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RESUMO

A crescente preocupacdo em minimizar os efeitos do acimulo de plasticos derivados do
petroleo surge como estimulo para a procura de novas tecnologias e alternativas para a
producdo de plasticos biodegradaveis. O objetivo deste trabalho foi a producdo e
caracterizacdo de filmes elaborados a partir de amido, gelatina e ésteres metilicos
epoxidados de macalba (Acrocomia acuelata), milho (Zea Mays), pacu (Piaractus
mesopotamicus), pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e soja (Glycine max) e também de
filmes multilayer de polihidroxialcanoatos (PHA) conjugados com dois dos epdxidos que
apresentarem os melhores rendimentos na reacdo de epoxidacdo. Os dois tipos de filmes
foram nomeados como FEE (Filmes de ésteres epoxidados) e FEEPHA (Filmes de ésteres
epoxidados acrescidos de PHA). Ambos os filmes foram caracterizados quanto aos seus
aspectos visuais, solubilidade em agua e acido, espessura, cor, opacidade, permeabilidade
em vapor de A&gua, resisténcia a tracdo e elongacdo. Nos FEEPHA houve uma
caracterizagdo adicional, incluindo as analises de DSC (Calorimetria diferencial de
varredura), MEV (Microscopia eletronica de varredura) e DRX (Difracéo de raios-X) a fim
de avaliar as propriedades térmicas e estruturais dos filmes que continham PHA na
formulacdo. A reacdo de epoxidacao foi realizada com éxito, indicando através das analises
de GC/EM, que houve a formacdo dos ésteres epoxidados derivados dos acidos linolénico
e oleico. A adicdo dos ésteres epoxidados aos filmes FEE ndo apresentou diferenca
significativa apenas na espessura e solubilidade em 4&cido, j& na opacidade,
permeabilidade em vapor de agua, solubilidade em agua, resisténcia a tracdo e elongacao,
esses valores se mostraram maiores comparadas a amostra do branco. Nas amostras de
FEEPHA, a adicdo da solucdo filmogénica de ésteres epoxidados de macaiba e milho,
também ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao padrdo, PHA, nas analises de
espessura, opacidade e elongacdo. Porém houve diferenca nos testes de solubilidade em
agua, permeabilidade em vapor de agua, resisténcia a tracdo e solubilidade em 4cido.
Atraveés dos resultados das técnicas de DSC, MEV e DRX, foi possivel concluir que houve
a incorporacéo polimérica entre o0 amido e o PHA.

Palavras-chave: Filme, éster, epoxidagdo, amido, polihidroxialcanoato.
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ABSTRACT

The growing concern to minimize the effects of plastic derived from oil accumulation appears
as a stimulus to the search for new and alternative technologies for the production of
biodegradable plastics. The objective of this work was the production and characterization of
films prepared from starch, gelatin and epoxidized methyl esters macauba (Acrocomia
acuelata), corn (Zea Mays), pacu (Piaractus mesopotamicus), painted (corruscans
Pseudoplatystoma) and soybean (Glycine max) and also multilayer films of
polyhydroxyalkanoates (PHA) combined with two of epoxides that present the best yields in
the epoxidation reaction. Both types of films were named as FEE (Film epoxidized esters) and
FEEPHA (Movies esters epoxidized plus PHA). Both films were characterized as to their
visual aspects, solubility in water and acid, thickness, color, opacity, water vapor
permeability, tensile strength and elongation. In FEEPHA there was an additional
characterization, including analysis of DSC (differential scanning calorimetry), SEM
(scanning electron microscopy) and XRD (X-ray Diffraction) to assess the thermal and
structural properties of the films containing PHA in formulation. The epoxidation reaction
was performed successfully, by indicating the analysis GC / MS, there was the formation of
epoxidized esters derived from oleic and linolenic acids. The addition of the epoxidized esters
FEE films showed no significant difference only in thickness and acid solubility, as opacity,
water vapor permeability, water solubility, tensile strength and elongation, these values were
higher compared to the blank sample . Samples of FEEPHA, adding the filmogenic solution
of epoxidized esters macalba and corn also showed no significant difference from the
standard, PHA, the thickness analysis, opacity and elongation. However, there was a
difference in solubility tests in water, water vapor permeability, tensile strength and acid
solubility. From the results of DSC techniques, SEM and XRD, it was concluded that there
was polymer incorporating between starch and PHA.

Keywords: Film, ester, epoxidation, starch, polyhydroxyalkanoate.
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1. INTRODUCAO

Os Oleos vegetais fazem parte de uma grande familia de compostos quimicos
conhecidos como gorduras ou lipidios. Sdo constituidos predominantemente por triésteres
do glicerol com &cidos graxos, geralmente chamados triacilglicerdis ou triglicerideos,
cujos &cidos graxos contém geralmente cadeias de 4 a 24 atomos de carbono com
diferentes graus de insaturacdo (FARIAS, 2010).

