of the
plasticizer indicates increase in the quantity of free water in the system, causing increase in

the amplitude of the corresponding peaks (Bergo & Sobral, 2007).
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Fig. 4. FT-IR spectrum of gelatin films containing: (a) ATB and (b) TB. (1) Simple gelatin
film, (2) 10g of plasticizer/100 g of gelatin plus 60 g of lecithin/100 g of plasticizer and (3)
75 g of plasticizer/100 g of gelatin plus 30 g of lecithin/100 g of plasticizer.
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4. Conclusions

The use of ester citrate derivatives in gelatin-based filmogenic formulations proved
feasible, generating flexible materials. The increasing addition of hydrophobic plasticizers
has significantly diminished the TS. Such behavior is similar to that described for films
prepared with hydrophilic plasticizers. Regarding water vapor permeability, it was
determined that the use of hydrophobic plasticizers caused a slight reduction as observed
for gelatin films prepared with glycerol and sorbitol. The addition of soy lecithin, a natural
surfactant with large use in food products, produced better incorporation of the apolar

plasticizers in the hydrophilic filmogenic solution, as verified through confocal microscopy.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the incorporation of hydrophobic
plasticizers (acetyltributyl citrate - ATB, tributyl citrate - TB and acetyltriethyl citrate -
ATC) in a matrix of gelatin, using the saponin extracted from Yucca schidigera (yucca) as
emulsifier, in the production of biodegradable emulsified films using the casting technique.
High levels of hydrophobic plasticizers were incorporated, reaching up to 75% of
plasticizer in relation to the protein (w/w) for ATB and TB, and up to 60% for ATC. The
minimum values of water vapor permeability (WVP) were 0.08, 0.07 and 0.06 ¢ mm m™ h”'
kPa™ for ATB, TB and ATC respectively, with no significant differences (» > 0.05). The
water solubility of the films ranged from 21 to 59.5%. Although the WVP decreased, both

scanning clectron microscopy and laser scanning confocal microscopy indicated that the
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incorporation of the hydrophobic plasticizers did not occur homogeneously in the film

matrix.

Keywords: Emulsified films, Gelatin, Citrate esters, Saponin, Yucca schidigera.

1. Introduction

Technologies based on renewable and biodegradable materials are required in all
productive sectors. Biodegradable plastics can offer alternatives for disposal and
biodegradation when compared to synthetic packaging and proteins, polysaccharides and
lipids are the natural polymers most used in the production of biofilms. Plasticizers can be
also used to increase the flexibility and elongation of the films (Banker, 1966) and of these,
glycerol and sorbitol are the most widely used in protein films (Carvalho et al., 2008;
Kristo & Biliaderis, 2006; Thomazine, Carvalho, & Sobral, 2005), although they also
increase susceptibility to environmental humidity.

Protein-based formulations generally produce films with good mechanical resistance,
however they are hygroscopic, while the inclusion of hydrophobic compounds improves the
water vapor barrier and decreases the mechanical resistance of films (Krochta, 2002), so
indicating that the combination of lipids and proteins may generate synergy with respect to
the functionality of the films resulting from this combination (Krochta & de Mulder-
Johnston, 1997).

The use of hydrophobic compounds added as a layer or in the form of an emulsion to
plasticize the proteins has been shown to be effective in reducing the water vapor

permeability of composite films (Pommet, Redl, Morel, & Guilbert, 2003). Results
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presented in the literature have shown that bilayer laminated films are more efficient with
respect to water vapor permeability (WVP), but the production process requires more steps
when compared to emulsitied films (Debeaufort & Voilley, 1995). An extensive review
concerning the use of lipids as plasticizers in edible films has already been published
(Morillon, Debeaufort, Blond, Capelle, & Voilley, 2002).

Among the hydrophobic plasticizers are citrate esters, derived from citric acid
(Labrecque, Kumar, Davé, Gross, & McCarthy, 1997), which were studied with the aim of
improving the functionality of degradable films (Ljungberg & Wesslén, 2002; Wang ct al.,
2008). Besides the differences with respect to molecular weight, the plasticizers have
different chemical groups, where two with acetyl group (acetyltributyl citrate and
acetyltriethyl citrate) and the other containing one alcohol group inside the molecule
(tributyl citrate), which could provide different levels of hydrophobicity. Also, they present
differences with respect to geometric conformation with one more open structure observed
by tributyl series.

When materials with different hydrophobicity are mixed, the addition of an emulsificr
is required to allow a homogencous dispersion of the hydrophobic material in the
hydrophilic protein matrix (Krochta, 2002). Emulsifiers are widely used in the food
industry, some of which were used to develop macromolecule based-films including the
Tweens (Bravin, Peressini, & Sensidoni, 2004; Rodriguez, Osés, Ziani, & Maté, 2000),
Spans (Diaz-Sobac & Beristain, 2001; Villalobos, Chanona, Hernandez, Guti¢rrez, &
Chiralt, 2005), fatty acid salts and phospholipids such as lecithin (Andreuccetti, Carvalho &
Grosso, 2009; Rodriguez et al., 2000).

Saponins are glycosides that can be found in abundance in the vegetable kingdom,

containing a genin portion (sapogenin or aglycone) that may be steroidal or triterpenic, and
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a second portion consisting of one or more sugar chains (Giiglii-Ustiindag & Mazza, 2007).
Due to the presence of a lipid-soluble aglycone and water soluble sugar chain(s) in their
amphiphilic structure, saponins are surface active compounds with detergent, wetting,
emulsifying and foaming properties (Sarnthein-Graf & La Mesa, 2004). Many sources of
saponins are commercially used, but only two are currently approved as food additives:
extracts of Quillaya saponaria (quilaya) and Yucca schidigera (yucca), containing
triterpenic and steroidal saponins, respectively. Yucca is classified as a food additive in the
US under section 172.50 (Natural Flavoring Substances and Natural Substances Used in
Conjunction with Flavors) (US Food and Drug Administration, 2003).

The aim of this study was to evaluate the effect of the saponin extracted from Y.
schidigera as a surfactant agent in the incorporation of hydrophobic plasticizers (citrate
esters) for the production of gelatin based biodegradable films using the casting technique.
The barrier and mechanical properties, morphology of the film surface and cross-section,
droplet size of the film-forming emulsions and possible interactions amongst the

constituents, were evaluated.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The following materials were used to produce the films: type A pig hide gelatin
(260 bloom) donated by Gelita do Brasil Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brazil), tributyl citrate (TB,

360.4 Da), acetyltributyl citrate (ATB, 402.5 Da), acetyltricthyl citrate (ATC, 318.3 Da)

113



Capitulo 4 — Gelatin-based films containing hydrophobic plasticizers and saponin...

donated by Morflex, Inc. (Greensboro, North Carolina, USA) and liquid Y. schidigera,
donated by Beraca Sabard Quimicos e Ingredientes Ltda. (content of steroidal type saponins

~10%, as informed by the manufacturer).

2.2. Preparation of biodegradable films

The films were prepared using casting techniques, with a fixed gelatin concentration of
4 g 100 g of film-forming solution. The tributyl citrate (TB), acetyltributyl citrate (ATB)
and acetyltriethyl citrate (ATC) plasticizers were added in concentrations (Cp) of 10, 20,
30, 40 50, 60 and 75 g 100 g of gelatin. Y. schidigera (yucca) was used as the emulsifier
in concentrations of 10, 30 and 60 g 100 g of plasticizer. For the preparation of the film-
forming solution (FFS), the gelatin was hydrated at room temperature (25 + 2 °C) for
30 min, followed by dissolution at 55 °C for 15 min. The plasticizers were added in ethanol
(10 g 100 g of filmogenic solution) and the yucca in distilled water (10 g 100 g of
filmogenic solution) at room temperature, and then manually mixed. The solubilized gelatin
was added and the mixture homogenized at 10,000 rpm for 10 min using a homogenizer
(UltraTurrax IKA, T18, Werke, Germany). The homogenized mixture was vacuum-filtered
to reduce the air bubbles formed during agitation. The filmogenic solution obtained was
dispersed on acrylic plates (20 x 12 cm) and maintained at room temperature (25 + 2 °C;
50-60%, Relative Humidity, RH) to dry.

Preliminary tests were performed to determine the most suitable film thickness for the
different filmogenic solutions containing different concentrations of the plasticizers and

yucca extract. This verification was important in order to maintain the final thickness
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constant amongst the different formulations studied. After drying and before
characterization, the films were maintained in desiccators (25 + 2 °C, 50 + 2% RH,

Mg(NOs3), 6 H,0) for 7 days.

2.3. Film characterization, visual aspects and thickness

Visual and tactile analyses were carried out with the aim of using only homogeneous
films showing no phase separation, exudation, insoluble particles or brittle zones, with a
uniform color and easy to remove from the acrylic supports. Films that did not present these
characteristics were discarded. The film thickness was determined using a Mytutoyo Corp.

digital micrometer (Tokyo, Japan), calculating the average of 10 random measurements.

2.4. Mechanical properties

The tensile strength (TS) and elongation (%E) of the films (100 x 25 mm), calculated as
the average of 10 determinations, were determined using a model TA-XT2 texturometer
(TA Instruments, Newcastle, USA) according to the ASTM D882-95 method (ASTM,
1995a). The initial distance of separation and velocity were adjusted to 50 mm and

| mm s, respectively, with a 5 kg load cell.

2.5. Water vapor permeability

Water vapor permeability (WVP, g mm m? h!' kPa') was determined at 25 + 2 °C

according to the ASTM E96-95 method (ASTM, 1995b). The inside of the cells was filled
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with anhydrous calcium chloride (0% RH). The cells were covered with the conditioned
films, sealed and placed in desiccators containing a saturated NaCl solution (75 + 3% RH).
The samples were weighed five times during a 48 h period and the determinations carried
out in triplicate. The data were recorded on a weight gain vs. time graph. The coefficient of
the straight line, obtained by linear regression, was determined and the WVP calculated

(Andreuccetti et al., 2009).

2.6. Opacity

Film opacity was determined using a Hunterlab colorimeter (Colorquest I, Reston, VA,
USA). The opacity was measured according to the ASTM D 523 method (ASTM, 1999),
using a D65 day light source. The determinations were made in triplicate after calibration
using standard black and white backgrounds, where the opacity (Op) = (Opb/Opw) x 100,
Op being the percent opacity of the film, Opb the opacity of the film against a black

background, and Opw the opacity of the film against a white background.

2.7. Water solubility

The solubility of the films (2 cm discs) was determined according to Gontard, Duchez,
Cuq, and Guilbert (1994) after 24 h of immersion in distilled water (50 ml), with slow
stirring (Shaker Marconi-MA 141, Sdo Paulo, Brazil) at room temperature (25 £ 2 °C). The
samples were then removed from the solution and dried in a forced air oven (105 °C for

24 h). The initial mass was also determined from the sample moisture content. The
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difference in weight after drying was used to calculate the water soluble matter as a

percentage of the initial dry weight.

2.8. Emulsion droplets size and film morphology

The morphological analyses were carried out on the formulations giving lower WVP
values for the plasticizers studied, and formulations with no added surfactant were also
analysed by optical and confocal laser scanning microscopies. Immediately after preparing
cach FFS emulsion, some droplets were placed on glass slides and their size examined
using conventional optical microscopy (Carl Zeiss, model Jenaval) with a 1.25 optovar and
magnifications of 40x and 100x (by immersion). The images were obtained using a MC-
D130U PEMB 31 camera connected to Image Tool for Windows Software, Version 3.00
(UTHSCSA, San Antonio, Texas, USA), and the emulsion droplet size measured using
MIAS 2008 En Version 2.2 (Anatomic Micro Image Analysis Software, Linton,
Cambridge, England). The mean diameter (dn) was evaluated considering 500 emulsion

droplets for each FFS emulsion.

2.8.1. Scanning electron microscopy

The films were equilibrated in desiccators containing silica gel (25 °C) for a period of
7 days and then fractured with liquid nitrogen. The samples were coated with gold in a
sputter coater POLARON SC7620 (Ringmer, England) at 3-5 mA for 180 s, and the
morphological observations of the film surface and internal structure carried out using a

scanning electron microscope LEO 4401 (Cambridge, England) at 5 kV.
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2.8.2. Confocal Laser Scanning Microscopy

The film morphology was also observed using a CARL-ZEISS LSM 510 META
(Oberkochen, Germany) confocal laser scanning microscope (CLSM). The laser was
adjusted to the green/red fluorescence mode, which yielded two excitation wavelengths
(488 and 514 nm). Green and red fluorescent images were obtained from these two separate
channels and the images then merged. For all observations the height was adjusted to half
the thickness of the films. The dissolved gelatin was stained with fluorescein
isothiocyanate, FITC (Lamprecht, Schaffer, & Lehr, 2000), with modification of the
concentration, 20 pul FITC g of protein. After addition of the dye, the protein solution was
stirred for 1 h at 40 °C before use. The plasticizer and yucca were dyed with Nile Red
(1 mg 30 g of hydrophobic substance) according to the same reference, and the films
produced as in Section 2.2. After conditioning, small pieces of film were fixed to glass

slides and observed by CLSM.

2.9. Infrared Spectroscopy

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analyses were carried out according to
Vicentini (2003) using a Perkin Elmer - Spectrum 2000 FT-IR (Massachusetts, USA)
spectrometer with a Universal attenuated total reflectance (UATR) accessory, at room
temperature. Films were placed in the support and pressed by the measuring sensor. Ten
scans were done for cach sample in a spectral range of 400-4000 em” and a resolution of

4 em’'. This analysis was only applicd to the films that gave lower WVP values.
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2.10. Experimental design and statistical analysis

The experimental design included three different plasticizers and each one was studied
at seven different levels. At each level, three different yucca concentrations were used,
producing 21 formulations for cach plasticizer. For opacity, water solubility, and the
mechanical and water vapor barrier properties, at least three determinations were obtained
for each film. The statistical analyses were carried out using SAS for Windows Version 8.0
(Cary, North Carolina, USA) and the differences between the means were determined by

the Tukey multiple test (» < 0.05).

3. Results and discussion

Homogeneous films with no apparent exudation, brittle areas or pores and easily
removable from the acrylic plates, were obtained with the use of yucca as a surfactant.
However, different capacities to incorporate the plasticizers were observed, reaching
maximum incorporation with no apparent exudation with 75 g plasticizer 100 g of gelatin
for ATB or TB and 60 g plasticizer 100 ¢! of gelatin for ATC. Previously, when lecithin
was used as the surfactant and the same plasticizers were evaluated, films showing no
exudation were only obtainable with the plasticizers ATB and TB, and it was not possible
to incorporate ATC even at the lowest level investigated (10 g of plasticizer 100 g of
gelatin), producing visible exudation on the surface of the film obtained (Andreuccetti et
al., 2009). For a better comparison of the effects produced by the different plasticizers,

results referring to the addition of 10-60 g plasticizer 100 g of gelatin, associated with
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three different levels of surfactant (10, 30 and 60 g yucca 100 g of plasticizer) will be
presented, excluding the results obtained for 75 g plasticizer 100 g™ of gelatin obtained for
ATB and TB.

In addition to an appropriate visual appearance of the films studied, the drying period
under ambient conditions was approximately 8 h, regardless of the plasticizer used, as
compared to the 18 h necessary to dry the films when lecithin was used in the formulations.
The average moisture content for films containing yucca extract plus hydrophobic
plasticizers varied between 7% and 12%, values higher than the obtained when the same
plasticizers and lecithin were used to produce gelatin-based films (Andreuccetti et al.,
2009).

The possibility of including ATC and the reduced film drying time were a consequence
of the use of yucca in the formulations, and its possible interactions with the plasticizers
and the protein matrix responsible for the production of the films. Amphiphilic surfactant
molecules soluble in water can bind to protein molecules by electrostatic interactions in the
case of ionic surfactants, and also by hydrophobic interactions (Pugnaloni, Dickinson,
Ettelaie, Mackie, & Wilde, 2004). In the case of yucca, a non-ionic saponin containing
sugars, hydrophobic interactions with the protein and the hydrophobic plasticizer and
associations via hydrogen bonds with polar groups of the protein, may be favored, as
observed for films containing amphiphilic surfactants and modified starches or
hydroxypropyl methyl cellulose (Chen, Kuo, & Lai, 2009; Villalobos, Hernandez-Munoz,
& Chiralt, 2006).

The thickness of the gelatin based emulsified films ranged from 30 to 40 pum, regardless

of the plasticizer used.
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3.1 Mechanical properties

An increase in the plasticizer concentration produced a decrease in the TS value of the
resulting films, regardless of the type of plasticizer and yucca concentration used (Fig. 1).
Higher values for TS (MPa) were obtained at the lowest plasticizer concentration used
(10 g plasticizer 100 g of gelatin and 30 g yucca 100 g of plasticizer): 92.4 (ATC); 90.7
(TB) and 88.5 (ATB), without significance difference between them, while lower values
were obtained at the highest plasticizer concentration (60 g plasticizer 100 g of gelatin):
57.6 (ATC) and 57.5 (TB) for 30 g yucca 100 g of plasticizer and 51.3 (ATB) for
60 g yucca 100 g™ of plasticizer. A similar pattern was observed when lecithin was used as
a surfactant for ATB and TB, with a decrease in TS with increasing plasticizer
concentration in the filmogenic formulation, obtaining TS values ranging from 45 to
102 MPa (Andreuccetti et al., 2009), or for ATB in films produced with synthetic polymers
such as poly(3-hydroxybutyrate) (Wang et al., 2008) and citrate esters in poly(lactic acid)
(Labrecque et al., 1997).

Films produced with hydrophilic plasticizers behaved similarly to those observed in the
present study, an increase in the concentration of these compounds causing a reduction in
the tensile strength of the films (Sothornvit & Krochta, 2001; Thomazine et al., 2005;

Srinivasa, Ramesh, & Tharanathan, 2007).
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The eclongation values (%E) increased with increasing amounts of plasticizer up to
50 g plasticizer 100 g of gelatin, decreasing after this value independent of the surfactant
concentration used. Maximum values for %E were obtained with 50 g plasticizer 100 g of
gelatin associated with the lowest quantity of surfactant (10 g yucca 100 g’ of plasticizer),
reaching values of 12.4%; 12.5% and 10.6% for ATB, TB and ATC respectively and
minimum values ranging from 4.0% to 5.5% for 10 g plasticizer 100 g of gelatin.
Although an increase in the %E values was observed, the values were much lower than
those obtained when gelatin and glycerol were used in the production of films by casting,
where %E values ranging from 98% (Thomazine ct al., 2005) to 127% were obtained
(Jongjareonrak, Benjakul, Visessanguan, & Tanaka, 2006), indicating that the incorporation
of the hydrophobic plasticizers studied was not sufficient to increase the free volume
between the protein chains and allow them greater mobility, thus increasing the

extensibility of the resulting films (Sothornvit & Krochta, 2001).

3.2 Water vapor permeability

The water vapor permeability (WVP) values of the films varied between 0.34 and
0.12 (g mm m™ h'!' kPa™) for the different types and quantities of plasticizer studied (10-
60 g 100 g" of protein) when 10 and 30 g of yucca 100 g of plasticizer were used.
Although these are low values for biofilms, a direct correlation between the increase in
plasticizer/surfactant and a consequent decrease in water vapor permeability was not
observed. However, when the amount of yucca was increased to 60 g 100 g of plasticizer,
the correlation was seen for all three plasticizers studied (ATB, TB and ATC), with a

decrease in the water vapor permeability with increasing plasticizer concentration from 10
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to 50 g plasticizer 100 g of protein (Fig. 2). Maintaining the same amount of surfactant
(60 g 100 g of plasticizer), an increase in water vapor permeability was observed when
60 g plasticizer 100 g of protein was evaluated, indicating an excess of plasticizer as a
possible interference in the best structural arrangement of the filmogenic matrix, and a
consequent increase in WVP. Decreases in the WVP of gelatin films emulsified by high
pressure homogenization were obtained when high pH values and larger amounts of corn
oil were used in the film formulation, and this effect was explained by the formation of an
interconnecting lipid network within the film matrix, decreasing the film freec volume
(Wang, Auty, Rau, Kerry, & Kerry, 2009).

The behavior observed for WVP was different when lecithin and the same plasticizers
were evaluated, the lowest WVP also being obtained with 60 g surfactant 100 g of
plasticizer, but with the smallest amounts of ATB or TB used, 10 g plasticizer 100 g of
protein (Andreucetti et al.,, 2009). Although yucca and lecithin exhibit surfactant
characteristics, the effect observed may be related to differences between the yucca and
lecithin with respect to hydrophobicity and water solubility, producing different intensities
of association with the protein matrix and the plasticizer, promoting different levels of
plasticizer/surfactant accommodation in the filmogenic matrix.

The minimum values obtained for WVP when 60 g yucca 100 g of plasticizer and
50 g of plasticizer 100 g'1 of protein were used were 0.08, 0.07 and 0.06 g mm m~h' kPa’,
with no significant differences (p > 0.05), for ATB, TB and ATC respectively. The
presence of sugars in the yucca molecule may have promoted an association with the
protein polar groups by way of hydrogen bonds, thereby reducing the possibility of the
water molecules associating with the available polar groups, contributing to a reduction in

the WVP as recently suggested in the hypothesis for the biofilms produced with other types
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of colloid containing surfactants (Chen et al., 2009; Villalobos et al., 2006). The lowest
WVP values obtained represented an average decrease of 55-60% when compared with the
lowest values obtained for WVP when lecithin, ATB and TB were used in the production of
emulsified gelatin films (Andreucetti et al., 2009), also being inferior to those obtained for
films with different emulsified hydrocolloids (Fabra, Talens, & Chiralt, 2008; Morillon et
al., 2002). The incorporation of the hydrophobic plasticizers associated with the use of
yucca as a surfactant promoted WVP values comparable to or lower than the permeability
values obtained for films containing glycols as hydr‘_cnphi]ic plasticizers (Gomez-Estaca,
Montero, Fernandez-Martin, & G(’)mez-(juillén, 2009; Jongjarconrak et al., 2006;
Thomazine et al., 2005).

Recently, films produced with tapioca starch/hsian-tao leaf gum added together with
sucrose esters (S-1170, HLB = 11) and glycerol as plasticizer, presented WVP values of the
same order, and inferior to those obtained in the present study, reaching a minimum value
of 0.04 (g mm m™> h™! kPa™) when high concentrations of surfactant (25% w/w) were used
(Chen et al.,, 2009). The authors also used other sucrose esters with different HLB,
observing that an increase in the HLB value produced decreases in the WVP and tensile
strength of the films, suggesting that the decrease in WVP was a consequence of hydrogen
bond interactions between the hydrocolloids and the polar groups of the surfactant, thereby
reducing the number of polar groups available to interact with water molecules. However,
negative effects on the WVP and mechanical properties were observed with the addition of
the emulsifiers (Tween 60, Tween 80 and glycerol monostearate) to soybean o1l films

(Bravin et al., 2004).
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3.3 Water solubility

Gelatin-based films and those with added hydrophobic plasticizers and surfactant yucca
presented values for water solubility ranging from 24.7% to 52.1% for ATB, from 30.7% to
51.1% for TB and from 21.1% to 59.5% for ATC, for the various formulations studied. An
increase in the solubility with the higher concentrations of plasticizer was observed when
the largest amount of yucca (60 g 100 g of plasticizer) was used (Fig. 2). The addition of
hydrophobic compounds to the protein matrix should have produced films with lower
solubility, but this was not observed with increases in the concentration of the hydrophobic
plasticizer. An increase in solubility due to the incorporation of hydrophobic substances
was also observed for the gelatin-based films, “Brazilian elemi”, stearic and palmitic acids
and triacetin (Bertan, Tanada-Palmu, Siani, & Grosso, 2005), and for gluten based films
with added lipids (Gontard et al., 1994). These authors stated that large amounts of
hydrophobic substances in the protein matrix led to a partial destabilization of the protein
structure, reducing intermolecular interactions between the protein chains and allowing for

greater solubility of the films obtained.

3.4 Opacity

The films obtained were opaque due to the incorporation of hydrophobic compounds
into the filmogenic matrix, noting that, regardless of the type of plasticizer used, the higher
the plasticizer concentration, the greater the opacity, with opacity values ranging from 14%
to 30% for films made with ATB and TB and from 13% to 20% for films with ATC. A

similar behavioral pattern was observed for gluten films containing fatty acids (Gontard et
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al., 1994; Yang & Paulson, 2000) and gelatin films with added hydrophobic compounds
(Bertan et al., 2005). Films with higher concentrations of surfactant also produced an

increasc in opacity.

3.5 Size of the emulsion droplets and film morphology

The emulsion droplets observed in the filmogenic emulsion immediately after
production, presented a spherical shape, unimodal distribution and polydispersion with
respect to droplet size. The average sizes and the WVP of the corresponding films were
determined for the emulsions with no added yucca and for the formulations containing
surfactant that produced films with lower WVP values (Table 1). The sizes obtained were
comparable to the values found in the literature, where the average size of the emulsion
droplets ranged from 0.9 to 2.0 um for films obtained from whey protein isolate emulsified
with a mixture of fatty acids (McHugh & Krochta, 1994), from 0.51 to 2.28 um for
emulsified whey and beeswax films (Pérez-Gago & Krochta, 2001) and from 5 to 22 pm
for maltodextrin with a mixture of sorbitan monostearate and a polyoxyethylene derivative
of sorbitan monooleate (Diaz-Sobac & Beristain, 2001).

The addition of yucca to the formulations caused a reduction in the size of the emulsion
droplets when the plasticizers ATB and TB were used, and also a significant decrease (p <
0.05) in the WVP values obtained (Table 1). The emulsions formed from the filmogenic
solutions presented good stability with no phase separation (exudation) after drying. As the
size of the droplets decreased, the emulsions obtained became more stable and their
distribution more homogeneous, producing a decrease in the WVP value (McHugh &

Krochta, 1994; Pérez-Gago & Krochta, 2001). However, the emulsion containing yucca
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and the plasticizer ATC, although it produced the lowest value for WVP of the plasticizers
studied (Table 1), showed a low increase in the average size after inclusion of the
surfactant. However the lower WVP values obtained for films containing ATB, TB and
ATC did not show significant differences. The correlation between lipid particle size and
WVP is attributed to immobilization of the protein chain at the interface of the hydrophobic
compounds, resulting in the formation of more ordered cross structures, providing lower
permeability to water vapor (McHugh & Krochta, 1994). However, in a study with iota-
carrageenan based emulsified films, no significant relationship between particle size and
the water vapor barrier proprieties was observed (Karbowiak, Debeaufort, & Voilley,
2007). These authors stated that one cannot improve the water vapor barrier efficiency of
the films by simply adding hydrophobic compounds to the formulation, unless a
homogeneous and continuous lipid layer is formed in or on the hydrocolloid matrix. In
emulsified films, the vapor water molecules migrate mainly through the continuous
hydrophilic matrix, and the dispersive lipid phase only modifies the "apparent tortuosity" of
the matrix (Debeaufort, Martin-Polo, & Voilley, 1993).

The images obtained by CLSM (Fig. 3) for the films showing lower WVP with each of
the plasticizers studied reinforced the results of the effect of adding surfactant on the size of
the emulsion droplet, as presented in Table 1. One can observe size differences and greater
homogeneity in the distribution of the emulsion droplets in the filmogenic matrix of films
containing surfactant (Fig. 3, ATB, TB and ATC, right side) as compared to the emulsion
droplet distribution in the absence of the surfactant (Fig. 3, ATB, TB and ATC, left side) in
the films after drying. Although a better distribution is observed after the addition of the
surfactant, it is clear that the incorporation does not occur in a completely homogencous

manner and the presence of emulsion droplets can be observed, even after the possible
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improvement due to the incorporation of hydrophobic compounds into the hydrophilic
protein matrix, and the consequent decrease in the WVP value. A homogencous
incorporation of these plasticizers when lecithin was used as the surfactant was previously
observed (Andreuccetti et al., 2009). Besides the homogeneous distribution of the
hydrophobic plasticizers within the film, another important factor is maintaining the
emulsion stability during drying, where the emulsifier should stabilize the dispersed lipid

droplets (Bravin et al., 2004).

Table 1. The mean diameters of emulsion droplets (d,;,) obtained from filmogenic solutions
containing gelatin and hydrophobic plasticizers (ATB, TB and ATC) with and without the

presence of yucca (Cy).

Pfas‘tf(:' g CY (lm WVP
i (g 100 g"' of plasticizer)  ( ‘wn)A (g mm m” I kPa )“'
+1,83° 28 +0.02°
ATB 0_ 431 + 1.83d 0 0 02c
60 1.84 + 0.59 0.08 £ 0.01
B 0 3.43 +1.50° 0.60 £ 0.04°
60 1.91 +0.61¢ 0.07 +0.01¢
C B
ATC 0 2.69 + 0.95b nd )
60 3.49 +0.92 0.06 + 0.01

Note: *Average + standard deviation. Different letters represent significant differences (p <
0.05) between the averages obtained in the Tukey test.
®nd: Value not determined due to the impossibility of removing the film from the acrylic

support.

Although, after drying, the films presented a visually homogeneous aspect with a
continuous surface and the absence of pores, the SEM micrographs (Fig. 4, left side,
surface and right side, cross-section structure) showed that the films were heterogeneous
with dried emulsion droplets on the surface and the presence of pores within the internal

structure, independent of which plasticizer was used, with a low degree of compact
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arrangement. Similar results were obtained with films produced from methylcellulose and
cocoa butter, showing lower WVP when Tween 80 was used as the emulsifier as compared
to glycerol monoesterate or Tween 60, with a compact structure but a non-homogeneous fat
distribution inside the film, as observed by scanning electron microscopy (Bravin et al.,
2004). Opposite results showing homogeneous incorporation and a high degree of
compactation were observed by SEM for the films containing ATB and TB with lecithin as
the surfactant, as previously presented (Andreuccetti et al., 2009). A comparison of the
internal morphologies (Fig. 4, right side) indicated that the film containing ATB had a
greater presence of pores, resembling a sponge, as compared to the films containing TB and
ATC. The formation of dried globules was visible on the surface of the films (Fig. 4),
producing disruption of the protein matrix, increasing internal heterogeneity and giving the
surface of the material a more rough and irregular aspect (Villalobos et al., 2005).
Evaporation of the solvent during the drying process of the emulsified film solution can
induce alterations in the structure of the emulsion, which can cause a destabilization of the
structure, including the flocculation and coalescence of hydrophobic globules (Fabra,
Talens, & Chiralt, 2009). These authors studied sodium caseinate films with added fatty
acid and beeswax, observing the formation of a laminated structure in the transversal
section due to the addition of the fatty acids. This may be associated with the molecular
aggregation of lipid molecules during the drying period of the film, contributing to the

reduction in the WVP.
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Fig. 3. Micrographs using merge mode, obtained by CLSM of gelatin films without (left
column) and with (right column) yucca (gelatin + FITC and plasticizers and yucca + Nile
Red). Concentration of plasticizer: 50 g 100 g of gelatin and concentration of yucca:

60 g 100 g of plasticizer, (bars = 10 pm).
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Fig. 4. Micrographs by SEM (bars = 3pum) of surface (left column) and internal structure
(right column) of gelatin films with hydrophobic plasticizers and yucca. Concentration of

plasticizer: 50 g 100 g™ of gelatin and concentration of yucca: 60 g 100 g of plasticizer.
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3.7 Infrared Spectroscopy

Infrared spectra of the gelatin-based films plasticized with TB, ATB or ATC using
yucca as the surfactant, as well as the individual plasticizers, gelatin and yucca, can be
observed in Fig. 5.

As citric acid derivatives (Labrecque et al., 1997), pure TB, ATB and ATC spectra
showed a characteristic common absorption band corresponding to the ester carboxylic
group at around 1750 cm™ (Fig. 5). The region between 1300-1100 cm™ (C-CO-O and O-
C-C axial deformation) was also similar for the three plasticizers, especially in the case of
the fully esterified molecules of ATB and ATC. The free tertiary hydroxyl group appeared
as a weak broad band at 3490 cm™ in TB.

The broad peaks between 3600 and 3000 cm™ in the spectra of the single gelatin film or
yucca were indicative of the alcoholic groups, represented by the hydroxyl or amino
compounds present in the gelatin and the saponin glucosyl moieties, respectively. Yucca is
also known to contain other hydroxyl compounds such as resveratrol and yuaccaols
(Piacente, Montoro, Oleszek, & Pizza, 2004), which may account for the enhancing signals
in the O-H absorbing region.

The IR profiles of the gelatin films formulated with the hydrophobic plasticizers ATB,
TB or ATC by adding yucca saponin as the surfactant, merely corresponded to the addition
of all the original signals present in the individual spectra in each case. As can be seen in
Fig. 5, the same diagnostic absorptions for the pure plasticizers, pure yucca and plain
gelatin film were strictly maintained in the films produced there from, suggesting that no
strong chemical interactions had taken place during the film preparation. This fact is also

suggested by the images obtained by SEM (Fig. 4) and CLSM (Fig. 3), where one can
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observe that the compounds added were dispersed in a non-homogeneous manner in the

protein matrix.
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Fig. 5. FTIR spectrum of gelatin films containing hydrophobic plasticizers and yuca.

Condition of lowest WVP for ATB, TB and ATC: 50 g of plasticizer 100 g of gelatin plus

60 g of yucca 100 g of plasticizer.

4. Conclusions

Gelatin-based films containing hydrophobic plasticizers (ATB, TB and ATC) and the

saponin extracted from Y. schidigera (yucca) as surfactant, showed good mechanical

resistance (TS), low values of water vapor permeability and reduced drying times. However

the films presented limited elongation, considerable solubility and opacity. Although in the

visual analysis the films were homogeneous with no porosity, when observed at a

135



Capitulo 4 — Gelatin-based films containing hydrophobic plasticizers and saponin...

microscopic level (SEM) they showed roughness with the presence of pores inside the
cross-section. The possibility of using a natural surfactant such as yucca may allow for new

applications such as those presented in this study and should be thoroughly investigated.
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ABSTRACT

Gelatin-based edible films, containing natural surfactants such as lecithin or yucca extract
(Yucca schidigera), were produced and evaluated. Films containing yucca extract showed
higher tensile strength values (~ 90 - 40 MPa) and moisture contents (~ 15%) and less
clongation (~ 5%) and WVP values (~ 0.22 — 0.09 g mm m? h'' kPa™) compared to films
containing lecithin. Soluble films (~ 20 - 50%) were obtained when yucca extract was used,
while lecithin produced low solubility films (< 10%). The opacity of the films (~ 14.5 —
16.2%) was similar for both surfactants and the film surface morphologics were continuous

and homogencous. The cross sectional morphology showed that films containing yucca
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extract were more compact as compared to lecithin films. The FT-Infrared showed no
evidence of any association between the surfactant and the gelatin, indicating that
plasticization was limited, and X-Ray diffraction indicated that the addition of surfactants
produced amorphous films as compared to gelatin-based films.

Keywords: gelatin-edible films, natural surfactants, lecithin, Yucca schidigera extract.

1. Introduction

One of the limiting factors in the application of edible and/or biodegradable films based
on proteins is their reduced barrier to water vapor permeability, due to the hydrophilic
property of these macromolecules and to the plasticizers (sorbitol, glycerol, ethylene glycol,
polyethylene glycol, etc.) generally used in film formulations. Alternatives such as lipid
addition, either in the form of an emulsion (Fabra et al., 2009; Quezada-Gallo et al., 2000;
Pommet et al., 2003) or as overlapping layers (Chen et al., 2010; Debeaufort et al., 2000)
have been studied.

When hydrophobic compounds are incorporated, surfactants may be necessary to
stabilize or to increase the dispersion of the hydrophobic compound in the hydrophilic
protein matrix, preventing them from flocculating or coalescing during film preparation and
drying (Bravin et al., 2004). In addition, surfactants are amphiphilic substances that interact
simultancously with polar and hydrophobic sites on the protein, thus being able to improve
the functional properties of these films (di Gioia and Guilbert, 1999). By adding a
surfactant to the film formulation, the water permeability values should decrease due to the

incorporation of components with some hydrophobic characteristics (Ziani et al., 2008),
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which can act as a barrier and increase the distance the water vapor has to migrate through
the film (Chen et al., 2009). Both ionic and non-ionic surfactants have been studied in the
production of films (Bravin et al., 2004; Morillon et al., 2002; Rodriguez et al., 2006;
Villalobos et al., 20006).

Of the most common natural surfactants, lecithin is widely used as an
emulsifier/surfactant agent, and its efficiency as an emulsion stabilizing agent is attributed
to the spontaneous agglomeration of its phospholipids at the interface between the
hydrophobic and hydrophilic phases of the emulsion, with a possible liquid-crystalline
organization (Shchipunov, 1996).