A modificagdo quimica dos 0leos vegetais € uma rota importante para obter
produtos industriais usando matéria-prima de origem renovavel. Uma reacdo importante
para a industria oleoquimica é a epoxidacdo, que ocorre nas posi¢oes insaturadas presentes
nas moléculas dos triglicerideos dos 6leos vegetais, sendo os produtos formados mais
reativos. Os 0Oleos vegetais epoxidados sdo considerados intermediarios promissores para
uma ampla variedade de aplicacGes, tais como espumas poliuretanas, por abertura de
anéis oxiranicos e geracdo de polidis; detergentes sintéticos; revestimentos; e lubrificantes
(FARIAS e MARTINELLLI, 2012).

Oleos vegetais epoxidados s&o produzidos a partir da reagio de peracidos organicos
com triacilglicerideos insaturados, tais como os presentes nos 6leos de soja, de girassol e
de linhaca, formando um grupamento epoOxi, ou anel oxiranico, na estrutura do material
graxo. Por se tratar de um produto derivado de uma mistura de substancias de ocorréncia
natural, ndo € possivel definir uma estrutura quimica precisa para 0s 0Oleos vegetais
epoxidados, cujas propriedades permitem sua aplicacdo direta como plastificantes
secundarios para o policloreto de vinila (PVC) (PEDROZO, 2009). Baseado nisso, a jun¢do
desses epoxidos com polimeros biodegradaveis na obtencdo de um plastico, considerado
“verde” ou que agrida menos o meio ambiente onde é descartado, é uma possibilidade para
a diminuicdo do acumulo de plésticos sintéticos.

O actmulo de residuos plasticos atualmente é grande e a sua degradacdo é lenta.
Em um estudo recente foi mostrado que particulas de plastico estdo presentes nos mares de
todo o mundo (COZAR et al., 2014). A reciclagem de materiais plasticos ajuda a amenizar
um pouco a situacdo, mas s6 em parte. Por consequéncia, a substituicdo de um plastico
ndo degradavel por um biopolimero totalmente degradavel, obtido a partir de fontes de
carbono renovaveis, seria uma solugcdo muito mais completa para o problema (ALMEIDA
etal., 2004).
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Como resposta a esta crescente preocupacdo com 0s problemas ambientais
causados pela producdo e acimulo de materiais plasticos de origem petroguimica, bem
como o esgotamento das fontes de combustiveis fosseis, muitos paises estdo realizando
estudos de gerenciamento e diminuicdo do volume de lixo sélido, além da busca por
alternativas para as embalagens plasticas tradicionais, e.g. a producdo de materiais
plasticos biodegradaveis, a partir de fontes renovaveis de carbono (LEE, 1996).

A utilizacdo de recursos renovaveis na preparacdo de filmes plasticos para o uso
em embalagens aumentou muito nos Ultimos anos, e a descoberta de procedimentos que
permitem extrusar o amido pelo processo classico desenvolvido para polimeros
termoplasticos de origem petroquimica criou uma nova area de pesquisas resultando numa
grande quantidade de aplicacdes comerciais (BASTIOLI et al., 1994).

Uma alternativa para a producdo de plasticos sem a agressdo ao meio ambiente é a
fabricacdo dos polihidroxialcanoatos (Figura 1), pois em razdo de suas caracteristicas
termoplasticas pode ser aplicado em diversas espécies de produtos.

AN

Figura 1: Férmula quimica geral dos polihidroxialcanoatos
(PHA).

Atualmente, existem mais de 100 tipos diferentes de polihidroxialcanoatos (PHA)
cuja variacao depende ou da estrutura da cadeia lateral ou do nimero de atomos de carbono
entre as duas ligacdes éster (STEINBUCHEL e VALENTIN, 2006). Visando o0 aumento de
aplicacdes, vislumbra-se a conjugacdo de PHA com ésteres epoxidados na produgdo de
biofilmes que contenham propriedades superiores a dos filmes feitos por essas matérias
primas separadamente. Estes biofilmes séo filmes finos preparados a partir de materiais
biolégicos, que agem como barreira a elementos externos e, consequentemente, podem
proteger o produto embalado de danos fisicos e bioldgicos e aumentar a sua vida util
(HENRIQUE et al., 2008).
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Nesta década tem-se notado um significativo aumento de novas férmulas e
procedimentos para elaboracdo de filmes biodegradaveis, que se destacam cada vez mais
no cenario mundial, principalmente por ser uma alternativa aos plasticos convencionais,
conhecidamente de dificil controle quando descartados na natureza devido ao elevado

tempo que levam para serem decompostos (RETT, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal do trabalho foi a producéo e a caracterizacdo de filmes

obtidos a partir de ésteres graxos epoxidados, polihidroxialcanoatos (PHA) e suas

combinagdes.