Other natural surfactants are the saponins, glycosides of steroids or polycyclic terpenes,
whose structures include a hydrophobic chain (triterpenic or steroidal) and a hydrophilic
chain (sugar chain), which decrease the surfaced tension of the water and also show
detergent and emulsifying activities (Schenkel et al., 2007). Yucca schidigera is a plant of
the Agavaceae family that grows in desert regions. It contains saponins of the steroidal type
and its extract is permitted for used in the food industry (US under section 172.50, Natural
Flavoring Substances and Natural Substances Used in Conjunction with Flavors, US Food
and Drug Administration, 2003). Studies concerning the use of these natural surfactants in
protein-based films are limited, thus the present work aims to evaluate the effects of the use
of lecithin and yucca extract as natural surfactants in biodegradable and/or edible protein-

based films, with respect to some of the functional properties of the films.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

The following materials were used to produced the films: type A pig hide gelatin
(260 bloom) supplied by Gelita do Brasil Ltda. (Sao Paulo, SP, Brazil); natural surfactants
soy lecithin (Lécet 150M E322, lot LF 1130805T03, Caramuru, Sdo Simdo, GO, Brazil)
and Yucca schidigera extract (Extratonina Food, lot Y-4468, Beraca Sabard Quimicos ¢
Ingredientes Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil, steroidal type saponins content ~ 10%, as

informed by the supplier).

2.2. Preparation of biodegradable films

The films were prepared using casting techniques, with a fixed gelatin concentration of
4 g 100 g of filmogenic solution. The soy lecithin and Yucca schidigera (yucca) extract
were used at concentrations of 16, 48, 80 and 120 g 100 g of protein. The gelatin was
hydrated at room temperature (25 £ 2 °C) for 30 min, followed by dissolution at 55 °C for
15 min. The lecithin was dissolved in ethanol (10 g 100 g™ of filmogenic solution) and
maintained under magnetic stirring for two hours at room temperature. The yucca extract
was dissolved in distilled water (10 g 100 g of filmogenic solution) at room temperature,
and then mixed manually. The gelatin solution was added to each surfactant solution and
the mixtures was homogenized at 10,000 rpm for 10 min using a homogenizer (UltraTurrax

IKA, T18, Werke, Germany). The homogenized mixture was vacuum-filtered to reduce the
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air bubbles formed during agitation. The filmogenic solution obtained was dispersed on
plexiglass plates (14 cm diameter) and kept at room temperature (25 + 2 °C; 50 - 60%
Relative Humidity, RH) to dry. The time required to dry up the films varied from 8 h, for
those containing yucca extract, to 12 h, for those containing lecithin.

Preliminary tests were carried out in order to maintain the final thickness constant,
amongst the different formulations studied. After drying, the films were maintained in
desiccators for 7 days, before its characterization (25 + 2 °C, 50 + 2% RH, Mg (NO3)2 6

H,0).

2.3. Film characterization, visual aspects and thickness

Visual and tactile analyses were carried out so as to use only homogencous films with
no phase separation, or exudation, the absence of insoluble particles, a uniform color, with
no brittle zones, and to check which were easily removed from the acrylic supports. The
films not presenting these characteristics were discarded. The film thickness was
determined using a Mytutoyo Corp. digital micrometer (Tokyo, Japan) based on 10 random

replicates.

2.4. Mechanical properties

The tensile strength (TS) and elongation (%E) of the films (samples with 100 x 25 mm)

were determined using a model TA-XT2 texturometer (TA Instruments, Newcastle, USA)

according to the ASTM D882-95 method (ASTM, 1995a), in 10 replicates. The initial
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distance of separation and velocity were adjusted to 50 mm and 1 mm s respectively, with

a 5 kg load cell.

2.5. Water vapor permeability

Water vapor permeability (WVP, ¢ mm m™ h™' kPa") was determined at 25 = 2 °C
according to the ASTM E96-95 method (ASTM, 1995b). The inside of the cells were filled
with anhydrous calcium chloride (0% RH). The cells were covered with the conditioned
films, sealed and placed in desiccators contaning a saturated NaCl solution (75 + 3% RH).
Samples were weighed five times along 48 h and determinations were performed in
triplicate. Data were recorded in a weight gain vs. time graph. The slope of the straight line,
obtained by linear regression, was determined and the WVP was calculated by WVP = w x/
t A Po (RH; - RH»), where (w ¢ ‘I) is the slope of the straight line, (x) is the average
thickness of the material (mm), (4) is the permeation area (m?”), (Po) is the water vapor
partial pressure at 25 °C (kPa) and (RH; - RH>) is the gradient of relative humidity of the
environment containing anhydrous calcium chloride (0% RH) and saturated NaCl solution

(75% RH).

2.6. Water solubility

The solubility of the films (2 cm discs) was determined according to the methodology
of Gontard et al. (1994) after 24 h of film immersion in distilled water (50 ml) with slow
mechanical stirring (Shaker Marconi-MA 141, Piracicaba, S.P., Brazil) at room temperature

(25 + 2 °C). Samples were then removed from the solution and dried in a forced air oven
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(105 °C for 24 h). The initial mass was determined from the sample moisture content, and
the difference in weight used to calculate the water soluble matter as a percentage of initial

weight.

2.7. Opacity and b* value

Film opacity was determined using a Hunterlab colorimeter (Colorquest II, Reston, VA,
USA). The opacity was measured according to the ASTM D 523 method (ASTM, 1999),
using a D65 day light source. The determinations were performed in triplicate after
calibration using standard black and white backgrounds, where opacity (Op) = (Opb / Opw)
x 100, Op representing the percent opacity of the film, Opb representing the opacity of the
film against a black background, and Opw representing the opacity of the film against a
white background. The Hunter parameter, b* value (-b*, blueness to +b*, yellowness), was
measured according to a standard test method ASTM D 1925 (ASTM, 1995¢) in at least

three positions randomly selected for each sample.

2.8. Scanning electron microscopy

Films were conditioned in desiccators containing silica gel (25 °C) for a period of
7 days and then fractured with liquid nitrogen. The samples were coated with gold in a
sputter coater POLARON SC7620 (Ringmer, UK), 3 to 5 mA for 180 s, and morphological
observations of the film surface and internal structure were performed using a scanning

clectron microscope LEO 440i (Cambridge, UK), at 5 kV.
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2.9. Infrared spectroscopy

The Fourier transforms infrared spectroscopy (FT-IR) analyses were carried out
according to the methodology described by Vicentini (2003) using a Spectrum 2000 FT-IR
(Perkin Elmer, Massachusetts, USA) with a Universal attenuated total reflectance (UATR)
accessory, at room temperature. Films were placed in the support and pressed by the
measuring sensor. Ten scans were performed for cach sample in a spectral range varying

from 400 to 4000 cm™' and a resolution of 4 cm™.

2.10. X-ray diffraction

Samples were analyzed between a 20 = 3 - 55° with a scanning speed of 2° min” in a
X-ray diffractometer, D/MAX 2100 (Rigaku, Tokyo, Japan) using Co Ka radiation (A =
1.543 A) at 30 kV and 30 mA. The diffractometer was equipped with a 0.5° divergence slit

and a 0.6 mm receiving slit, with the beam falling on a sample area of about 7 x 12 mm’.

2.11. Experimental design and statistical analysis

The experimental design included two different surfactants and each one was studied at
four different levels. For opacity, water solubility, mechanical and water vapor barrier
propertics, at least, three determinations were obtained for each film. Statistical analysis
was carried out using SAS for Windows Version 8.0 (Cary, N.C., USA) and the differences

among means were determined by using Tukey multiple tests at 95% confidence level.
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3. Results and discussion

[t was possible to include up to 120 g surfactant 100 g’ of protein in the preparation of
emulsified films based on gelatin, for both types of surfactants studied, soy lecithin and
yucca extract. Visually, films were homogeneous, with no brittle areas nor bubbles, they
were easily removed from the plexiglass plate without apparent exudation of surfactant on
the film surfaces and also they were easily manageable and flexible. Film emulsions were
stable, with no visible phase separation after standing and easily dispersible on the plate.
The thickness of the films emulsified with soy lecithin was 43.13 & 5.26 um and 33.54 %

1.87 pm for films containing yucca extract.

3.1. Mechanical properties

As surfactant addition increased, regardless of the type used, tensile strength (TS)
values reduced up to 68.6% for those films with lecithin and 46.3% for those films with
yucca extract (Fig. 1A). Films prepared with yucca extract presented higher TS values
compared to lecithin-containing films (P < 0.05), probably due to differences 1in
hydrophobicity between the two surfactants. The addition of more hydrophobic compounds
induces the development of a heterogeneous structure with areas of discontinuities and the
occurrence of lower tensile strength points (Bravin et al., 2004). Similar behavior, with
lower tensile strength values, was also observed for biodegradable films due to the
incorporation of increasing amounts of lipids and / or surfactants (Chen et al., 2009; Ziani

et al., 2008). For films prepared with potato starch, glycerol and surfactants (Tween 20,
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Span 80 and lecithin), it was obscrved that the addition of surfactants but without
plasticizer, led to slightly weaker and less flexible films, with lower TS values compared to
those that contained glycerol and surfactant (Rodriguez ct al., 2000).

Films produced with yucca extract presented a small variation in elongation (%E) as a
result of increasing surfactant concentration (Fig. 1B) and the clongation values did not
exceed 7%. Films prepared with lecithin presented 'higher %E values compared to those
containing yucca extract. Maximum %E (21.4%) was achieved when 48 g lecithin 100 g’
of protein, was used. Lecithin addition above this amount resulted in decrease of %L,
reaching 12.4% for the largest amount of lecithin used (120 g 100 g of protein).
Surfactants are larger molecules compared to hydrophilic plasticizers (glycerol and
sorbitol) generally used in biofilm production, which seems to hinder their effective
inclusion within the polymer matrix. In the case of hydrophilic plasticizers its mclusion,
allows greater mobility of protein chains by increasing the free volume and also, increasing
the flexibility of the film formed (Chen and Lai, 2008; Ziani et al., 2008).

The elongation values obtained with lecithin and yucca extract addition to gelatin-based
films were higher compared to films prepared from potato starch and surfactants
(Rodriguez et al., 2006). Moreover, the inclusion of increasing amounts of corn oil in
gelatin-based films increased TS and reduced elongation values (Wang et al., 2009). The
hypothesis raised by these authors is that corn oil may have occupied the spaces between
the protein networks of gelatin and thus limited the stretching and mobility of the chains,

resulting in more resistant and less elastic films.
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Fig. 1. Effect of surfactants concentration (Cs, lecithin or yucca) on mechanical properties
of the gelatin-based films. (A) Tensile Strength (TS) and (B) Elongation. Different letters
represent signicant differences (P < 0.05) between averages obtained through the Tukey

test.
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3.2. Moisture content and water vapor permeability

The moisture content (Fig. 2) of the films prepared with lecithin decrcased as the
surfactant concentration increased, due to the higher hydrophobicity of this molecule.
Moisture content varied significantly (P < 0.05) from ~ 20% to 8.7%, as the lecithin content
varied from 20 to 120 g 100 g of protein. The different levels of yucca extract resulted in
films with similar moisture contents (P > 0.05), with an average of 14.7%. The addition of
surfactants decreased the equilibrium moisture content of films based on hydroxypropyl
methylcellulose according to the polarity of the surfactant. The more polar the surfactant
used, the largest moisture reduction was obtained (Villalobos et al., 2006). These authors
attributed this effect to hydrogen bonds interactions between hydrocolloid and the polar
groups of the surfactant, thereby reducing the number of polar groups available to interact
with water molecules (Chen ct al., 2009; Villalobos et al., 2006).

Adding lecithin or yucca extract to gelatin-based films produced a significant reduction
in WVP (Fig. 3) compared to the gelatin-based film, which water vapor permeability was
0.53 + 0.03 ¢ mm m™ h”' kPa' (Andreuccetti et al., 2009). The increase in surfactant
amount, regardless of type, caused a reduction in water vapor permeability of the films,
reaching minimum values of 0.14 and 0.09 g mm m™ h™' kPa™ for those films containing
higher concentrations of lecithin and yucca extract respectively. A reduction in WVP (P <
0.05) of ~ 44% for films containing lecithin and 57% for films containing yucca extract was
observed when comparing the lowest and highest surfactant amount used. Yucca extract-
containing films presented lower WVP at any concentration compared to lecithin-
containing films. This effect may be due to the difference in hydrophobicity between the

surfactants and the distribution thereof in the polymer matrix, which may have affected

154



Capitulo 5 — Effect of surfactants on functional properties of gelatin edible films

water diffusivity in the polymer matrix. Bravin et al. (2004) working with maize starch and
methylcellulose-based film observed that glycerol monostearate did not significantly affect
the WVP of films, probably due to its low solubility in the hydrophilic polysaccharide
phase, while Tween 80, with a more hydrophilic character and completely soluble in water,

presented higher efficiency in reducing WVP.
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Fig. 2. Effect of surfactants concentration (Cs, lecithin or yucca) on moisture content of
gelatin-based films. Different letters represent signicant differences (P < 0.05) between

averages obtained through the Tukey test.

WVP values obtained in this study are similar to those observed when these same
surfactants were used in combination with hydrophobic plasticizers in gelatin-based films
(Andreuccetti et al., 2009) but lower than those observed by Rodriguez et al. (2006). WVP
was not significantly affected in chitosan, glycerol and Tween 20-containing films (Ziani et
al., 2008). Furthermore, WVP was significantly reduced when emulsified or bilayer films

were produced with tapioca starch, decolorized hsian-tsao leaf gum and surfactants, which
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effect is explained by hydrophilicity and structural changes of the film, according to the

authors (Chen et al., 2009 and 2010).
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Fig. 3. Effect of surfactants concentration (Cs, lecithin or yucca) on water vapor
permeability (WVP) of the gelatin-based films. Different letters represent signicant

differences (P < 0.05) between averages obtained through the Tukey test.

3.3. Water solubility

Higher solubility values were observed for yucca extract-containing films compared to
lecithin-containing films (Fig. 4). Maximum solubility of 51.9% was obtained with yucca
extract at a concentration of 120 g yucca extract 100 g of protein, while values below 10%
of solubility (mean 7.3%) were obtained for films containing lecithin, independent of the
amount used. Yucca extract is less hydrophobic compared to lecithin due to the presence of
a carbohydrate chain in its molecule, which bind water by hydrogen bonds, increasing its

solubility. However, both surfactants decreased film solubility compared to pure gelatin
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film, which is completely soluble in water (Carvalho and Grosso, 2004). The solubility
observed for lecithin-containing films is lower than previous published results for protein

films (Galietta et al., 1997; Gomez-Estaca et al., 2009; Gontard et al., 1994).
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Fig. 4. Effect of surfactants concentration (Cs, lecithin or yucca) on solubility of the
gelatin-based films. Different letters represent signicant differences (P < 0.05) between

averages obtained through the Tukey test.

3.4. Opacity and b* value

The opacity values obtained for lecithin-containing films were not significantly
different (P > 0.05) while increasing the concentration of yucca extract significantly
increases film opacity (Table 1). However, opacity values for all films were similar (15 -
16%) and slightly higher for lecithin-containing films. Increasing lecithin or yucca extract

content also increases b* values (Table 1) of the films obtained. As expected, yucca extract-
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containing films presented higher b* values (P < 0.05) compared to lecithin-containing
films, since the yucca extract used presents a brownish color. Yellowing due to the addition
of surfactant Tween 20 on chitosan-based films was observed previously (Ziant et al.,

2008).

Table 1. Opacity (%) and b* (croma b*) of gelatin-based films containing natural

surfactants (soy lecithin or yucca).

Type of surfactant  Cs (g 100 g”" of protein) Opacity (%)’ Value b*'

16 15.99 +0.21" 4.72 +0.09"
48 16.10 + 0.28° 721 +0.54°
Lecithin
80 1621 £ 036  10.59 +0.87¢
120 16.13+£0.07*  13.00 +0.47°
16 14.53 + 0.45° 7.13+0.18°
48 1496 +0.12"  13.82 +0.84°
Yucca N .
80 15.54 +0.45°  18.77+0.23
120 15.92+0.03°  22.03+0.14"

Note: lAverage + Standard deviation. Different letters represent significant differences (P <

0.05) between averages obtained through the Tukey test, Cs = concentration of surfactant.

3.5. Scanning electron microscopy

The films produced with both surfactants (Fig. 5A, 5C, SE and 5G) presented
homogenecous and continuous surface, however, the morphology of yucca extract-
containing films were more homogeneous, especially at the lower surfactant level (Fig. 5E)
studied, probably due to a better distribution / solubilization of yucca extract in the gelatin

matrix.
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Fig. 5. SEM micrographs (bars = 3 um) of surface (left column) and internal structure
(right column) of gelatin-based films containing natural surfactants soy lecithin or yucca.
(A) and (B) 16% lecithin (w/w), (C) and (D) 120% lecithin (w/w), (E) and (F) 16% yucca
(w/w), (G) and (H) 120% yucca (wiw).
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When the highest lecithin concentration was added to the formulation, the presence of
small globules on the surface of the film was observed (Fig. 5C), indicating some
heterogeneity in the protein network.

Regarding the cross section morphology, it was observed that lecithin-containing films
had a less cohesive matrix and discontinuity zones (Fig. 5B and 5D) compared to yucca
extract-containing films, which have a more compact matrix (Fig. 5F and 5H). This less
compacted morphology may be related to the distribution and molecular aggregation of
hydrophobic molecules during the drying process of the film (Fabra et al., 2009). Also,
structural differences appear to be correlated to differences in WVP obtained, where the use
of yucca extract, although less hydrophobic, produced films with lower WVP compared to
lecithin-containing films and coincidentally more compressed regarding its internal

structure.

3.6. Infrared spectroscopy

Film containing only gelatin (Fig. 6, spectrum 4) presented one characteristic peak of
the absorption band of amide 111, an extension of C-N and N-H group (3285.04 cm’™) that is
also observed in the spectrum of the formulations containing increasing concentrations of
lecithin and yucca extract (Fig. 6A and 6B, spectra 1 and 2). Similar results were observed
for the absorption band of amide II, responsible for extension of C-N and angular
deformation of the N-H bound, which is observed in the wavelengths ranges varying from

1600 to 1500 em™.
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Fig. 6. FT-IR spectrum of gelatin-based films containing soy lecithin (A) and yucca (B). (1)
120 g of surfactant 100 g" of protein; (2) 16 g of surfactant 100 g of protein; (3) pure soy

lecithin or yucca and (4) simple gelatin-based film.
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For lecithin-containing films, the characteristic peaks that represents this pure substance
(Fig. 6A, spectrum 3) observed in the wavelengths ranges varying from 3700 to 2700 cm’!
(stretching of OH of the phosphate group) from 1400 to 1800 cm’’ (stretching of C = O)
and 1240 - 1260 cm’ (asymmetric stretching of PO,) (Derkach et al., 2005) were also
observed with films prepared with gelatin containing lecithin (Fig. 6A, spectra 1 and 2).