2.2 Objetivos especificos

Extrair e transesterificar os 6leos de soja, milho, macauba, pintado e pacu, para a

obtencéo dos ésteres graxos.

Epoxidar os ésteres metilicos através do acido m-cloroperbenzdico.

Produzir filmes plasticos através de amido, gelatina e ésteres
epoxidados.

Extrair PHA a partir de cultivos com a bactéria Burkholderia sacchari.

Produzir filmes de epoxidos conjugados com PHA.

Caracterizar as amostras de filmes obtidos a partir de analises visuais, espessura,
cor, opacidade, solubilidade em agua e acido, permeabilidade em vapor de agua,

além de propriedades mecanicas, estruturais e térmicas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Oleos vegetais e animais

Oleos e gorduras s&o substancias insoliveis em agua, formadas predominantemente
de produtos da condensacdo entre glicerol e &cidos graxos, chamados triglicerideos ou
triacilglicer6is (MORETTO e FETT, 1998). Além dos triglicerideos, outros acilglicerideos
sdo resultantes da condensacdo da glicerina com 4cidos carboxilicos, denominados
monoglicerideos e os diglicerideos, que podem ser vistos na Figura 2 (SOLOMONS e
FRYHLE, 2002).

(_l‘,Hz— OCOR; (|3H2— OCOR,; (|3H2— OCOR;
?H—OCORz (l:H—OCOR2 <|:H—OH
SR o0h, CH;—OOH CH;—OH
Triglicerideo ou triacilglicerol Diglicerideoou diacilglicerol Monoglicerideoou
(6leo ou gordura) monoacilglicerol

Figura 2: Estrutura quimica dos acilglicerois. Fonte: SOLOMONS e FRYHLE (2002).

Dependendo do tamanho da cadeia carbdnica, do numero e da posicdo das duplas
ligacbes e linearidade (esteroespecificidade, cis e trans), os lipidios tem diferentes
propriedades fisicas e quimicas Os &cidos graxos apresentam diferentes tamanhos de
cadeia de 3 a 24 4tomos de carbono. Os acidos graxos podem ser saturados ou insaturados.
Os acidos graxos insaturados, por possuirem duplas ligacbes, sdo considerados
guimicamente mais instaveis. Quando possuem apenas uma dupla ligacdo sdo denominados
monoinsaturados; com duas ou mais duplas ligacdes, sdo chamados de polinsaturados
(BELL etal., 1997).

3.1.2 Transesterificacao

A transesterificacdo é um termo geral usado para descrever uma importante classe
de reacOes organicas, onde um éster é transformado em outro, através da troca do residuo
alcoxila. Quando o éster original reage com um alcool, o processo de transesterificacéo

(Figura 3) é denominado alcodlise. Esta reacdo é reversivel e prossegue essencialmente
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misturando os reagentes. Contudo, a presenca de um catalisador (&cido ou base)
acelera consideravelmente esta conversdo, como também contribui para aumentar o
rendimento da mesma (MEHER et al., 2004; SCHUCHARDT et al., 1998). A
transesterificacdo mostra-se como uma opcdo para melhorar o desempenho dos 6leos
vegetais como combustiveis, sendo um processo simples, cujo produto denominado de
éster alquilico, tem caracteristicas similares ao 6leo diesel obtido do petréleo (FROEHNER
et al., 2007).

HaC—0C0R, R4CO0R, H,C—OH
catalisador + .
HC—OCOR; + 3R4y—0OH = R;COOR; + HC—0OH
+
HaC—O00R, RyCOOR, HaC—0H
Triacilglicerideo Mistura de Glicarol
éstares

Figura 3: Esquema de reacdo de transesterificacdo. Fonte: SCHUCHARDT et al. (1998).

3.1.3 Soja - Glycine max

A soja (Glycine max) cultivada no Brasil, para a producdo de grdos, é uma
planta herbacea, da Classe Rosideae, Ordem Fabales, Familia Fabaceae, Subfamilia
Papilionoideae, Tribo Phaseoleae, Género Glycine. As principais variedades comerciais
apresentam caule hispido, pouco ramificado e raiz com eixo principal e muitas
ramificacbes (EMBRAPA, 2014).

A soja € a cultura com maior area cultivada e producdo no Brasil em decorréncia
do bom preco dessa commodity nas Ultimas safras e do desenvolvimento de tecnologias
para a cultura. Estima-se que, na safra 2013/2014, a soja foi cultivada em 30.033,0 mil
hectares, alcancando uma producéo de 86.569,2 mil toneladas (CONAB, 2015).

3.1.4 Milho - Zea mays

O milho pertence ao Reino Plantae; Divisdo Anthophta; Classe Monocotiledonae;
Ordem Poales; Familia Poaceae (Gramineae); Género Zea. O Género Zea é composto por
um grupo de gramineas, algumas perenes e outras anuais, nativas do México e outros
paises da América Central (DOEBLEY, 1990).
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Cultivo dos mais tradicionais, o milho tem assumido importante papel
socioecondémico no Brasil, colocando-se em posi¢do de relevancia no que se refere a valor
da producdo agropecuaria, area plantada e volume produzido, em especial nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste. Entretanto, apesar da evolugdo gradativa ocorrida nas quantidades
totais produzidas, a producdo de grdos por unidade de area ainda ndo expressa todo o
potencial genético dos materiais recomendados pela pesquisa (FANCELLI e DOURADO
NETO, 2001).

3.1.5 Macauba - Acrocomia aculeata

A macatba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira do Género Acrocomia,
pertencente a Familia Arecaceae, dentro da Ordem Arecales, da Classe Liliopsida, Divisao
Magnoliophyta, do Reino Plantae (MOURA, 2007). O termo Acrocomia tem origem grega
e descreve a forma como as folhas estdo dispostas na planta, ‘Akron® (cima) e Kome*
(cabeleira), sugerindo o formato de coroa (NOVAES, 1952; HENDERSON et al., 1995).

A macauba é uma das palmeiras mais promissoras no Brasil como fonte de dleo
para as industrias cosmeéticas, de alimentos e de combustiveis. Os frutos de macalba
fornecem dois tipos de 6leo economicamente importantes: 6leo de polpa e 6leo de améndoa
(CICONINI, 2012).

Se apenas 1% do territério brasileiro for plantado com macadba, 8,5 milhdes de
hectares, poderemos produzir 34 bilhdes de litros de dleo vegetal, para producdo de

biodiesel, bioguerosene e como matéria quimica na inddstria quimica (MELO, 2012)

3.1.6 Pintado - Pseudoplatystoma corruscans

De acordo com Lundberg e Littman (2003) a classificacdo taxonémica do pintado é
a seguinte: Classe Osteichthyes, Ordem Siluriformes e Familia Pimelodidae. Sua
distribuicdo inclui os maiores rios das bacias hidrograficas da regido biogeografica
Neotropical: o rio Parana, Amazonas, Orinoco, S8o Francisco, entre outros (BURGESS,
1989).

Mais recentemente, o surubim ou pintado como é conhecido na regido sudeste,
passou a merecer grande atencdo dos piscicultores na regido Centro-Oeste do Brasil,
despertando o interesse em sua criagdo em sistema intensivo, impulsionado pelo dominio

das técnicas de propagacdo artificial e condicionamento alimentar destas espécies,
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principalmente, por empreendimentos privados (CAMPQOS, 2003; 2005).

3.1.7 Pacu - Piaractus mesopotamicus

O pacu, membro da Familia Characidae e da Subfamilia Serrasalminae, conhecido
pelo nome cientifico de Colossoma mitrei (Berg, 1895), teve redescoberta sua
classificacdo mais antiga, voltando a ter o nome de Piaractus mesopotamicus (Holmberg,
1887). Alimenta- se basicamente de folhas e de frutas de arvores, o que leva a crer que
tenha habilidade especial na digestdo e na absorcdo de alimentos grosseiros, ricos em
carboidratos. E uma espécie onivora, mas apresenta habito alimentar especificamente
frugivoro e herbivoro, do tipo podador, e de carater oportunista (DIAS-KOBERSTEIN et
al., 2005).

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) — espécie bastante cultivada
nas regides Sudeste e Centro Oeste do pais, possui ampla distribuicdo geografica na
América do Sul, sendo encontrado desde a Bacia dos Rios Paraguai- Uruguai até a Bacia do
Rio Prata. Na natureza, o pacu € um peixe rustico que utiliza alimentos bastante
diversificados, variando as fontes em funcdo da sazonalidade (ABIMORAD e
CARNEIRO, 2004).

3.2 Epoxidacéo

A utilizacdo de Gleos e gorduras para a producdo de produtos quimicos e materiais
que podem substituir os derivados de petréleo estd se tornando de grande importancia.
Oleos vegetais, seus acidos graxos insaturados e respectivos ésteres estio sendo convertidos
a epoxidos, que sdo versateis intermedidrios em sintese organica por participarem de
inimeras reacdes devido a alta reatividade do seu anel oxiranico (ORELLANA-COCA,
2005). Essa reatividade diferenciada torna os epdxidos substancias de grande interesse
sintético, pois estes podem reagir com uma grande variedade de nucledfilos formando uma
série de produtos multifuncionalizados (SLAYDEN et al., 1993).

A epoxidagdo € aplicavel a compostos que tenham ligaces insaturadas em suas
cadeias carbonicas, visando transformar essas ligacbes em grupos oxirdnicos mediante
processos adequados e controlados de oxidagdo (RITTNER, 2001). A estrutura do grupo
epoxi pode ser observada na Figura 4, na qual, R e R’ podem ser considerados como

sendo cadeias carbonicas.
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Figura 4: Estrutura do epdxi ou anel oxiranico.