As observed in the spectra of lecithin-containing films, the characteristic peaks of pure
yucca extract were also observed in films prepared with gelatin combined with yucca
extract, being more representative for the highest amount of yucca extract used (Fig. 6B,
spectrum 1), at wavelengths between 1100 - 1000 cm™.

Overall, the spectra obtained for the higher concentration of surfactants used in the film
production show only an additive effect of the gelatin and the surfactants characteristic
peaks with no significant new interactions between the surfactants and the protein used to
produce the films. These results indicate that the surfactants appear to be simply dispersed

in the protein film.

3.7. X-ray diffraction

The diffractogram obtained for the film containing only gelatin (Fig. 7) shows an
partially crystalline nature, presenting a broad peak with greater intensity in the region 20 =
22.5° compared to the diffraction patterns obtained for those films containing gelatin and
surfactants. Similar results were observed previously by Bergo and Sobral (2007) and
Cheng et al. (2003) for gelatin-containing films. Yakimets et al. (2005 and 2007) observed
a characteristic peak on 20 = 7 - 8° while evaluating the crystallinity of gelatin films, which

is attributed to the presence of a small amount of triple-helical structure, characteristic of
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the rod-like collagen triple helix.
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Fig. 7. X-ray diffraction of gelatin-based films as a function of (A) lecithin and (B) yucca

concentration.
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The surfactant inclusion to the films decreased the intensity of the characteristic peak
observed in the gelatin-containing film diffractogram, indicating that the films containing
gelatin and surfactants were considerably more amorphous, regardless of the type and
concentration of the surfactant used. Bergo and Sobral (2007) observed a similar effect in
gelatin films containing glycerol, suggesting that the amorphous character of the films was
due to the lack of re-crystallization during the film production and to the high stability of
the formed material or due to increased moisture in the films, preventing semi-crystalline

regions to be formed.

4. Conclusions

Gelatin films containing the natural surfactants lecithin or yucca extract (Yucca
schidigera), were visually homogeneous, with no brittle areas and no bubbles, easily
removed from the plexiglass holder without any apparent surfactant exudation. Film
emulsions were stable, with no visible phase separation after standing, and easily dispersed
on the plate.

Yucca extract-containing films had higher tensile strength (~ 90 to 40 MPa) and
moisture values (~ 15%) and lower elongation (~ 5%) and permeability to water vapor
values (~ 0.22 to 0.09 g mm m™ h' kPa') when compared to lecithin-containing films.
Highly soluble films (~ 20 - 50%) were produced when yucca extract was used and lower
soluble films (< 10%) were obtained when lecithin was used. Film opacity (~ 14.5 - 16.2%)
was similar for both surfactants. The surface morphology indicated continuous and

homogeneous films and the cross section analysis indicated that they were more compact
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when yucca extract was used. The evaluation of FT-IR spectra, which showed no strong
association between surfactant and the protein used, indicated that plasticization was
limited. X-Ray diffratograms indicated that surfactants addition resulted in more

amorphous films compared to the gelatin-based film.
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RESUMO

Filmes a base de gelatina contendo extrato de Yucca schidigera (yucca) e glicerol em
baixas concentracdes (0,25 - 8,75 g 100 g’ proteina) foram produzidos por extrusdo. Os
filmes resultantes foram caracterizados quanto as propriedades mecanicas ¢ teor de
umidade. Formulagdes que resultaram em maior e menor valores de alongamento foram
também utilizadas para a produgio de filmes por casting. Os filmes extrusados (FE) que
resultaram em maior ¢ menor alongamento e os obtidos por casting (FC) para as mesmas
formulacdes foram caracterizados quanto as propriedades mecanicas, teor de umidade,

solubilidade, morfologia da sec¢do transversal, difratogramas de raios-X, espectroscopia de

" Corresponding author. Tel.: +55-19-35214079; fax: +55-19-35214060.
E-mail address: grosso@fea.unicamp.br (C.R.F. Grosso)
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infravermelho ¢ temperatura de transigdo vitrea. O alongamento dos FE foi
significativamente superior aquela obtida para os FC. A morfologia da se¢ao transversal
apresentou uma estrutura compacta ¢ homogénea para todos os filmes estudados. A
solubilidade dos filmes nio apresentou diferenga significativa (p > 0,05) entre os diferentes
processos (FE e FC) com valores variando de 37 a 40%. Os espectros de infravermelho nido
indicaram interacdes fortes entre os compostos adicionados. Os resultados indicaram que o
processamento termoplastico de filmes a base de gelatina podem resultar em aumento
significativo no alongamento, no entanto, avaliagdes mais especificas sobre a adi¢do de
compostos parcialmente hidrofébicos, tais como surfactantes e otimizagdo das condig¢des de

extrusio, sdo necessarias.

Palavras-chave: filmes biodegradaveis, gelatina, Yucca schidigera, surfactante, extrusao.

1. Introducio

Os principais problemas com relagdo ao uso de biofilmes estdo relacionados a
limitada funcionalidade, incluindo higroscopicidade, propriedades mecénicas, de barreira a
gases € ao vapor de dgua ¢ ao processo descontinuo amplamente utilizado para sua
produgdo, quando comparados aos filmes produzidos com polimeros sintéticos.

Proteinas, carboidratos e lipidios sdo os principais compostos naturais disponiveis
para a produgdo dos biofilmes, porém quando utilizados individualmente produzem filmes
deficientes em pelo menos uma das caracteristicas funcionais importantes. Como

alternativa, para melhorar as propriedades funcionais dos biofilmes, esses componentes
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podem ser combinados, usualmente na forma de emulsio (Pommet et al., 2003; Fabra et al.,
2008; Wang et al., 2009; Chen et al., 2009) ou pela formagdo de multicamadas (Debeaufort
et al., 2000; Kristo et al., 2007; Chen et al., 2010), ou ainda através de alteragdes estruturais
mais intensas da rede protéica, promovidas por meio de modificagdes quimicas, fisicas e/ou
enzimaticas que produzam alteragdes no volume livre, densidade e orienta¢do estrutural dos
filmes resultantes (Arvanitoyannis et al., 1994; Carvalho ¢ Grosso, 2004; Galietta et al.,
1998; Ghorpade et al., 1995; Rhim et al, 1999). Substancias anfifilicas, como os
surfactantes, conseguem interagir simultaneamente com as por¢oes polares e apolares da
proteina, sendo capazes de melhorarem as propriedades funcionais dos filmes (di Gioia and
Guilbert, 1999). Surfactantes idnicos e anidnicos, naturais ou sintéticos, tem sido estudados
na produgdo de biofilmes (Bravin et al., 2004; Morillon et al., 2002; Rodriguez et al., 2000;
Villalobos et al., 20006).

A técnica utilizada na produgio de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis também
pode afetar as propriedades dos mesmos. Filmes podem ser formados por um processo
denominado “processo imido” ou casting, que envolve a evaporagdo do solvente apos
dispersio ou solubilizacdo dos constituintes do filme, ou pelo processo denominado
“processo seco”, onde o comportamento termoplastico de proteinas ¢ polissacarideos
associados a baixos niveis de umidade € utilizado para a formagao dos filmes incluindo a
moldagem por compressdo, a extrusao ¢ extrusdo seguida de sopro. Estes processos
produzem uma reorganizacio estrutural, em geral com um alinhamento molecular na
dirccdio em que o fluxo do material passa pelo extrusor (Hernandez-1zquierdo & Krochta,
2008). No processamento termoplastico, a temperatura ¢ a energia mecdnica empregadas
contribuem para a desnaturagdo mais extensiva da proteina, ao mesmo tempo em que

favorece a ocorréncia de ligagdes cruzadas, sendo uma técnica promissora para a produgao
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em larga escala de biofilmes quando comparada aos filmes formados por casting, técnica
atualmente mais utilizada na producdo desse tipo de material (Hernandez-lzquierdo &
Krochta, 2008; Liu et al., 2005, 2006; Pommet et al., 2005; Hernandez-Izquierdo et al.,
2008).

O objetivo desse trabalho foi a produ¢do e a caracterizagdo de filmes a base de
gelatina contendo extrato de Yucca schidigera (yucca) usando as técnicas de extrusdo e
casting, adicionando as formulagdes pequenas quantidades de plastificante hidrofilico

(glicerol).

2. Material e métodos

2.1. Material

Os materiais utilizados para a produgdo dos filmes foram: gelatina suina tipo A
(260 bloom) fornecida por Gelita México (Lerma, Estado do México); extrato natural de
Yucca schidigera, (yucca) fornecida por Agroin Baja Agrointernacional, lote UBA-028
(Baixa Califérnia, México) como surfactante, e glicerol (CAS n° 56-81-5, J. T. Baker,

Phillipsburg, NJ, EUA).

2.2. Preparagdo dos filmes biodegraddveis

Os filmes foram preparados através das técnicas de extrusido e casting. Inicialmente

e R . . 9 . -
for utilizado um planejamento experimental (2° + o) para avaliagio do efeito da
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concentra¢io do extrato de yucca e do plastificante (glicerol) nas propriedades mecénicas ¢
umidade dos filmes extrusados (Neto et al., 2002). Definida a melhor formulagdo, as
propriedades dos filmes extrusados foram comparadas com as dos filmes produzidos por

casting com a mesma formulagao.

2.2.1. Processamento termoplastico

A gelatina foi misturada diretamente ao extrato de yucca e glicerol, nas quantidades
previstas no delineamento experimental (Tabela 1). Agua destilada foi adicionada a mistura
até que cssa atingisse 35% de teor de umidade. As amostras foram deixadas em repouso
(542 °C, 60 + 2% Umidade Relativa, UR) por pelo menos 24 h para atingirem o equilibrio
antes de serem processadas no extrusor.

Para o processamento termoplastico dos filmes a base de gelatina foi utilizado um
prottipo experimental de um extrusor monorosca (Cinvestav - Querétaro, México), com
taxa de comprimento/didmetro de 20:1, taxa de compressao da rosca de 13:1, e uma matriz
retangular de 40 mm. O perfil de temperatura utilizado foi: zona de alimentacdo a 65 °C,
zona intermediaria (cisalhamento) a 100 °C e zona da matriz (safda) a 75 °C. As trés zonas
foram aquecidas, independentemente, através de aquecimento elétrico e resfriadas por
ventilacdo forcada de ar. Foi utilizada uma taxa de alimenta¢do constante a 18 rpm e
velocidade da rosca de 47,20 rpm.

Os experimentos envolvendo a produgdo de filmes extrusados foram realizados de
acordo com um planejamento fatorial 22 + o. As variaveis estudadas foram a concentragdo
de yucca (Cy) e a concentragdo de glicerol (Cg). Os ensaios foram realizados de acordo
com a matriz de planejamento apresentada na Tabela 1. As repostas analisadas foram:

propriedades mecinicas (tensao na ruptura, TR, ¢ alongamento, %A) e teor de umidade
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(Umi). Os valores codificados e reais das varidveis independentes da matriz de
planejamento experimental, relacionados com os niveis —1 e +1, podem ser observados na
Tabela 1. Todos os experimentos foram conduzidos aleatoriamente. Os efeitos lineares ¢
interagdes entre as variaveis (Cy e Cg), sobre as respostas TR, %A e Umi, foram analisados

através do software STATISTICA 5.5 (Statsoft Inc., 2000, Tulsa, EUA).

2.2.2. Casting

As formulagoes produzidas pelo método de casting (FC) foram aquelas
correspondentes as formulagdes que resultaram no maior ¢ menor valores de alongamento
para os filmes extrusados. As relagdes de concentragdes do surfactante ¢ de glicerol foram
mantidas de acordo com o planejamento inicial (Tabela 1).

Para a preparagao da solugdo formadora de filme, a gelatina foi hidratada a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C) por 30 min, seguida de solubilizagdo a 55 °C por 15 min.

' de solugdo

O extrato de yucca e o glicerol foram adicionados a 4gua destilada (10 g 100 g’
filmogénica) a temperatura ambiente ¢ homogeinizados. A gelatina solubilizada foi
adicionada a solu¢do de surfactante e plastificante e a mistura homogeinizada a 10.000 rpm
por | min (UltraTurrax IKA, T18, Werke, Alemanha). A solugio resultante foi filtrada a
vacuo para reducdo de bolhas de ar formadas durante o processo de agitacdo. A solugdo

filmogénica obtida fo1 dispersa sobre placas de plexiglass (14 cm de didmetro) e a secagem

da mesma foi realizada a temperatura ambiente (25 £ 2 °C; 50 - 60% UR) por 12 horas.

176



Capitulo 6 —Propriedades funcionais de filmes de gelatina e yucca - extrusao

2.3. Caracterizacdo do filme, aspectos visuais e espessura

Para os FC, as andlises visuais e tateis foram realizadas com o objetivo de se utilizar
apenas filmes homogéneos, cor uniforme, sem separagio de fases, auséncia de particulas
insoltveis e zonas quebradigas. Filmes que ndo apresentaram essas caracteristicas foram
descartados. Tanto para FC ¢ FE, a espessura foi determinada utilizando-se um micrometro
digital Mytutoyo Corp. (Toquio, Japdo) com tomadas aleatorias de 10 medidas. Antes da
caracterizacio, e ap6s a secagem, os filmes foram mantidos em dessecadores (25 + 2 °C,

50 + 2% UR, Mg(NOs), 6 H,0) durante 7 dias.

2.4. Propriedades mecanicas

A metodologia para a avaliagdo das propriedades mecéinicas (TR e %A) foi
diferenciada de acordo com o tipo de filme obtido pela extrusdo ou por casting, devido a
diferenca na espessura observada entre os filmes. Para os FE, as propriedades mecanicas
foram determinadas usando-se texturometro modelo TA-XT2 (TA Instruments, Newcastle,
EUA) de acordo com o método da ASTM D638-00 (ASTM, 2000). A distincia de
separagdo inicial e a velocidade foram ajustadas a 65 mm e 1 mm s respectivamente,
considerando amostras do tipo IV de acordo com o mesmo método, ¢ uma célula de carga
de 5 kg foi utilizada. Para os FC a TR ¢ %A foram determinadas usando-se o texturdmetro
modelo TA-XT2 (TA Instruments, Newcastle, EUA) de acordo com o método da ASTM
D882-95 (ASTM, 1995). A disténcia de separacao incial e a velocidade foram ajustadas a
50 mm ¢ | mm s respectivamente, considerando amostras (25 mm x 100 mm) e uma

célula de carga de 5 kg. Para ambos (FC e FE) as propriedades mecénicas foram calculadas
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como a média de 10 determinagoes.

2.5. Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes (discos de 2 cm) foi determinada de acordo com Gontard
et al. (1994) apds 24 h de imersdo em agua destilada (50 mL) sob agitagdo mecanica lenta
(Shaker Marconi-MA 141, Sdao Paulo, Brasil) a temperatura ambiente (25 £ 2 °C). As
amostras foram removidas da solugdo ¢ submetidas a secagem em estufa com circulagio de
ar (105 °C por 24 h) para obtengdio da massa seca final. A massa inicial foi determinada a
partir da umidade da amostra como porcentagem da massa seca inicial e as determinagdes

foram feitas em triplicata.

2.6. Microscopia eletrénica de varredura

Para a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) os filmes foram acondicionados
em dessecadores contendo silica gel (25 + 2 °C) por um periodo de 7 dias e depois foram
fraturadas com nitrogénio liquido. As amostras foram recobertas com ouro em um sputter
coater POLARON SC7620 (Ringmer, Inglaterra), 3-5 mA por 180 s, e as observagdes
morfolégicas da segdo tranversal dos filmes foram feitas utilizando-se um microscopio

eletronico de varredura LEO 440i (Cambridge, Inglaterra), a 5 kV.
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2.7. Calorimetria diferencial de varredura

As temperaturas de transigdo vitrea (Tg) foram determinadas por analise
calorimétrica de varredura utilizando-se um DSC 822e¢ (TA Instruments, Mettler Toledo,
Ohio, EUA). As amostras, da ordem de 5 mg, foram pesadas (+ 0,0001 g) cm uma
microbalan¢a (Boeco CE 03 0111, Alemanha) e acondicionadas em capsulas herméticas de
aluminio em dessecadores contendo silica gel por 7 dias (25 £ 2 °C). Posteriormente as
amostras foram aquecidas a 10 °C min”', entre 30 °C e 250 °C em ambiente inerte
(100 mL min™ de N,) e como referéncia foi utilizada uma capsula vazia. O equipamento foi
previamente calibrado com indium. A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) foi calculada
como o ponto de inflexdo na linha base resultante da descontinuidade do calor especifico da
amostra utilizando-se o software Universal Analysis V3.9A (TA Instruments Thermal

Analysis, Ohio, EUA).

2.8. Espectroscopia de infravermelho

A andlise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi
conduzida de acordo com Vicentini (2003) utilizando-se um espectrometro Spectrum One
(Perkin Elmer, Shelton, CT, EUA) com sistema de reflectincia total atenuada universal a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Os filmes foram colocados em um suportc ¢
pressionados por um sensor de medigdo. Foram feitas dez varreduras para cada amostra em

uma variacio espectral de 400-4000 em’ ¢ resolugdo de 4 cm™,

179



Capitulo 6 —Propriedades funcionais de filmes de gelatina e yucca - extrusdo

2.9. Difragdo de raios-X

As amostras foram analisadas entre 20 = 3 e 20 = 55° com velocidade de varredura
de 2° min' em um difratdmetro de raios-X (Rigaku D/MAX 2100, Toquio, Japdo)
utilizando-se filtro monocromatico, radiagio Cu Ka (A = 1,543 A) a 30 kV e 30 mA. O
difratdbmetro foi equipado com uma fenda divergente a 0,5° ¢ uma fenda receptora a
0,6 mm, com feixe sobre uma area amostral de 7 x 12 mm?’. Foi quantificado o indice de
cristalinidade relativa (Ic), de acordo com Hermans e Weidinger (1948) modificado por
Rabek (1980), sendo Ic = [Ac / (Ac+Aa)]x100, com ‘Ac’ sendo a drea da regido cristalina,

‘Aa’ a area da regido amorfa.