Mudangas ocorridas no cenario mundial vém alterando a visdo geral no sentido de
desenvolver processos em consonancia com o conceito da chamada “quimica limpa”.
Algumas acBes podem ser adotadas a fim de diminuir ou eliminar estes problemas, tais
como o0 uso de reagentes alternativos e o uso de catalisadores, o que leva a um aumento na
eficiéncia dos processos, facilita a separacdo de produtos da reagdo e a reciclagem dos
reagentes/catalisadores (FARIAS e MARTINELLI, 2012).

Esteres graxos epoxidados sd&o normalmente obtidos em grande escala
principalmente por processos utilizando peracidos (RANGARAJAN et al.,, 1995). O
oxidante peracido é obtido in situ quando o &cido carboxilico reage com perdéxido de
hidrogénio na presenca de um catalisador acido. O peracido reage nas insaturacfes para a
formacdo do anel epoxido (GOUD et al., 2006). A vantagem da utilizacdo do H20. como
oxidante é que este produz dgua como subproduto. Normalmente emprega-se também o
acido formico e peréxido de hidrogénio. Esse sistema tem a vantagem de dispensar
catalisadores para a formacdo de acido percarboxilico, porém, tem a desvantagem da
formagdo de subprodutos pela abertura do anel oxirano em meio acido (tais como didis,
dimeros e ésteres) (GAN et al., 1992).

As reacOes de epoxidacdo via peréacidos (Figura 5) estdo intimamente ligadas a
densidade eletronica na ligacdo C=C e pelos grupos eletro-atrativos nos peracidos
(SLAYDEN et al., 1993). A reacdo de epoxidacdo que utiliza peracidos como agente
oxidante é conhecida como reagdo de Prilezhaev (CLAYDEN et al., 2001).

5155 K7
\..-C
RCO3H ¥ \C:C/ —_— RC// /O: ; —3» RCO2H + \C—C/
N b - 4NAN
/\ ©

Figura 5: Mecanismo de epoxidacéo de alcenos via peroxi-acidos. Fonte: MOREIRA
(2003).
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A epoxidacdo de olefinas com peracidos € usualmente realizada em solventes
aproticos de baixa polaridade, como diclorometano, cloroformio e benzeno. Estes
promovem seletividade a reacdo, protegendo o anel oxiranico e evitando que ocorra
hidroxilagdo (WALLACE et al., 1958).

O peracido mais comumente usado é o &cido m-cloroperbenzdico conhecido como

m- CPBA, que reage com olefinas para formacéo de epoxidos (Figura 6).

0]
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Figura 6: Reacdo do ciclo-hexeno com acido meta-cloroperbenzéico para formacéo do
epoxi- ciclo-hexeno (SILVA, 2012)

3.3 Polihidroxialcanoatos

Polimeros biodegradaveis sdo definidos como polimeros que sdo degradados e
catabolizados a didxido de carbono e agua, por microrganismos presentes no meio
ambiente (OKADA, 2002). Os polimeros biodegradaveis podem ser divididos em
polinucleotideos, poliamidas, polissacarideos, poliésteres, politioésteres, polifosfatos,
poliisoprendides e polifendis (TOKIWA e UGWU, 2007).

Os biopolimeros, sdo um tipo especial de polimero que envolve organismos vivos
no processo de sintese (ASTM D6866-06). Tem, portanto, parcial ou totalmente, origem
bioquimica, podendo ser parcial ou totalmente produzidos a partir de materiais naturais,
renovaveis (biomassas) e pode ser biodegradavel atendendo a norma ASTM D6400-04 ou
ndo ser biodegradavel (FAKHOURI, 2009).

Os polidroxialcanoatos (PHA) séo poliésteres sintetizados por inUmeras bacteérias,
como um material de reserva energética, geralmente quando um nutriente essencial, tal
como, nitrogénio, fésforo, enxofre ou oxigénio, é limitado, na presenca de excesso de fonte
de carbono. Os PHA s&o considerados fortes candidatos a material pléstico biodegradavel

porgue possuem propriedades similares a varios plasticos convencionais correntemente em
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uso (do polipropileno a borrachas sintéticas) e sdo completamente degradados a didxido de
carbono e agua, quando descartados no meio ambiente (FONSECA, 2003).

A producéo industrial de PHA iniciou em 1982 pela Imperial Chemical Industries
(ICI), que inicializou a venda deste polimero com o nome de Biopol. O Biopol foi
utilizado desde 1990 na Alemanha para manufaturar frascos de xampu para a industria de
cosméticos Wella. Atualmente, a producdo realizada pela ICI é comercializada pela
Monsanto (BRAUNEGG et al. 1998).

Em 1990 a produgdo de PHA no Brasil comegou a ser estudada. Um projeto de
pesquisa reuniu o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de S&o Paulo (IPT), a
Universidade de Sdo Paulo (USP) e a Copersucar, para iniciar os estudos de PHA no
Brasil, visando a producdo de plasticos biodegradaveis a partir da cana-de-agUcar por via
biotecnoldgica. Como resultado, a Copersucar produziu o homopolimero P(3HB) e o
copolimero P(3HB-co-3HV), utilizando a linhagem Raustonia eutropha DSMZ 545
(RODRIGUES, 2002).

Tado importante quanto a biodegradabilidade dos PHA, é o fato de que sua
producdo ocorre a partir de fontes de carbono renovaveis. Alguns processos fermentativos,
para a producdo de PHA, utilizam produtos agricolas, tais como, acucares e acidos
graxos, como fontes de carbono e energia. Estes produtos sao derivados do CO: e agua e,
ap6s sua conversao em PHA, sdo novamente convertidos em CO; e agua, fechando
completamente o ciclo do carbono (FONSECA, 2013).

Estes polimeros sdo degradados eficientemente por micro-organismos de solo que
sdo capazes de secretar polihidroxibutirato despolimerases, enzimas que hidrolisam as
ligacGes ester do polimero tornando-os mondmeros ou oligdmeros sollveis em agua
(CHANPRATEEP, 2010).

Existem no mercado, diversos plasticos biodegradaveis tais como
polihidroxialcanoatos (PHA), polilactato (PLA) e poliglicolatos (PGA) (PRADELLA,
2006). Os PHAs sdo termoplasticos e possuem propriedades fisicas e quimicas muito
semelhantes as do polipropileno, o que os torna possiveis candidatos progressivamente
mais aplicaveis na sua substituicdo (SERAFIM et al., 2003).

A diversidade de polimeros da familia de PHA e de seu vasto potencial de
aplicacdo, depende da variagdo do comprimento e da composi¢do das cadeias. Sendo o
polihidroxibutirato P(3HB) (Figura 7), o principal representante dessa familia de PHA e,
juntamente com o poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV), sdo o0s
mais estudados (BRUNEL, 2008).
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Figura 7: Estrutura minima de P(3HB) (superior) e estrutura minima do P(3HB)-co-(3HV)
(inferior). Fonte: COELHO et al. (2008).

A importancia biotecnoldgica destes materiais estd no fato de poderem ser
aplicados na producdo de plasticos e elastdbmeros biodegradaveis sendo, além disso,
biocompativeis. Suas aplicacdes encontram-se em diversas areas, como: agroindustrial
(bracadeiras), biomédica (indicados para engenharia de tecido duro ou material de

substituicdo de 0ssos) e industria de embalagens de uma maneira geral (SANT’ANA, 2013)

3.4 Burkholderia sacchari

A bactéria Burkholderia sacchari LFM101 foi isolada de solo de canavial
brasileiro (Saccharum officinarum), é uma bactéria gram-negativa, possui muitos flagelos
polares, sua forma é de bastonete, medindo 0,5 a 0,8 um de comprimento. Sua temperatura
ideal de crescimento esta entre o intervalo 28 a 30 °C e pode acumular mais de 68% de sua
massa seca celular na forma de granulos de poli-3-hidroxibutirato P(3HB) a partir de
sacarose (BRAMER et al., 2001). B. sacchari atinge eficiéncia de converséo de glicose em
P(3HB) de aproximadamente 80% da eficiéncia maxima teorica, entretanto, um pouco
inferior da linhagem mais amplamente estudada para producdo de P(3HB), denominada
Cupriavidus necator (GOMEZ et al., 1996). Uma das vantagens da B. sacchari LFM101
sobre C. necator € sua capacidade de hidrolisar a sacarose, permitindo a producdo de
P(3HB) sem a necessidade de operacdo industrial adicional para promover a hidrolise
prévia desse dissacarideo e tornando o custo de produgdo do polimero mais atrativo
(GOMEZ et al., 1996).
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3.5 Filmes biodegradaveis

Os biofilmes ou filmes biodegradaveis sdo materiais finos e flexiveis produzidos
a partir de biopolimeros, que podem atuar, quando utilizados como embalagem, como
barreira a elementos externos e proteger o produto embalado de danos fisicos e bioldgicos
aumentando sua vida util. Ainda, podem ser utilizados como material de suporte no
encapsulamento ou imobilizacdo de materiais que necessitem uma retardacdo no processo
de liberacdo de principios ativos ou nutrientes (HENRIQUE et al., 2008).