3. Resultados e discussao

3.1. Filmes extrusados

Visualmente os filmes extrusados mostraram-se homogéneos, com auséncia de
granulos solidos de gelatina, indicando que houve eficiente plastificagdo do material,
tornando-o manuscavel e flexivel, mesmo depois de acondicionado. O protétipo de extrusor
monorosca utilizado no processamento dos filmes a base de gelatina niio dispunha de
sistema de calandras para a adequada laminagdo do material extrusado ¢ desta forma o
tracionamento do material processado foi feito manualmente, obtendo-se uma média de
espessura de 164,59 + 10,13 pm, indicativo de que houve um bom comportamento de

fluidizacdo durante a passagem pelo extrusor (Park et al., 2008). Park et al. (2008) em
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filmes extrusados a base de gelatina e adicionados de glicerol, sorbitol ou mistura desses
dois plastificantes, obtiveram espessuras de, respectivamente, 278 + 19,5 pm, 1059,9 +
167,7 um ¢ 273 + 10,1 pm, atribuindo a clevada espessura obtida para o filme contendo
sorbitol a baixa fluidez do material dentro do extrusor. A espessura de filmes extrusados
pode adicionalmente ser reduzida utilizando-se o método quente de prensagem apos a
extrusdo (Park et al., 2008), uso de calandras apds a saida do extrusor, ou ainda processar
os filmes pela técnica do sopro tubular (Hernandez-I1zquierdo et al., 2008).

Os resultados obtidos em relagdo as propriedades mecanicas (TR ¢ %A) e ao
contetido de umidade (Umi) podem ser observados na Tabela 1. Os valores de TR (Tabela
1) apresentaram variagdo entre 19,5 e 33,8 MPa, respectivamente para as formulagdes
48 g extrato de yucca 100 g de proteina mais 8,75 g glicerol 100 g de proteina e
48 g extrato de yucca 100 ¢! de proteina mais 0,25 g glicerol 100 g de proteina. Altas
quantidades de extrato de yucca associadas a baixas quantidades de glicerol promoveram os
mais altos valores de TR. Para a umidade os valores observados variaram de 12% a 17%
(Tabela 1). Os dados de TR, %A e Umi foram submetidos a uma analise estatistica (p <
0,05), com ajuste aos modelos linear e quadratico (Tabela 2). De acordo com a analise de
variancia, os modelos linear e quadratico ndo se ajustaram para as variaveis dependentes
TR ¢ Umi (Tabela 2), como se pode verificar em fungéo dos reduzidos valores de R*. Dessa
forma, as superficies de resposta ndo foram geradas.

Através da analise de varidncia para os valores de alongamento, observou-se melhor
ajuste para o modelo quadratico com R? de 0,74 e Fey = 6 Fiig (Tabela 2), resultando em
modelo significativo e preditivo para a varidvel alongamento. A superficie de resposta
gerada para a resposta alongamento pode ser observada na Fig. 1, onde se verifica que

concentracdes mais elevadas de glicerol associadas a concentragoes elevadas de extrato de
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yucca resultaram em maiores valores de %A, com valores variando entre 40,2% (48%

extrato de yucca ¢ 0,25% glicerol) e 157,8% (48% extrato de yucca e 8,75% glicerol).

Tabela 1. Matriz do delineamento experimental para os filmes a base de gelatina

extrusados com extrato de yucca com as variaveis reais e codificadas e as respostas do

Processo.

Varidveis codificadas (varidveis reais) Propriedades funcionais
Xi (Cy)* X>(Co)’ TR (MPa)’ A (%) Umi (%)’
+1 (58) +1 (8,0) 243 +3,7 1429+16,7  16,9+0,6
-1 (38) -1:¢1,25) 254+0,9 75,6+ 1,6 13,9+ 1,7
-1 (38) +1 (7,5) 22,8420 126,7 + 3,1 15,9+ 0,5
+1 (58) -1(1,5) 33,7+ 11,7 80,9+ 1,6 15,7+0,7
0 (48) -1,414 (0,25) 33,8 46,6 40,3 + 4,1 142402
0 (48) +1,414 (8,75) 19,5+ 1,4 157,8+232 151%1.2
+1,414 (62,14) 0 (4,75) 21,8+ 1,1 141,0 +5,9 15,8 0,2
-1,414 (33,86) 0 (4,0) 202+ 1,6 1142 +2,1 15,1 0,1
0 (48) 0 (4,5) 25,24 1,2 59,8+ 0,6 16,2 + 0,1
0 (48) 0 (4,5) 27,1 53 1244+23,9 146+ 14
0 (48) 0 (4,5) 20,7 + 1,4 136,0 + 8,9 12,8£3.9

' X; = Cy = Concentragio de yucca (g 100 o de proteina); X, = Cg = Concentragio de
glicerol (g 100 g de proteina); ? Valor entre paréntese correponde as varidveis reais; 3 TR:

- . i 4 ey F 5
Tensdo na ruptura, A: Alongamento, ¢ Umi: Teor de umidade; * Média + desvio padrao.

O efeito da adi¢io de glicerol sobre as propriedades mecédnicas de filmes
biodegradaveis ja foi bastante reportado na literatura. Quantidades crescentes desse
plastificante na formulagdo filmogénica provocaram aumento no alongamento ¢ redugdo
nos valores de tensdo de ruptura (Donhowe e Fennema, 1993; Cuq ct al., 1997; Sothornvit ¢

Krochta, 2001; Sobral et al., 2005; Jongjarconrak et al., 2006). Este efeito foi atribuido as
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modificacdes na organizagdo molecular tridimensional da gelatina, que produz diminui¢do

das forgas intermoleculares de atragio entre cadeias da proteina, aumento no volume livre e

maior mobilidade da cadeia polimérica (Banker, 1966).

Tabela 2. Analise de variancia para o ajuste de modelos linear e quadratico aos valores de

tensdo na ruptura (TR), alongamento (%A) e teor de umidade (Umi).

Resposta Fonte SQ" GL' M Q‘f Foa Frap R
Regressdo 3339,48 1 333948 5,93 5,99 0,50
%A Residual  3375,80 6 562,63 Fea=F b
Total 6715,28 6 671,53
§ Regressao 52,75 1 52,75 7,66 5,99 0,56
= TR Residual 4136 6 689 Fea1,3Fiab
% Total 94,11 6 15,69
2 Regressio 4,74 [ 4,74 367 599 0,46
Umi Residual 7,72 6 1,29 Fear=0,6Fap
Total 12,46 6 2,08
Regressao 11060,02 1 11060,02 28,68 4,96 0,74
%A Residual  3856,58 10 385,66 Fea=6F tab
o Total 14916,60 10 1491,66
:g Regressao 171,19 1 171,19 22,94 496 0,69
g TR Residual 74,58 10  7.46 Fear=5Fab
% Total 245,77 10 24,58
g Regressao 6,38 1 6,38 8,62 4,96 0,38
Umi Residual 7,35 10 0,74 Fea=2F b
Total 13,73 10 L3

_rSQ: soma quadratica, GL: graus de liberdade, MQ: média quadratica, Fe,: F calculado,

Fub: F tabelado e R*: SQmodeio/SQrasidisat.
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Rodriguez et al. (2006) adicionaram surfactantes (Tween 20, Span 80 e lecitina de
soja) em filmes a base de amido de batata ¢ glicerol e observaram um efeito sinérgico entre
a quantidade de glicerol e altas concentragdes dos surfactantes utilizados. Esses autores
observaram também que formulagdes contendo glicerol em presenga de elevadas
concentragdes de surfactante resultaram em filmes com baixa tensdo na ruptura e alto
alongamento, comportando-se como filmes com presenga de elevadas quantidades de
plastificante na rede polimérica. Este aparente comportamento plastico dos filmes contendo
altos niveis de surfactantes somente foi observado na presenga do glicerol (Rodriguez et al.,

2006).

Fig. 1. Superficie de resposta para alongamento (%A): efeito das concentragdes do glicerol

(Cg) e do extrato de yucca (Cy).
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A partir dos resultados observados em relagdo as propriedades mecénicas, as
formulag¢des que produziram filmes com o maior e o menor valores de alongamento,
correspondentes as formulagdes 48% de extrato de yucca mais 8,75% de glicerol ¢ 48% de
extrato de yucca mais 0,25% de glicerol, respectivamente, foram utilizadas para a produgao
de filmes por casting para se comparar o efeito da técnica de producdo nas caracteristicas

dos filmes.

3.2. Filmes produzidos por extrusdo e por casting

Os filmes reproduzidos por casting visualmente foram homogéneos, com auséncia
de separagio de fases e de areas quebradigas, foram facilmente retirados da placa suporte,
apresentaram boa flexibilidade ¢ boas condigdes de manuseabilidade, sendo a média de

espessura obtida para esses filmes, de 55,5 + 0,1 pm.

3.2.1. Propriedades mecanicas

Na Tabela 3, pode-se observar que, independente da concentragdo de plastificante,
maiores %A e menores TR foram obtidas para os filmes extrusados, atingindo ~158% e
20 MPa, enquanto nos filmes por casting esses valores foram de 14,5% e 44 MPa,
respectivamente.

Na comparagdo entre filmes extrusados e elaborados por casting, Park et al. (2008)
em filmes a base de gelatina, sorbitol e glicerol e Hernandez-1zquierdo et al. (2008) em
filmes de soro de leite, observaram que a tensdo na ruptura foi elevada em filmes por
casting, porém o maior alongamento foi obtido para os filmes extrusados. Os valores

obtidos de TR ¢ %A foram de 17 MPa e 216% para filmes extrusados e 60 MPa e 20% para
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filmes obtidos por casting quando 20% de glicerol foi utilizado (Park et al., 2008).
Enquanto que Herndndez-Izquierdo et al. (2008) observaram valores médios de TR ¢ %A
da ordem de 3,5 MPa ¢ 127% para filmes extrusados e 2,2 MPa e 57% para filmes feitos
por casting, contendo de 45 a 55% de glicerol. Embora a quantidade de glicerol adicionada
para a formacio de filmes a base de gelatina e extrato de yucca no presente trabalho tenha
sido inferior (0,25 a 8,75%) em relagdo as quantidades utilizadas pelos autores acima
referidos, comportamento semelhante pode ser observado (Tabela 3).

A diferenca nas propriedades mecanicas devido aos diferentes processamentos
(extrusdo x casting) deve-se ao maior alinhamento e orientacdo sofridos pelas moléculas da
proteina na dire¢io do escoamento do equipamento durante o processo de extrusdo,
permitindo maior extensibilidade do material formado (Hernandez-Izquierdo et al., 2008).
Essa diferenca também se deve as condicoes drasticas (altas temperatura € pressao) que sao
aplicadas ao material durante o processo de extrusdo, que modificam a estrutura protéica,
promovendo formac¢do de ligagdes cruzadas (Ha e Padua, 2001; Paetau ct al., 1994,
Sothornvit et al., 2007; Hernandez-Izquierdo et al., 2008). A temperatura maxima utilizada
no presente trabalho foi de 100 °C na zona de cisalhamento observando-se que essa
temperatura foi suficiente para permitir a formagdo de filmes flexiveis, com alta capacidade
de manuseio, ¢ auséncia de zonas quebradigas.

O processamento termoplastico produziu filmes significativamente mais espessos
que os filmes feitos por casting (Tabela 3). Resultado semelhante foi observado por Park et
al. (2008). Para os FE a espessura aumentou com o aumento da quantidade de glicerol
adicionada, resultando na reduc¢do da TR, enquanto que para FC a concentracdo de
plastificante ndo induziu diferenga signiticativa para espessura dos filmes, porém foi

observado aumento na TR de acordo com o acréscimo na quantidade do plastificante
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(Tabela 3). Em filmes a base de proteina do soro de leite adicionados de glicerol,
processados por um extrusor dupla rosca, foi observada uma espessura média de 1310 +
20 pm (Herndndez-lzquierdo et al., 2008). Esses autores observaram que a espessura dos
filmes ndo foi afetada significativamente pelo conteudo de glicerol. A espessura ¢ um
parimetro importante que pode influenciar as propriedades funcionais dos filmes (Cuq et
al., 1996). Cuq ct al. (1996) e Sobral (2000) observaram em filmes feitos por casting a base
de miofibrilas (de carne bovina e tilapia-do-nilo) que a forga na perfuragdo aumentou
linearmente devido ao aumento da espessura dos filmes. De acordo com Cuq et al. (1996) a
forca na perfuracio é aumentada devido ao incremento da quantidade de matéria seca por
superficie, ¢ o nimero de cadeias de proteinas por superficie se tornaria maior, induzindo a

um aumento no numero de interagdes intermoleculares.

Tabela 3. Comparacdo entre as propriedades mecénicas, solubilidade e umidade de filmes a
base de gelatina e extrato de yucca (concentragdo de 48 g 100 g’ de proteina), produzidos

por extrusao e por casting.

Espessura

Cq' Método TR (MPa)* A (%) Sol (%)  Umi (%)’
(nm)
" Extrusdo  167,6+£222° 339467 403£4,1" 371£08" 14202
e Casting 555+ 14°  372+02° 22+019 394224 132+22
_, Extrusio  2493=23,° 19,514 157,8+32" 39816 151+12°
e Casting 554+32°  438+10° 145+19° 395+56" 108+1,1°

'Cq: Concentragdo de glicerol (g 100 g" de proteina), ’TR: Tensdo na ruptura, A:
Alongamento, Sol: Solubilidade ¢ Umi: teor de umidade. *® Média + desvio padrdo. Letras
diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias

obtidas através do teste de Tukey.
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3.2.2. Solubilidade em agua

Na comparagio entre filmes extrusados e feitos por casting (Tabela 3), tendo como
base a mesma formulacdo, observou-se que a solubilidade desses filmes nao apresentou
diferenca estatistica (p > 0,05), independente do método de producdo utilizado. No entanto,
condi¢des drasticas de temperatura e pressdo, proporcionadas pelos processos de extrusao,
poderiam auxiliar na formagdo de ligagdes cruzadas durante o processamento ¢ com isso
proporcionar a formagio de uma rede protéica mais forte, tornando o material formado
menos solavel (Verbeek e van den Berg, 2010).

No presente trabalho, glicerol ndo apresentou efeito significativo sobre a
solubilidade, possivelmente devido as baixas quantidades adicionadas (0,25 a 8,75 g 100 g’
de proteina). Por outro lado, Sothornvit et al. (2003), observaram que o aumento na
concentragio de glicerol em filmes a base de proteina do soro de leite modelados por
compressio, refletiu em aumento nos valores de solubilidade, os valores observados foram

de 30; 36,1 ¢ 49% de solubilidade para 30, 40 ¢ 50% de glicerol, respectivamente.

3.2.3. Microscopia eletrénica de varredura

As imagens das se¢des transversais obtidas a partir dos filmes cujas formulacdes
resultaram em maior e menor valor de alongamento para filmes extrusados ou obtidos por
casting sdo apresentadas na Fig. 2. As morfologias das estruturas internas dos filmes
extrusados (Fig. 2A ¢ C), independente das concentragdes de plastificante utilizadas (0,25%
ou 8,75%) foram homogéneas e compactas, com auséncia de micro poros aparentes embora
a presen¢a de micro poros tenha sido observada anteriormente em filmes extrusados de

zeina (Wang e Padua, 2003) e de gelatina (Park et al., 2008).
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B

Map: 2im KX

an Mage 206K X

contendo extrato de yucca produzidos por extrusdo (coluna esquerda, barra = 30 um) e por
casting (coluna direita, barra =3 pm). (A) e (B) 48% extrato de yucca mais 8,75% glicerol,
(C) e (D) 48% extrato de yucca mais 0,25% glicerol.

O tipo de processamento empregado na claboragdo dos filmes a base de gelatina e
extrato de yucca parece ndo ter influenciado a morfologia dos mesmos, pois observa-sc na
Fig. 2B ¢ D que a estrutura da segdo transversal dos filmes feitos por casting sio muito
semelhantes aquelas observadas para os filmes extrusados. Park et al. (2008) também
compararam filmes de mesma formulagdo obtidos por casting € por extrusdo, e observaram

que os filmes feitos por casting apresentaram morfologia mais compacta quando
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comparados aos filmes extrusados, efeito atribuido a mais rdpida evaporagdo da agua
durante a extrusdo, provocando o surgimento de micro poros. Por outro lado, Fishman et al.
(2000) na extrusao de misturas de pectina ¢ amido plastificadas com glicerol, observaram
que a adi¢io de dgua durante o processo de extrusdo tendeu a produzir filmes com
morfologia mais semelhante a estrutura observada para os filmes feitos por casting, efeito
que foi observado no presente trabalho quando as morfologias das se¢des transversais

foram comparadas.

3.2.4. Calorimetria diferencial de varredura

A avaliagio calorimétrica dos filmes extrusados indicou a presenga de mais de uma
Tg (Tabela 4), possivel indicagdo de separagdo de fases (Gontard e Ring, 1996; Sobral et
al., 2001). A presenca de dois picos endotérmicos ja foi observada em trabalhos anteriores
em filmes claborados por casting (Sobral et al., 2001; Bertan et al., 2005, Pommet et al.,
2003). A separacdo de fases poderia implicar em perda de flexibilidade dos filmes, mas, ao
mesmo tempo, o plastificante atua como lubrificante, inserindo-se entre as cadeias
protéicas, garantindo, dessa forma, a flexibilidade dos filmes (Debeaufort ¢ Voilley, 1997).
Por outro lado, em amostras de proteina isolada do soro de leite e glicerol aquecidas de 0 a
250 °C, a uma taxa de 20 °C min”', foram observados multiplos picos iniciados por volta de
180 °C (Hernandez-1zquierdo et al.,2008). De acordo com os autores, a presenca de mais de
um pico pode ser devido a degradagido de componentes presente nos filmes. Enquanto que
nos filmes elaborados por casting somente uma temperatura de transi¢do vitrea foi
detectada, independente da concentragio do plastificante utilizada (0,25% ou 8,75% de
glicerol). As Tg’s obtidas para os filmes produzidos por extrusio sio inferiores aos valores

de Tg’s observadas para os filmes produzidos por casting. A combinagdo da gelatina,
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extrato de yucca e glicerol no processamento termoplastico, devido as condigdes drasticas
de operagio, temperatura e pressdo, provavelmente favoreceu maior captagdo de dgua pelo
material, maior plastificacio e orientagdo estrutural em dire¢do ao escoamento do
equipamento. Esse comportamento acarretou na maior redugdo da Tg nos filmes
extrusados, com elevados valores de alongamento para esses filmes quando comparados ao
alongamento dos filmes por casting, conforme pode ser observado na Tabela 3.

O aumento na quantidade de glicerol utilizada no presente trabalho, ndo foi
suficiente para produzir um abaixamento consideravel das Tg’s obtidas, independente dos
processos utilizados (Tabela 4), como observado anteriormente (Pushpadass et al., 2009).
Os valores obtidos sdo, entretanto, inferiores aos reportados para a Tg de gelatina pura,
variando de 200 a 220 °C (Slade ¢ Levine, 1987; Pinhas et al., 1996; Sobral e Habitante,
2001), indicando que a adigdo do extrato de yucca poderia ter sido o responsavel pelo efeito

de abaixamento ¢ conseqiiente plastificagdo (di Gioia e Guilbert, 1999).