Diversos estudos tém sido realizados para melhorar as propriedades mecanicas e de
barreira dos biofilmes produzidos a partir de fontes renovaveis, pois esses materiais sao
uma alternativa promissora para reduzir os impactos ambientais causados pelo uso de
polimeros sintéticos. Apesar do interesse nestes materiais ter crescido muito nos Gltimos
tempos, o alto custo de sua producdo ainda é uma grande desvantagem em relacdo aos
polimeros utilizados atualmente (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

Coberturas e biofilmes a base de lipidios produzidos com ceras, 6leos ou &cidos
graxos sao efetivos como barreira a umidade, devido ao seu carater hidrofobico. Coberturas
e biofilmes feitos de polissacarideos (celulose, pectina, amido, alginatos, quitosana e
gomas) apresentam boa barreira a gases (O2 e COz), mas ndo a agua, provavelmente
relacionada a alta polaridade deste tipo de filme (DAVANCO, 2007).

O desenvolvimento de novos materiais que sejam renovaveis e biodegradaveis tem
ressaltado os polissacarideos, 0 que tem levado as inddstrias a intensificar novos
desenvolvimentos a partir de fontes naturais. Dentre esses, varios estudos tém
demonstrado que o amido € uma matéria prima particularmente interessante devido a
combinacdo atrativa do preco competitivo em relacdo aos materiais convencionais e a
facilidade de obtencdo, sendo um polimero totalmente biodegradavel (FUNKE et al., 1998;
FEIL, 1995; NAYAK, 1999; GROS e KALRA, 2002).

Inimeros estudos tém sido realizados sobre caracterizagcdo das propriedades
funcionais de filmes de amido, pois, conforme Mali, Grossmann e Yamashita, (2010), o
amido € uma matéria-prima abundante em todo o mundo, apresenta muitas possibilidades
de modificagdo quimica, fisica ou genética e origina filmes e revestimentos resistentes.
Além disso, os biofilmes de amido apresentam potencial de aplicacdo nos setores
alimenticio, agricola, farmacéutico e em diversos setores onde a biodegradabilidade é
requerida (BATISTA et al., 2005; BASTIOLI, 2005).
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Os filmes e coberturas podem ser simples, compostos ou ainda serem formados por
camadas. Os filmes compostos de proteinas e lipideos apresentam a vantagem de reunir 0s
pontos positivos de cada um, ja que filmes hidrofébicos apresentam boa barreira ao vapor
de agua e filmes hidrofilicos apresentam boa barreira a gases, além de propiciar boas
propriedades mecanicas (AMARANTE e BANKS, 2001). Os filmes compostos por duas

ou mais camadas diversas sdo chamados de multilayer.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Producdo dos ésteres metilicos epoxidados

4.1.1 Substratos

Os substratos oleaginosos utilizados neste projeto foram trés 6leos vegetais como
soja (Glycine max L), milho (Zea mays) e macalba (Acrocomina aculeata) e dois 6leos de
origem animal, de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e pacu (Piaractus

mesopotamicus).

4.1.2 Extracdes dos 6leos

4.1.2.1 Oleos vegetais
Os o6leos de soja e milho utilizados foram os disponiveis comercialmente. O 6leo
de macauba foi extraido a partir de sua polpa por Soxhlet, utilizando hexano como

solvente de extrag&o.

4.1.2.2 Oleos de origem animal

Os O6leos de pacu e pintado foram obtidos através das CMS (carne
mecanicamente separada) de cada espécie.

Seguindo a metodologia de Menegazzo et al. (2014) prosseguimos com a extracao.
Apo6s o descongelamento, a CMS foi lavada em pH alcalino utilizando-se bicarbonato de
sodio (NaHCO3) a 0,25% e peneirada. Nesse processo utilizou-se a proporcdo 1:4
(s6lido:liquido) de CMS e &4gua para as lavagens. A solucdo foi manualmente
homogeneizada durante 5 minutos a 6,5 = 1,5°C, passando por um periodo de 20
minutos de descanso. A seguir removeu-se manualmente o residuo gorduroso
sobrenadante e peneirou-se a solugdo obtendo-se uma pasta.

A gordura removida da CMS passou por um processamento hidrotérmico, através
de coccdo em banho-maria a 40°C durante 3h. Durante o processo de aquecimento da
gordura, procedia-se com a retirada do Oleo sobrenadante e posteriormente a
centrifugagdo para a melhor separacdo do residuo gorduroso. O oOleo removido foi
imediatamente filtrado em papel filtro com sulfato de magnésio anidro e a borra restante

descartada. O 6leo bruto obtido foi acondicionado em recipientes plasticos.
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4.1.3 Transesterificacao

A reacdo de transesterificacdo foi realizada seguindo a metodologia de Froehner et
al., (2007) com algumas modificacdes. Em um béquer de 250mL e com agitacdo mecanica
(200 rpm) foram adicionados 90g do dleo. O dleo foi aquecido a 50°C, entdo, foram
adicionados 40mL de etanol e 1,8g de hidréxido de potassio (equivalente a 2% da massa
do 6leo). A mistura foi agitada por 2h para garantir a completa esterificacdo do 6leo.