Tabela 4. Temperatura de transigio vitrea (Tg) de filmes a base de gelatina, extrato de

yucea e glicerol, produzidos por extrusdo e por casting.

¥ 3 Extrusdo Casting
Cy Ce .
Tg: (°O) Tg: (°C) Tg: (°0O Tg: (°C)
48 0,25 71,56 56,59 98,90 -
48 8,75 85,33 67,96 97,96 -

' Cy: Concentracio de extrato de yucca (g 100g" de proteina) e Cg: Concentragio de

glicerol (g 100g" de proteina).

3.2.5. Espectroscopia de infravermelho
Observa-se que os espectros dos filmes obtidos pelos métodos de extrusao e por

casting foram similares, e os comprimentos de ondas absorvidos ndo foram alterados (Fig.
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3), indicando que os diferentes tipos de processamento ndo favoreceram a formacgdo de
interacdes adicionais entre os compostos utilizados (proteina, plastificante e surfactante).
Independente do tipo de processamento utilizado observou-se que os espectros obtidos para
os FE e FC apresentam os picos caracteristicos da gelatina (Andreuccetti et al., 2009) ¢ os
picos tipicos do extrato de yucca, conforme pode ser observado no Capitulo 5 (Fig. 6).

Nos espectros obtidos para os filmes produzidos por casting (Fig. 3B e D)
observou-se uma absorbancia insignificante na regido de comprimento de onda de 3600 a
2800 cm™' quando comparados aos picos apresentados nos espectros dos filmes produzidos
por extrusdo (Fig. 3A e C) onde se observa maior intensidade de absorbancia. Essa regido ¢
indicativa da presenca de grupos alcoolicos, que podem ser representados por compostos
hidroxilas ou amino presentes na gelatina ou ainda devido a compostos como resveratrol
and yuaccaols presentes no extrato de yucca (Piacente ct al., 2004). Pareda et al. (2010)
observaram que a intensidade do pico a 3300 cm’', associada a ligacdes H inter e
intramoleculares, foi reduzida pela adi¢do de o6leo de “tungue” em filmes a base de
caseinato, sugerindo a reducdo do cardter hidrofilico do filme a partir da adi¢do do
composto lipidico.

A alteragdo da banda do grupo C-O para freqiiéncias mais baixas indica a
possibilidade de formacdo de ligagdes de hidrogénio mais estaveis entre C-O ¢ o
plastificante (Ma et al., 2006), porém, para os filmes a base de gelatina, extrato de yucca ¢
glicerol os comprimentos de ondas dessa regido foram similares e, portanto ndo indicativo

de aumento ou diminuic¢do de interagcoes.
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Fig. 3. Espectros de infravermelho de filmes a base de gelatina produzidos pelos métodos

da extrusdo (A e C) e por casting (B e D), contendo (A) ¢ (B) 48% extrato de yucca mais

8,75% glicerol, (C) ¢ (D) 48% extrato de yucca mais 0,25% glicerol.

3.2.6. Difragdo de raios-X

Na Fig. 4 e Tabela 5 apresentam-se, respectivamente, 0s padroes de difragdes de

raios-X ¢ os graus de cristalinidade para os filmes estudados.
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Tabela 5. ndice de cristalinidade relativa de filmes a base de gelatina, extrato de yucca e

glicerol, produzidos por extrusdo e por casting.

Indice de cristalinidade relativa (%)

Extrusdo Casting
48 0.25 26,36+ 0,21 39,28 +0,53*"
48 8,75 25,18 + 0,188 38,15+ 0,11%

'Cy: Concentragio de extrato de yucca (g 100 g’ de proteina); Cs: Concentragdo de glicerol
(g 100 g de proteina), ** Média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes na mesma
coluna e letras maitsculas diferentes para a mesma linha representam diferenca

significativa (p < 0,05) entre as médias obtidas através do teste de Tukey.

O filme extrusado apresentou um padrdo caracteristico de gelatina com a presenga
de somente um pico ao redor do éangulo de difracio de 20 = 23-24° (Fig. 4).
Comportamento semelhante foi observado por Qiu-Ping e Wen-Shui (2008) cm
difratogramas de filmes a base de gelatina. Na Fig. 4 observa-se um pico de maior
intensidade para os filmes extrusados, independente da concentragdo de plastificante,
enquanto nos difratogramas dos filmes feitos por casting ha presenca de dois picos, que
independente da concentragdo de glicerol apresentaram-se por volta de 20 = 9° ¢ 20 = 24°.
O pico presente ao redor de 9° tem relag@o estreita com os reportados por Yakimets et al.
(2005 ¢ 2007) nos filmes a base de gelatina. Segundo esses autores esse pico corresponde a
presenca de pequenas quantidades da estrutura tripla hélice da proteina. Em um processo de
extrusdo A temperaturas superioes a 100°C, a estrutura do biopolimero estaria destruida
mostrando um tipico modelo de estado amorfo em difratogramas de raios-X (Charbonniere
et al., 1973). van Soest et al. (1996) observaram que diferentes tipos de processamento
resultaram em mudangas significativas nos padrdes dos difratogramas em filmes a basc de

amido, afetando o numero de picos e a intensidade dos mesmos.
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Fig. 4. Difratogramas de raios-X dos filmes a base de gelatin produzidos pelos métodos da
extrusdo e por casting, contendo (A) 48% extrato de yucca mais 0,25% glicerol e (B) 48%

extrato de yucca mais 8,75% glicerol.

Pinhas et al. (1996) reportaram que quando se utiliza amostras com umidade
superior a 38% no processamento por extrusdo de filmes a base de gelatina, os picos nos
angulos de 20 de 7° e 31° sdo mais pronunciados, ¢ esses estdo relacionados a

direcionalidade perpendicular da tripla hélice da protofibrila e dos aminoacidos residuais,
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respectivamente. Esse comportamento ndo foi observado no difratograma obtido no
presente estudo, possivelmente devido ao efeito apresentado pelo plastificante na
diminuicdo da regido cristalina. O plastificante pode promover o abaixamento da energia de
ativagio na formacio da estrutura cristalina estavel, facilitando a mobilidade e limitando o
arranjo das cadeias poliméricas. Esse comportamento pode ser observado na Tabela 5, para
os filmes obtidos tanto pelo processo de extrusdo quanto para os filmes por casting, sendo
que a maior concentragdo de glicerol gerou menor indice de cristalinidade relativa (p <

0,05) em relagdo aos filmes produzidos com a menor quantidade do plastificante.

4, Conclusoes

O estudo mostrou a viabilidade do processamento termoplastico de filmes a base de
gelatina contendo extrato de yucca através de um extrusor monorosca. O processamento
pela extrusdo gerou filmes significativamente mais espessos (160 a 250 pm) quando
comparados aos filmes produzidos por casting (~55 pm). Para os filmes extrusados as
varidveis independentes (concentragdes de extrato de yucca e de glicerol) ndo tiveram
efeito significativo sobre a tensdo de ruptura e teor de umidade, enquanto a concentragdo de
glicerol teve efeito significativo sobre os valores de alongamento. Quando comparados 0s
filmes extrusados com os filmes feitos por casting, os extrusados proporcionaram maiores
valores de alongamento e reduzidas tensdes na ruptura. Nao foi observada diferenga
significativa quanto aos valores de solubilidade, independente do método de processamento
empregado ¢ da concentragdo de glicerol utilizada (média de 39%). Independente do

método de produgio utilizado para a formagdo dos filmes a base de gelatina e extrato de
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yucca, a morfologia foi semelhante com estrutura interna compacta, homogénea e auséncia
de micro poros. A avaliagdo dos espectros de infravermelho, ndo evidenciou associagdo
forte entre o extrato de yucca e a gelatina, independente do método de processamento
utilizado, e filmes feitos por casting apresentaram maior indice de cristalinidade do que os

filmes extrusados.
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7. Conclusio geral

Quanto a produgdo dos filmes

A produgdo, por casting, dos filmes a base de gelatina incorporados com o0s
plastificantes hidrofobicos foi possivel devido a presenca dos surfactantes, lecitina de soja
(primeira etapa) e extrato de yucca (segunda etapa), que permitiram a formacgdo de uma
matriz coesa e homogénea, sem exudagdo aparente dos plastificantes.

Além disso, a produgio, por casting, dos filmes contendo somente os surfactantes
(terceira etapa) também foi possivel, com incorporacdo de elevados niveis dos surfactantes
(até 120 g de surfactante 100 g de gelatina), sem que houvesse separagio de fases
aparente.

A produgio, por extrusdo (quarta etapa), dos filmes a base de gelatina e extrato de
yucca proporcionou adequado processamento no extrusor monorosca, boa taxa de

alimentagdo, fluxo continuo ¢ boa formagao de filmes.

Quanto a eficiéncia na incorporagdo dos plastificantes hidrofobicos

Primeira ¢ segunda etapas: o uso da lecitina de soja permitiu a incorporagdo
eficiente, sem que o filme apresentasse separagdo de fase dos plasticantes: citrato de
tributila ¢ citrato de acetiltributila (até 75 g de plastificante 100 g de gelatina). Enquanto a
adicdo do extrato de yucca permitiu a incorporagdo dos quatro plastificantes testados,
porém em niveis diferentes de concentracio: citratos de tributila e acetiltributila até
75 g plastificante 100 g de gelatina, citrato de acetiltrietila até 60 g plastificante 100 g™ de

gelatina e citrato de trictila até 40 g plastificante 100 g de gelatina.
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Quanto as propriedades mecanicas

Tensdo na ruptura (TR): o uso de quantidades crescentes de plastificantes
(independente do tipo e do surfactante associado, lecitina ou extrato de yucca) nas
formulacdes causou redugio significativa nos valores de TR, com decréscimos de até 65%
na primeira fase e de 44% na segunda fase. Na terceira etapa o decréscimo foi de 55% na
TR de acordo com o aumento na concentra¢io dos surfactantes. Na quarta etapa os valores
de TR foram significativamente inferiores aos obtidos nas etapas anteriores, com variacao
de 19 a 34 MPa.

Alongamento (%A): a adigdo dos plastificantes hidrofébicos ndo promoveu de
forma significativa os valores de alongamento. Foram observadas variagdes de %A, na
etapa quando lecitina foi utilizada, de 3 a 6% para citrato de tributila e de 3 a 12,5% para
acetiltributila. Na etapa em que o extrato de yucca foi utilizado, as variagoes observadas
foram de: 4 a 12,5% para citratos de tributila, acetiltributila e acetiltrietila. Para a terceira
etapa, o uso da lecitina promoveu valores de %A entre 7 ¢ 22% e para extrato de yucca
entre 4 ¢ 7%. O processo de extrusdo, devido a orientacio das cadeias protéicas, promoveu
valores de %A significativamente superiores aos observados nas etapas anteriores, com

variagio entre 40 ¢ 160%.

Quanto a permeabilidade ao vapor de agua

Primeira etapa: a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) sofreu ligeiro acréscimo
com o aumento na concentragdo dos plastificantes. Os valores de PVA variaram entre 0,17
¢ 0,34 g mm m?> h' kPa™.

Scgunda etapa: ndo foi observada correlagdo entre 0 aumento na quantidade de

plastificante ou surfactante na redugdo da PVA. Valores minimos obtidos de PVA foram
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0,08; 0,07 ¢ 0,06 ¢ mm m~ h' kPa' para acetiltributila, tributila e acetiltrietila,
respectivamente.

Terceira etapa: o aumento na quantidade de surfactante, independente do tipo,
promoveu decréscimo na permeabilidade ao vapor de agua, atingindo valores minimos de

0,14 ¢ 0,09 g mm m™ h' kPa™ para filmes contendo, respectivamente, lecitina e extrato de

yucca.

Quanto a solubilidade

Segunda etapa: o aumento na concentragdo dos plastificantes hidrofobicos,
independente do tipo empregado, causou acréscimo nos valores de solubilidade, com média
de 54% de solubilidade para o nivel mais elevado dos plastificantes (60 g de plastificante
100 g de gelatina).

Terceira etapa: filmes contendo extrato de yucca foram significativamente mais
soluveis, com variagdo entre 20 a 52% de acordo com o aumento na concentragdo desse
surfactante, quando comparados aos filmes contendo lecitina, que apresentaram mcdia
aproximada de 7% de solubilidade, sem diferenca significativa entre os niveis de lecitina
utilizados.

Quarta etapa: ndo foi observada diferenca significativa quanto aos valores de
solubilidade, independente do método de processamento empregado ¢ da concentragio de

glicerol utilizada, a média obtida foi de 39% de solubilidade.

Quanto a morfologia
Microscopia eletrénica de varredura: para a primeira e segunda etapas: nos filmes

contendo os plastificantes hidrofobicos foram observadas morfologias superficiais e
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estruturas internas mais heterogéneas ¢ com zonas de descontinuidades. Maior
heterogeneidade foi observada para os filmes contendo extrato de yucca, com presenga de
poros na sua se¢iio interna, independente do tipo de plastificante utilizado.

Terceira etapa: com a retirada dos plastificantes hidrofobicos, nessa etapa,
observou-se uma morfologia mais coesa ¢ homogénea, com estrutura interna mais
compacta, principalmente para os filmes contendo extrato de yucca.

Quarta etapa: os filmes extrusados apresentaram uma estrutura morfoldgica interna
homogénea, compacta e auséncia de poros.

Microscopia confocal a laser de varredura (MCLV): na primeira ctapa, a eficiéncia
da lecitina enquanto agente surfactante pode ser comprovada pelas imagens de MCLYV,
observando-se grande homogeinidade entre os plastificantes hidrofobicos ¢ a matriz de
gelatina.

Segunda etapa: as imagens de MCLV nio indicaram incorporagao homogénea dos

plastificantes hidrofobicos na matriz filmogénica hidrofilica.

Andlises complementares

Espectroscopia de infravermelho: em todas as etapas do trabalho, pela analise dos
espectros  obtidos, ndo houve indicagdo de formagdo de novas interagdes entre 0s
compostos adicionados (proteina, plastificantes ¢ surfactantes), os espectros referentes as

formulacdes representaram os picos caracteristicos observados pelas substancias puras.

Raios-X: na terceira etapa onde essa andlise fol empregada observou-se nos
difratogramas que a adigdo dos surfactantes, independente do tipo e da concentragdo,

promoveu filmes com caracteristicas mais amorfas quando comparados com o difratograma
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do filme simples de gelatina.
Quarta etapa: o filme extrusado apresentou o padro caracteristico de gelatina com a

presenca de somente um pico ao redor do angulo de difra¢do de 20 = 23-24°.

Calorimetria diferencial de varredura: nos filmes extrusados foram observados dois
picos de transi¢do vitrea, possivelmente devido a falta de interacdo entre os compostos
adicionados ou pela degradagdo dos componentes causada pelas condigdes drasticas de

temperatura e pressao utilizadas no processamento termoplastico.
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Anexo I. Visio geral do trabalho e sugestdes para pesquisas futuras

A hipétese inicial do trabalho foi a utilizagdo de plastificantes hidrofobicos com o
intuito de se reduzir a susceptibilidade do filme protéico a base de gelatina ds condigdes
ambientais, principalmente com relagdo a umidade relativa, uma vez que esse tipo de
material, com cardter polar, produz filmes com clevada permeabilidade ao vapor de agua,
limitando a sua aplicagdo, pois permite elevadas taxas de transferéncia de massa (vapor de
dgua) entre o alimento e o ambiente que o circunda. A inclusdo de compostos com
caracteristicas hidrofébicas foi utilizada na tentativa de se minimizar esse problema. Num
primeiro momento, utilizaram-se grandes quantidades de plastificantes hidrofobicos, de
forma que se pudesse avaliar o efeito de concentragdes crescentes nas propricdades
funcionais dos filmes resultantes, principalmente com relagdo a propriedade de barreira ao
vapor de agua ¢ ainda contar com a promogdo da flexibilidade dos filmes devido a adigao
de agentes plastificantes.

No entanto, a inser¢do desses plastificantes a matriz protéica somente foi possivel
devido a adi¢iio associada de um surfactante (primeira etapa do trabalho, lecitina de soja ¢
segunda etapa, extrato de yucca). De acordo com testes preliminares, filmes de gelatina
contendo os plastificantes hidrofobicos, sem adi¢do do surfactante, apresentaram separagao
de fases, com exudagio aparente do plastificante sobre a superficie dos filmes, tornando-os
invidveis ao manuseio, sendo descartados para andlise. Utilizaram-se surfactantes com
diferentes graus de hidrofobicidades (lecitina insoliivel em dgua e extrato de yucca solavel)

devido a possibilidades de promogdo de diferentes tipos de interagdes entre a matriz
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protéica ¢ os plastificantes. A diferenga entre os surfactantes péde ser observada pelo
comportamento quanto a incorpora¢do dos plastificantes (concentragdes e tipo), tempo de
secagem, propriedades funcionais e morfologia dos filmes obtidos nas diferentes etapas do
trabalho. Porém uma lacuna observada estd relacionada ao estudo da emulsdo e das
caracteristicas dos surfactantes, e como sugestdo para trabalhos futuros, recomenda-se a
determinagdo de caracteristicas fisico-quimicas destes agentes, de forma a subsidiar os
diferentes comportamentos observados entre os dois surfactantes utilizados. Como, por
exemplo, determinagio do valor do Balango Hidrofilico-Lipofilico (HLB) e do nivel de
saturacdo do surfactante (concentragdo micelar critica), embora, durante a terceira fase do
trabalho, onde somente foram utilizados os surfactantes, ndo se observou exuda¢do dos
mesmos, mesmo a concentragdes elevadas (120 g de surfactante 100 ¢! de gelatina).

Foi observado que as solugdes filmogénicas emulsionadas eram estdveis
visualmente, pois nio foi verificada separagdo de fase mesmo apo6s 48 horas da solugdo em
repouso, porém, recomenda-se a realizagdo de um estudo sobre a estabilidade da emulsdo e
também completar os dados sobre a distribui¢io do didmetro da gota da emulsdo,
caracterizando o tipo de emulsdio formada pela mistura de tais compostos. Por exemplo,
davidas com relagiio as diferencas morfologicas entre os filmes feitos com lecitina ou yucca
¢ os valores de PVA por eles apresentados (1° ¢ 2° etapas). O uso do extrato de yucca
resultou em filmes com estrutura mais porosa, heterogénea, menos compacta quando
comparada a segdo interna dos fimes contendo lecitina, no entanto, os valores de PVA
foram significativamente inferiores para filmes contendo extrato de yucca. Esperava-se que
secdes mais compactas, estruturalmente mais homogéneas oferecessem menores valores de
PVA.

Nas duas primeiras etapas do trabalho, apesar de se ter produzido filmes a base de
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gelatina com valores de PVA inferiores ou similares aos encontrados na literatura, o
alongamento nio pode ser promovido pela adig¢do dos plastificantes hidrofobicos.

Devido a alguns dados encontrados na literatura, onde se relatava que compostos
anfifilicos poderiam ser usados com fungdo plastificante (di Gioia & Guilbert, 1999) optou-
se pela retirada dos plastificantes hidrofébicos e estudar somente o efeito de concentragoes
crescentes dos surfactantes nas propriedades funcionais de filmes a base de gelatina. Nessa
fase, seguiu-se com o propésito de se melhorar as propriedades de barreira ao vapor de
dgua, pois apesar da retirada dos plastificantes hidrofobicos, os surfactantes apresentam
caracteristicas apolares e poderiam contribuir na obtengéo de filmes com reduzidos valores
de PVA.

As concentragdes dos surfactantes que seriam utilizadas nessa etapa do trabalho
foram fixadas de acordo com as quantidades dos compostos hidrofébicos adicionados na
primeira e na segunda etapas (plastificantes hidrofobicos e surfactantes), ou seja, foram
incorporadas niveis elevados de surfactantes, atingindo até 120 g 100 g de gelatina.
Constatou-se que os filmes contendo somente os surfactantes promoveram a redugdo dos
valores de PVA de acordo com o aumento nas concentragdes dos surfactantes, sendo esses
inferiores (quando a lecitina foi usada) ¢ similares (quando o extrato de yucca foi usado)
em relacio aos valores observados em conjunto com os plastificantes hidrofobicos nas duas
primeiras etapas do trabalho. Nem o uso dos plastificantes nem o uso somente dos
surfactantes promoveram a flexibilidade dos filmes, pois os valores de alongamento
observados nesse estudo encontraram-se abaixo daqueles observados na literatura para
filmes de gelatina, adicionados de plastificantes hidrofilicos (como sorbitol e glicerol). A
parte dos valores de %A, os resultados de PVA ¢ tensido na ruptura obtidos nesse trabalho

mostraram-se promissores com relagdo a esses mesmos filmes contendo os plastificantes
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hidrofilicos.

A baixa flexibilidade continuava limitando as possibilidades de aplicagdo desses
filmes. Para sanar esse problema realizou-se uma modificagio estrutural no filme, através
do processamento termopldstico, tentando promover uma reordenagdo estrutural da
proteina, e orientagdo das cadeias que ocorre no sentido do fluxo do equipamento. Essa
orientacdo, como se houvesse a formagdo de fibras, foi um dos fatores responsaveis pela
maior flexibilidade adquirida pelos filmes extrusados. Normalmente, em filmes extrusados,
sio observados altos valores de alongamento e reduzida tensdo na ruptura quando
comparados aos filmes obtidos por casting. Esse comportamento pode ser observado na
altima etapa desse trabalho no processamento de gelatina e extrato de yucca.

Para os testes preliminares realizados no extrusor foram testados os dois
surfactantes (lecitina e extrato de yucca). Observou-se que altas quantidades de surfactantes
nio poderiam ser processadas no extrusor monorosca devido a limitagdo no conteudo de
umidade da amostra a ser processada. O limite maximo possivel a ser processado foi de
35% de umidade. Estipulado esse limite as amostras, contendo gelatina e lecitina ou
gelatina e extrato de yucca, comegaram a ser processadas ¢ observou-se que apos
armazenamento, os filmes extrusados perdiam umidade, ressecavam e consequentemente
perdiam a sua flexibilidade, tornavam-se extremamente rigidos e quebradigos, dificultando
o seu manuseio. Diante desse problema, optou-se pela inclusdo de um composto com
caracteristicas hidrofilicas de forma que essa substincia auxiliasse na manutencido da
umidade ¢ mantivesse a flexibilidade dos filmes mesmo apoés armazenamento. Dentre as
possibilidades escolheu-se o glicerol, por ser um composto amplamente utilizado ¢
discutido na literatura na producio de filmes biodegraddveis. Porém, definiu-se que as

quantidades utilizadas de glicerol seriam baixas, sendo este adicionado @ mistura proteina-
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surfactante na tentativa de solucionar o problema de perda de umidade dos filmes
extrusados.

Durante essa fase também foram observadas algumas lacunas, recomenda-se¢ o
estudo de diferentes perfis de temperatura, velocidades de alimenta¢io e da rosca, uso de
um extrusor de rosca dupla, permitindo a realizagdo de um estudo do efeito dos pardmetros
de extrusdo sobre as propriedades funcionais desse tipo de filme.

Muitas foram as dificuldades encontradas no processamento das amostras com
lecitina, pois a lecitina com caracteristica mais oleosa que o extrato de yucca, possuia
pouco atrito entre a rosca e a camisa do canhio. O material, por sua vez, nio tinha o tempo
de retengdo necessdrio dentro do equipamento para gerar a plastificacdo da gelatina, além
de que, causava muitos problemas de entupimento no funil de alimentagio e
consequentemente na saida da matriz, que devido a falta de fluxo continuo ao longo do
extrusor obstruia a saida constantemente. A mistura formada com a gelatina e a lecitina
também formava aglomerados devido ao cardter oleoso da lecitina e isso também dificultou
a alimentag@o manual do equipamento. Por isso, acredita-se que a utilizagdo de um extrusor
dupla rosca onde haja compartimentos de alimentagdo separados para substincias liquidas ¢
solidas proporcionaria melhores condigdes de mistura e cisalhamento do material, até
mesmo pela propria conformagio de roscas desse tipo de extrusor. Dentro do planejamento
havia sido estabelecido que as variaveis independentes seriam somente as concentracoes de
surfactantes e glicerol e que as condi¢des de processamento seriam fixadas para todas as
formulagdes. No entanto, além das dificuldades ja mencionadas acima com relagdo as
amostras contendo lecitina, dependendo da formula¢do, as condi¢des para o processamento,
como perfil de temperatura ¢ velocidade da rosca, tiveram que ser alteradas de forma a

proporcionar o manufaturamento das amostras com lecitina. Devido aos problemas
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encontrados, o planejamento previamente estabelecido para a mistura gelatina-lecitina nio
pode ser completado em tempo habil para o término na tese, por isso, dados preliminares
obtidos dos filmes extrusados de gelatina e lecitina estdo apresentados no Anexo IV.

Seria necessaria também a utilizacdo de um sistema de calandras para promover a
uniformidade da espessura dos filmes resultantes. Os filmes eram tracionados do extrusor
manualmente, e as amostras saiam com aproximadamente 70-80 °C. Além do que, com as
condi¢des operacionais, de taxa de alimentagdo e perfil de temperatura, equilibradas, um
escoamento continuo era atingido dentro do canhdo extrusor. Dessa forma as amostras
escoavam muito rapido do equipamento e nem sempre era possivel obter um tracionamento
continuo ¢ homogéneo dos filmes.

Além da acréscimo da agua, que foi realizada através de um balango de umidade,
para que as misturas atingissem o conteudo de umidade determinado nos testes
preliminares, a adigdo de agua na mistura gelatina e surfactantes também foi de extrema
importincia para garantir um processamento ¢ plastificagdo cficientes das amostras.
Inicialmente observou-se que amostras sem a adi¢do de dgua resultavam em filme com
presenga de granulos de gelatina sem se fundir, como se nio tivessem alcancado a sua
devida plastifica¢io, mesmo em condigdes operacionais mais drasticas de temperatura.

A partir dos filmes obtidos nessa etapa de extrusao, escolheu-se a formulagdo que
gerou maior valor de alongamento e realizou-se o seu processamento por extrusdo seguida
de sopro. A formulagdo contendo lecitina ndo pode ser soprada, pois ndo apresentou uma
plastificagio homogénea da gelatina ao longo do canhdo cxtrusor, dificultando sua
alimentacdo ¢ posterior sopro. Dessa forma, para estudos futuros adequar as condigoes
operacionais e ajustar a concentragdo de lecitina de forma que se permita o transporte do

material pela rosca. No caso da amostra contendo extrato de yucca (Anexo V), foi possivel
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a obtencdo de filmes soprados, porém esses apresentaram alta adesividade, devido ao
proprio efeito do surfactante, dificultando tomada de amostras para a realizacdo de algumas
andlises, como propriedades mecénicas e de barreira ao vapor de dgua. Recomenda-se o
estudo de efeitos combinados de temperatura e umidade, pois esses determinam as
propricdades reologicas do material soprado, evitando perdas excessivas de dagua e
conseqiiente formagio de filmes duros, rigidos e sem plastificagio (Wang e Padua, 2003),
como foi observado para o processamento de amostras contendo lecitina, onde ndao ocorreu
uma eficiente plastificagio da gelatina. Mais estudos necessitam ser realizados no
processamento termoplastico de materiais biodegradaveis, scja pela extrusio ou pela
estrusio seguida de sopro, de forma a tornar promissor a sua produgio industrial, utilizagdo
¢ aplicacdo desses materiais, uma vez que mudangas estruturais provocada nas proteinas a
partir desse tipo de processo podem beneficiar as propriedades funcionais dos filmes. E
esperado que condi¢des Otimas como, por exemplo, de umidade e temperatura, sejam
ajustadas de acordo com cada extrusor e condigdes operacionais.

Quanto aos resultados observados na quarta etapa do trabalho (Capitulo 6, extrusio)
¢ adicionalmente aos resultados apresentados no Anexo V (extrusido-sopro) pode-se dizer
que sdo dados muitos promissores, principalmente pela viabilidade apresentada no
processamento termoplastico da gelatina e extrato de yucca e pela capacidade de boa
formagdo de filme. Estudos futuros, com adequacdes das varidveis das condigdes de
processamento poderdo oferecer maiores subsidios, tornando a fabricagdio desse tipo de
material (filmes extrusados a base de biopolimeros) uma possibilidade real de aplicagdo
industrial, como, por exemplo, fabrica¢io de bolsas, sacolas, sachés ¢ envoltérios para
alimentos. E ainda, investigando-sc também a técnica de moldagem por compressdo ¢

inje¢do termoplastica de biopolimeros, outras alternativas seriam oferecidas na produgdo de
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materiais biodegradaveis. A producdo de utensilios descartaveis, como copos ¢ pratos,
poderia tornar-se uma op¢do a ser investigada.

Nesse trabalho, nas primeira ¢ segunda etapas, foram analisadas elevadas
quantidades de plastificantes hidrofobicos associados a baixos niveis de surfactantes, por
outro lado na quarta etapa foram utilizadas altas concentragdes de surfactantes e baixas de
plastificantes hidrofilicos. Para pesquisas futuras seria interessante o estudo de novas
combinagdes de quantidades de plastificantes e surfactantes, como por exemplo, o estudo
do efeito de baixos niveis de plastificante hidrofébico e altos de surfactantes. Também seria
interessante cobrir a reproducdo completa, por casting, das formulagdes elaboradas na

quarta ctapa.
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Anexo Il — Caracterizagdo dos surfactantes

Anexo III. Caracterizaciio dos surfactantes: lecitina de soja ¢ extrato de

yucca

Tabela A1.III: Valores de umidade, insoliiveis em acetona e dcidos graxos da lecitina de

soja comercial.

Componentes Lecitina de soja comercial
Umidade (%) 0,26
Insoltiveis em acetona (%) 26,6
Acidos graxos (%)

C14:0 (Miristico) 0,09
C16:1 (Palmitico) 16,57
C16:1 (Palmitoléico) 0,09
C18:0 (Estearico) 3,71
C18:1 (Oléico) 19,29
C18:2 (Linoléico) 53,85
C18:3 (Linolénico) 5,34
C20:0 (Araquidico) 0,26
C20:1 (Gadoléico) 0,15
C22:0 (Behénico) 0,44
C24:0 (Lignocérico) 0,21

Tabela A2.I11. Propriedades fisico-quimicas do extrato de Yucca schidigera.

Propriedade Yucca schidigem"

Umidade (%) 50

Estado fisico Liquido

Cor Marrom avermelhado

Odor Caracteristico

pH Levemente acido para solu¢do 10%
Ponto de ebuli¢do (°C) 102

Ponto de fusdo Nao aplicavel

Solubilidade Soluvel completamente em agua
Densidade (g LY 1.2

Teor de saponinas esteroidal (%) 10

Fonte: informagdes cedidas pelo fornecedor (Beraca Sabara Quimicos ¢ Ingredientes

Ltda.).
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Anexo IV. Filmes extrusados a base de gelatina e lecitina de soja

Material ¢ métodos

Material

Para a produgdo dos filmes extrusados foram utilizados: gelatina suina tipo A
(260 bloom) fornecida por Gelita México (Lerma, Estado do México); glicerol (CAS n® 56-

81-5, J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) e lecitina de soja comercial.

Métodos

As andlises de propriedades mecénicas, solubilidade, umidade, morfologia,
temperatura de transi¢do vitrea, espectroscopia de infravermelho e raios-X foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita no Capitulo 6, item 2. Foi realizado também a
andlise qualitativa da curva de sor¢do de umidade usando-se um Dynamic Vapor Sorption
Analyser DVS-1 (DVS Isotherm Analysis Report, SMS Surface Measurement Systems,
Allentown, EUA) equipado com um microbalanga Cahn D200. Os experimentos foram
conduzidos a 25 + 2 °C ¢ umidade relativa variando de 50 a 95% ¢ os resultados foram

avaliados através do DVS Windows Versio 2.06.

Produc¢ao dos filmes extrusados

A metodologia utilizada para o processamento de filmes a base de gelatina contendo

222



Anexo IV — Resultados preliminares: lecitina e extrusao

lecitina foi a mesma descrita no Capitulo 6 para a produgio de filmes extrusados contendo
extrato de yucca. A descri¢do do extrusor monorosca utilizado também pode ser observado
no Capitulo 6. Os parametros fixos do processo foram: concentragdo de gelatina (4%), teor
de umidade (35%), taxa de alimentagdo (16 rpm), velocidade da rosca (47,20 rpm), perfil
de temperatura: zona de alimentagdo 85 °C; zona de cisalhamento 100 °C e; zona de

compressdo 75 °C.

Desenho experimental

O mesmo parddo de desenho experimental (2* + ) descrito no Capitulo 6 foi
utilizado para o processamento dos filmes contendo lecitina. O maximo nivel de lecitina
que foi possivel de ser processado no extrusor monorosca foi 48 g de surfactante 100 g de
gelatina a 35% de umidade, conforme determinado por ensaios preliminares. Glicerol foi
adicionado aos niveis de 1 a 5 g de plastificante 100 g’ total da mistura. As variaveis
independentes (concentragdes de lecitina e glicerol) com seus niveis codificados ¢ a matriz

do desenho experimental podem ser observados na Tabela ALIV.

Resultados preliminares

O uso da lecitina apresentou algumas limitagdes com relagdo ao processamento do
material dependendo das concentragdes de surfactante e glicerol associadas. Encontraram-
se dificuldades na alimentacdo do equipamento, muitas vezes ocorria o entupimento do

funil de alimentagio e com isso ndo era possivel obter um escoamento continuo,
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conseqiientemente o cisalhamento ¢ compressio do material nao aconteciam

uniformemente, ndo proporcionando boas condigdes de formacio do filme.

Tabela A1.IV. Matriz do delineamento experimental para os filmes extrusados com

lecitina com as variaveis reais e codificadas ¢ as respostas do processo.

) Varidveis codificadas (reais) Propriedades funcionais

Fnsaios X1C) X,(Ce)' TR (MPa)  A(%) Umi (%)

1 +1 (48) +1(5) 13,6+22% 1409+11,4 12,5+0,5

2 -1 (28) 141H 10,9+1,3 162,0£146 Nd’

3 +1 (48) 24D 10,9+3,1 1843+03 11,5449

4 -1 (28) +1 (5) - - :

5 -1,414 (23,86) 0(3) 16,5+2,1 672+213 12,4403

6 +1,414 (52,14) 0(3) 13,0+1,8 170,7+159 11,1+07

7 0 (38) +1,414 (5,83) 20,7406 1196114 11,5409

8 0 (38) -1,414 (0,17) 2 . -

9 0 (38) 0(3) - : 2

10 0 (38) 0(3) 132+1,7 163,4+11,1 Nd’

11 0 (38) 0(3) 182+27 951+11,9 11,9+04

' X,=C_=concentracio de lecitina (g 100 o de gelatina); X,=Cg=concentragdo de glicerol
(g 100 ¢ do total da mistura). ? Valor entre parénteses corresponde as variaveis reais. PR
tensdo na ruptura, A: alongamento ¢ Umi: umidade. * Média + desvio padrio. ° Nd: nio

determinado, devido a crescimento microbiano nas amostras.

Para algumas formulagdes, as condigdes previamente fixadas de operagdo do
extrusor, nao permitiram a homogeneizagdo do material, onde a lecitina ndo se incorporava
cficientemente a rede protéica, com presenga dos granulos de gelatina, indicando a falta de
plastificagdo da proteina. Na tentativa de ajustar o processamento dos filmes contendo

lecitina, as condi¢des operacionais de funcionamento do equipamento, como taxa de
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alimentacdo ¢ perfil de temperatura, sofreram alteragdes dependendo da formulagdo a ser
processada, de acordo com Table A2.IV. No entanto, as formulagdes cujas concentragoes
de lecitina ¢ glicerol associadas permitiram boas condigdes de processamento, resultaram

em filmes resistentes, flexiveis e altamente manuseaveis.

Tabela A2.1V. Adequagdo das condi¢des de processamento no extrusor para as amostras

contendo lecitina (taxa de alimentag@o: 16 rpm).

Velocidade da Temperatura Temperatura Temperatura
Ensaios

rosca alimentagdo cisalhamento compressdo
1, 3,911 30Hz 80 °C 100 °C 65 °C
4,7,10 30 Hz 85°C 105 °C 65°C
2 34 Hz 80°C 90 °C 65 °C

Propriedades mecanicas

Os valores de tensio na ruptura (TR) para os filmes contendo lecitina variaram entre
10,9 ¢ 20,7 MPa (Tabela 1A.IV), no geral, foram inferiores aos obtidos para os extrusados
com yucca (Capitulo 6). Por outro lado, os valores de alongamento foram supecriores aos
observados para os filmes processados com lecitina, atingindo o maximo de alongamento
de 184% para a formulagdo 48 g de lecitina 100 g de gelatina e 1 g de glicerol 100 g total

da mistura.

Umidade

Nio houve diferenca significativa, para a umidade dos filmes, entre as formulagdes

estudadas, os valores variaram de 11 a 12.5%, com média de 11,8% (Tabela [A.IV). Os
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valores de umidade para filmes contendo extrato yucca, apresentados no Capitulo 6, foram

ligeiramente superiores em relagdo aos filmes contendo lecitina.

Casting x Extrusdo

Para a compara¢iio entre filmes processados por extrusao ou feitos por casting
foram escolhidas as formulag¢des que resultaram em maior e menor valores de alongamento

para os filmes extrusados que foram reproduzidos pela técnica de casting.

Propriedades mecanicas

Na Tabela A3.1V observa-se a comparagdo entre os filmes obtidos por extrusio e
por casting com relagdo as propriedades mecanicas, solubilidade e umidade. O mesmo
comportamento obtido para os filmes contento extrato de yucca (Capitulo 6) foi observado
para os filmes extrusados com lecitina, com elongagdes significativamente superiores ¢
reduzidas tensdes na ruptura obtidas para os filmes extrusados em relagdo aos filmes

produzidos por casting.

Solubilidade ¢ umidacde

A solubilidade (Tabela 3A.1V) dos filmes parece ter sido influenciada pela
concentragiio de glicerol adicionada a formulagio, sendo que a maior quantidade de glicerol
utilizada proporcionou os maiores valores de solubilidade, independente do mctodo
empregado para a producdo dos filmes. Com a adi¢ao de 3% de glicerol, o filme extrusado
tenha apresentado solubilidade significativamente maior em relagdo ao filme feito por

casting. A umidade dos filmes extrusados foi superior a umidade observada para os filmes
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feitos por casting.

Tabela A3.1V. Comparativo entre as propriedades mecanicas e solubilidade para os filmes

a base de gelatina, lecitina e glicerol, produzidos por casting e extrusao.

¢! ci'  Método TR (MPa)’ A (%) Sol (%)° Umi (%)°

» } Extrusio  10,9+3,1° 1843 +03" 259+39° 11,5+ 4,9
Casting ~ 469+21°  187+38  29,9+29° 5,3 +0,6°

Extruséo 165+2,1° 672+23°  632+68" 12,4 +0,3"

23,86 3 ‘ ) )
Casting ~ 655+09"  158+2,1° 48,9+49 7,5+ 0,6

'C.: Concentracio de lecitina (g de surfactante 100 g~ de gelatina); Cg: Concentragio de
glicerol (g de plastificante 100 g do total da mistura). * TR: tensdo na ruptura, A:
alongamento, Sol: solubilidade e Umi: umidade. “b Média + desvio padriio. Letras
diferentes representam diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias obtidas através do

teste Tukey.

Curva de sor¢do de umidade

Pela analise da curva de sorcio de umidade (Fig. A1.IV) observa-se que o filme
processado com lecitina possui menor ganho de massa de acordo com o aumento da
umidade relativa quando comparado ao filme extrusado com extrato de yucca e ao filme
simples de gelatina, isso provavelmente devido a diferenga de polaridade entre csses
surfactantes. A presenca da lecitina conferiu ao filme extrusado um carater mais

hidrofdbico, refletido pela menor sor¢ao de umidade.
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Fig. AL.IV. Curva de sor¢io de umidade para filmes extrusados a base de gelatina

contendo lecitina.

Microscopia eletrénica de varredura

As imagens das se¢des transversais dos filmes a base de gelatina e lecitina podem
ser observadas na Fig. A2.1V. Observa-se que os filmes extrusados (Fig. A2.IV A ¢ C)
apresentam aspecto de fibras orientadas, principalmente para o filme com maior conteudo
de lecitina. Ha e Padua (2001) também observaram que o processamento de resina de zeina
por extrusio promoveu a formagdo de “fibras” de zeina, e essas fibras possivelmente
estariam orientadas, onde essa orientacio poderia efetivamente melhorar as propriedades
mecanicas do material formado. Quando comparadas as se¢des transversais dos filmes
extrusados ¢ por casting, observa-se que os extrusados possuem tendéncia de maior

organizagdo estrutural, com uma morfologia mais compacta que os filmes elaborados por

casting (Fig. A2.1V B e D).
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Fig. A2.IV. Morfologia da se¢do interna de filmes a base de gelatina contendo lecitina,
produzidos pelos métodos de extrusdo (coluna da esquerda, barra = 30 um) e por casting
(coluna da direita, barra = 3 um). (A) e (B) 48% lecitina e 1% glicerol; (C) e (D) 23,86%

lecitina ¢ 3% glicerol.

Temperatura de transicdo vitrea

Na andlise calorimétrica dos filmes processados com lecitina (Tabela A4.1V)
observa-se a presenca duas temperaturas de transigio vitrea (Tg) um indicativo de que ndo
houve interagio eficiente dos compostos adicionados. No entanto, para o0s filmes
claborados por casting somente observa-se a presenca de mais de um pico para a
formulacio com maior quantidade de lecitina. Os filmes extrusados possuem menor Tg

quando comparados ao filmes feitos por casting, podendo ser reflexo do maior
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alongamento observado para os extrusados, conforme observado previamente no Capitulo 6

(item 3.2.4.) para filmes de gelatina extrusados com extrato de yucca.

Tabela A4.1V. Temperatura de transigio vitrea (Tg) dos filmes extrusados e feitos por

casting a base de gelatina contendo lecitina.

; ; Extrusdo Casting
CL Ce
Tg: (°0) Tg: (°0O) Tg: (°C) Tg: (°O)
23,86 3 84,93 61,12 107,13 -
48 1 91,10 61,86 108,85 86,89

'CL: Concentragio de lecitina (g de surfactante 100 g" de gelatina); Cg: Concentragdo de

glicerol (g de plastificante 100 g do total da mistura).

-

Espectroscopia de infravermelho

Na Fig. A3.1V observa-se os espectros obtidos para os filmes a base de gelatina e
lecitina extrusados e feitos por casting. Os filmes extrusados e os elaborados por casting
possuem 0S8 Mmesmos picos caracteristicos absorvidos para os mesmos comprimentos de
onda, indica¢do de que, independente do método de produgdo, ndo houve a promogio de
interagoes fortes entre os compostos adicionados. Tal comportameto também pode ser
observado para os filmes contendo extrato de yucca (Capitulo 6). Os picos caracteristicos
da lecitina encontram-se entre os comprimentos de onda de 3700 a 2700 cm™ (estiramento
do grupo fosfato OH), de 1400 a 1800 cm’' (estiramento de C = O) e de 1240-1260 cm’’
(estiramento assimétrico de PO;) (Derkach et al., 2005), e sdo representados com maior
absorbincia onde a concentragdo de lecitina ¢ maior quando comparado a menor

quantidade desse surfactante (Fig. A3.1V).
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Fig. A3.IV. Espectros de infravermelho de filmes extrusados e feitos por casting a base de

gelatina contendo lecitina. (A) 48% lecitina e 1% glicerol, (B) 23,86% lecitina e 3%

glicerol.

Difracéo de raios-X

Na Fig. A4.IV pode-se observar o padrdo dos difratogramas de raios-X para os

filmes obtidos por extrusio e por casting. No caso onde a concentragdo de lecitina foi maior

(48% de lecitina, Fig. A4.1V, A), observa-se que os difratogramas sao semelhantes quanto a
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intensidade do pico ao redor de 20 = 20-25°, embora o filme feito por casting apresente
mais um pico de cristalinidade situado a 20 = 7°. Enquanto nos difratogramas onde a
concentracdo de lecitina foi menor (23,86% de lecitina, Fig. A4.IV, B), observa-se a
presenca dos mesmos picos identificados na Fig. A4.IV, A, porém o difratograma do filme

extrusado possui um pico de cristalinidade superior ao filme feito por casting.
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Fig. A4.IV. Difratogramas de raios-X para filmes a base de gelatina contendo lecitina
processados por extrusdo e feitos por casting. (A) 48% lecitina e 1% glicerol, (B) 23,86%

lecitina e 3% glicerol.
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Conclusoes

Apesar das dificuldades encontradas no processamento dos filmes a base de gelatina
contendo lecitina, foi possivel obter formulagdes cujas concentragdes de lecitina e glicerol
associadas permitiram boas condigdes de processamento, resultando em filmes resistentes,
flexiveis e altamente manusedaveis. Sdo necessarios mais estudos para adequagdo das
condicdes de extrusio e o estudo de novas combinagdes de concentragdes de plastificante e

surfactante.
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Anexo V. Obtenciio de filmes a base de gelatina pela técnica de extrusio-

SOPro

FILMES POR SOPRO

Material ¢ métodos

Material

Para a producio dos filmes soprados foram utilizados: gelatina suina tipo A
(260 bloom) fornecida por Gelita México (Lerma, Estado do México); glicerol (CAS n® 56-
81-5, J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) e extrato natural de Yucca schidigera (yucca)

fornecido por Agroin Baja Agrointernacional, lote UBA-028 (Baixa Califérnia, México).

Meétodos

As anilises de propriedades mecénicas, solubilidade, umidade, morfologia,
temperatura de transigdo vitrea, espectroscopia de infravermelho e raios-X foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita no Capitulo 6, item 2. Foi realizada também a andlisc
qualitativa da curva de sor¢do de umidade usando-se um Dynamic Vapor Sorption Analyser
DVS-1 (DVS Isotherm Analysis Report, SMS Surface Measurement Systems, Allentown,
EUA) equipado com um microbalanga Cahn D200. Os experimentos foram conduzidos a
25 + 2 °C e umidade relativa variando de 50 a 95% ¢ os resultados foram avaliados através

do DVS Windows Versio 2.06.
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Preparagdo dos pellets

Para a extrusio seguida de sopro foi escolhida a formulagdo que proporcionou o
maior valor de alongamento para os filmes extrusados de gelatina e extrato de yucca. A
mistura foi preparada conforme descrito no Capitulo 6, item 2.2./., a partir da qual foram
processados os pellets usando-se um extrusor monorosca (Cinvestav, Querétaro, México)
com um canhio de 380 mm de comprimento ¢ 19 mm de didmetro, a uma taxa de
compressdo de 1:1. Foi utilizada uma matriz com miltiplos orificios de 0,5 em cada um. O
canhiio do extrusor foi equipado com termopares elétricos em trés zonas independentes,
sendo as temperaturas de alimentagio, de cisalhamento e na saida da matriz,
respectivamente, 30, 40 e 50 °C. Os pellets produzidos foram armazenados a 5 °C

(65% RH) antes de serem processados pela extrusao a sopro.

Producdo de filmes pela extrusao seguida de sopro

Um extrusor monorosca (Haake Model Rheomex 254, Germany) acoplado ao
mecanismo de sopro foi utilizado na produgdo dos filmes tubulares, de acordo com as
especificagdes técnicas:

- Diametro da rosca (D): 19 mm,

- Largura da rosca: 25 D,

- Matriz circular com didmetro de 25 mm,

- Largura da abertura: 0-0,8 mm,

- Velocidade da rosca: 26 rpm,

- Raio inicial do filme: 40 mm,
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- Espessura do filme: inicial de 0,5 mm e final de 0,18 mm,
- Velocidade dos rolos puxadores: 35 rpm

- Temperatura da matriz: 105 °C.

Obtencdo dos filmes tubulares

O filme obtido por sopro (Fig. A1.V), a partir de pellets extrusados, apresentou uma
superficie uniforme e sem rupturas. O processamento constante do filme tubular nao foi
possivel devido a alta adesividade apresentada pela amostra, sendo que no momento em
que os rolos puxadores agiam foi obtido uma s6 camada com espessura ao redor de 0,5 mm
(Fig. A2.V). A diminui¢iio da adevisidade ao longo da coluna de resfriamento pode ser
obtida controlando-se a velocidade do equipamento e o volume interno de ar, aumentando-
se a relacdio das espessuras inicial e final do filme (Cantor, 2006).

A tonalidade observada ¢é caracteristica da amostra e ndo se observou presenca
problemas de atrito durante a formagdo da bolha. Os valores calculados no processo de
extrusdo-soprado foram relagio de espessura de 2,7 indicando que houve uma diminuigao
de 2,7 vezes em relagdo a espessura inicial; relagdo de ar inflado de 6,25 ¢ relacdo de
estiramento de 0,65. O valor de relagdo de estiramento inferior ao valor de relacdo de ar
inflado indica que a direcionalidade foi maior no sentido transversal ao fluxo, ¢ o raio de

formagio de 0,10 também foi um indicador da baixa bidirecionalidade presentc no filme.
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Ime soprado & esquerda e momento em que os rolos

Fig. A2.V. Inicio da formagdo do fi

puxadores agem sobre 0 filme a direita.
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Resultados preliminares

Os resultados obtidos e apresentados nessa se¢do foram realizados com base nas

metodologias previamente descritas nos capitulos anteriores.

Propriedades mecanicas

A formulag¢do que produziu o maior alongamento para o filme extrusado (48% de
extrato de yucca e 8,75% de glicerol) foi suficientemente resistente e flexivel para permitir
a produc¢do do filme soprado, embora esse filme tenha apresentado adesividade impedindo
sua caracterizagdo mecanica. Wang & Padua (2003) produziram filmes de zeina por
extrusao e por extrusdo e sopro ¢ observaram diferengas significativas para os valores de
alongamento entre os filmes obtidos. Para o filme produzido no extrusor monorosca a %A
foi de 120,4% e para o filme soprado a %A foi de 91,1%, enquanto que para a tensio na
ruptura ndo foi observada diferenca significativa entre os dois métodos de producio,

obtendo TS média de 3,2 MPa.

Solubilidade e teor de umidade

O valor de solubilidade obtido para o filme soprado (aproximadamente de 38%) nio
apresentou diferenga significativa com relagdo a solubilidade observada para os filmes

obtidos pela extrusdo e por casting (Tabela A1.V).
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Tabela A1.V. Comparagao entre a solubilidade (Sol) e teor de umidade (Umi) de filmes a

base de gelatina, extrato de yucca e glicerol, produzidos por extrusio, extrusdo-sopro e por

casting.
Cy' Cé' Método Sol (%) Umi(%)
Extrusdo 39.8 £ 1,6" 15,1 £1,2°
48 8,75 Casting 39,5 + 5,6 10,8 +1,1°
Extrusdo-sopro 37,9+ 1,6" 15,2+ 0,4

'Cy: Concentragio de extrato de yucca (g 100 g de gelatina); Cg: Concentragiio de glicerol
(g 100 g de gelatina), ** Média + Desvio padrio. Letras diferentes representam diferenga

significativa (p < 0,05) entre as medias obtidas através do teste de Tukey.

Curva de sor¢do de umidade

Pela analise da curva de sor¢io de umidade (Fig. A3.V) observa-se que o filmes
soprado possui menor alteragio em ganho de massa devido ao aumento nas condigdes de
umidade relativa. No entanto, para esses dois casos a sor¢do de umidade ainda foi superior
a0 observado para os filmes obtido por casting, para filmes contendo extrato de yucca e

filme simples de gelatina.

Morfologia

A morfologia (superficie e segdo interna) dos filmes soprados foi analisada através
da microscopia cletronica de varredura e pode ser observada na Fig. A4.V. Observa-sec uma
superficie com pouca irregularidade e uma segdo transversal compacta e homogénea. O
mesmo perfil de seciio transversal pode ser observado nas imagens obtidas pelos filmes

extrusados (Capitulo 6).
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Fig. A3.V. Curva de sor¢do de umidade para filmes a base de gelatina e extrato de yucca

processados por extrusio e extrusao-sopro.

Temperatura de transicdo vitrea (Tg)

Na andlise calorimétrica observou-se a presenga de duas Tg’s para o filme soprado,
73,9 °C e 87,7 °C. Da mesma forma foi observado para os filmes extrusados, com Tg’s a
70,0 °C e a 85,3 °C. Os valores proximos sdo decorrentes da mesma composi¢do ¢ da
similaridade dos processos utilizados que favorecem a mobilidade estrutural do polimero o
que pode ter determinado o abaixamento das temperaturas de transi¢do vitrea em relagio a

Te de 98,0 °C observada para o filme obtido por casting, para a mesma formulagio.
g P ¢
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Hag= 2.80 K X

1opn |4 Mag= 5@ X

Fig. A4.V. Morfologias da superficie (imagem superior, barra = 3 pm) e segdo transversal

(imagem inferior, barra = 10 um) de filmes soprados a base de gelatina e extrato de yucca.
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Espectroscopia de infravermelho

O espectro obtido para o filme soprado (Fig. A5.V) observa-se uma relagio estreita
com o espectro obtido para o filme extrusado de mesma formulag¢do. Ocorreu uma mudanga
na intensidade dos picos situados entre 2800 e 3000 cm™' para a amostra de filme soprada, ¢
essa alteragdio pode estar relacionada com a formagdo de ligagdes inter e intramoleculares

entre os grupos OH do plastificante e a cadeia protéica.
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Fig. A5.V. Espectros de infravermelho para filmes a base de gelatina contendo extrato de

yucca e glicerol produzidos por extrusdo (1) e por extrusdo-sopro (2).

Difragdo de raios-X

O difratograma obtido para o filme soprado pode ser observado na Fig. A6.V. O
grau de cristalinidade foi calculado e o valor obtido para o filme soprado foi inferior ao

observado para os filmes extrusados e feito por casting (Tabela A.2).
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Fig. A6.V. Difratogramas de raios-X para filmes a base de gelatina e extrato de yucca

obtidos pelos métodos de extrusao e extrusao-sopro.

Tabela A2.V. indice de cristalinidade relativa obtido para os filmes a base de gelatina,

extrato de yucca e glicerol, produzidos por extrusdo, extrusdo-sopro e por casting.

o el Indice de cristalinidade relativa (%)
Y 6}

Extrusdo Extrusdo-sopro Casting

48 8,75 25,18 +0,18° 19,45+ 0,31° 38,15+0,11°

'Cy: Concentraciio de extrato de yucca (g 100 g" de gelatina); Cg: Concentragdo de glicerol
(g 100 ¢ de gelatina), “b Média + Desvio, padrio. Letras diferentes representam diferenga

significativa (p < 0,05) entre as medias obtidas através do teste de Tukey.

243



Anexo V — Obtengdo de filmes extrusados a base de gelatina - Sopro

Conclusoes

A formulagio que resultou em maior alongamento no filme extrusado foi
suficientemente resistente ¢ flexivel para permitir o seu processamento pela técnica de
extrusdo seguida de sopro. O filme tubular obtido apresentou uma orientagdo

preferencialmente no sentido transversal ao fluxo com baixas taxas de bidirecionalidade.
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