Foi possivel observar o andamento da reacdo devido ao brusco escurecimento da
mistura e, em seguida, retorno a uma coloracdo original, mais clara. A mistura reacional
foi colocada em um funil de separacdo de 250mL. Apos a decantagdo e separacdo, a fase
contendo o éster, foi lavada com agua destilada e posteriormente com solugdo de NaCl
saturada.

4.1.4 Epoxidagéo dos ésteres metilicos

O processo de epoxidacdo dos Oleos foi realizado seguindo a metodologia de Silva
(2012) com algumas modificacdes. Preparou-se uma mistura de éster/acido m-
cloroperbenzoico (m-CPBA) (1:1,5) em 20mL de cloroférmio. Posteriormente essa mistura
foi submetida a ultrassom através da sonda ultrassdnica SONICS Vibra Cell 500 W
(Figura
8) operando a 20KHz e banho de gelo por 10 minutos, ap6s decorrido este periodo, retirou-
se 0 banho de gelo e a reacdo prosseguiu por mais 1h a 30°C, ainda em ultrassom. Ao
final, a reacdo foi lavada a quente com aproximadamente 1,5L de solucdo saturada de
bicarbonato de sddio para neutralizar a acidez e extrair a fase organica (o
acompanhamento da lavagem foi feito por monitoramento com fita de pH), que foi filtrada
e seca com sulfato de magnésio anidro, posteriormente a fase organica foi rotaevaporada
para eliminacdo de tragos de solvente. As amostras foram nomeadas com 0s seguintes
codigos, EPMA para a amostra de Macauba, EPMI para a amostra de Milho, EPPA para
a amostra de Pacu, EPPI para amostra de Pintado e EPSO para a amostra de Soja.
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Figura 8: Sonda ultrassonica utilizada na epoxidagdo dos ésteres.
4.1.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Para a realizacdo da andlise dos ésteres metilicos antes e depois da epoxidacao,
foi utilizado um cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas marca Varian,
modelo GC-431/MS 210. Para a fragmentacdo dos compostos, 0s mesmos foram
bombardeados com feixe de elétrons de 70eV. As amostras foram dissolvidas em metanol
(grau espectroscopico) e injetadas a fluxo constante de ImL/min com hélio como gas de
arraste. Foi utilizada uma coluna capilar Varian Factor Four™ (30mx0,25mm). Para a
analise cromatografica foi utilizada uma rampa de aquecimento em um intervalo de
80-230°C, em uma taxa de 10°C/min até atingir a temperatura final, na qual foi mantida

durante 15 min.

4.2 Producéo de polihidroxialcanoatos (PHA)
4.2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para a producdo de PHA foi a Burkholderia sacchari
LFM 101, que foi disponibilizada pelo Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do
ICB/USP. A mesma foi mantida em ampola liofilizada e também armazenada em glicerol

10% a -80°C.
4.2.2 Meio e condicdes de cultivo

Foram realizados cultivos com os seguintes meios de cultura: Meio caldo nutriente
(CN), meio caldo nutriente acrescido de agar e meio mineral (MM). Os meios de cultivo

utilizados foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C.

28



4.2.2.1 Meio CN

Este meio de cultura foi utilizado para obtencdo de crescimento e manutencéo
celular. Sua composicdo corresponde a 3g.L™de extrato de carne, 5g.L*de peptona. Para

obtencdo do caldo nutriente acrescido de &gar, adicionou-se 20g.L " de 4gar-4gar (ROCHA
et al.,2008).

4.2.2.2 Meio mineral (MM)

B. sacchari LFM 101 foi cultivada em meio MM, quimicamente definido (LEE e
CHOI, 2001), nos experimentos que visavam 0 uso substratos de baixo custo, conforme
representa as Tabelas 1 e 2.

Tabela 3. Formulagéo do meio mineral utilizado.

Componentes Concentragéo
KH2PO4 6,67g.L"
(NH4)2HPO, 4g.L"
MgS04.7H20 0,8g.L™
Acido citrico 0,8g.L™
Tiamina 0,02 g.L*
Solugéo traco 0,5mL/L
Fonte de carbono 10g.L™

Tabela 4. Composicédo da solugéo trago.

Componentes Concentracéao

FeS04.7H20 10g.L™
CaCl; 2g.L7

ZnS04.7H20 2,29.L"
MnS0O4.4H,0 0,5g.L*
CuS04.5H20 1,0g.L"
(NH2)6M0.7024.4H,0 0,1g.L*
Na;B407.10H.0 0,029.L"
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Foi utilizado como fonte de carbono a glicose (10g.L™). O preparo da glicose
constituiu na homogeneizagéo e esterilizagdo, sendo autoclavada separadamente do meio

mineral e adicionada assepticamente a0 meio juntamente com a vitamina.

4.2.3 Pré-Inéculo em incubador rotativo

B. sacchari LFM 101 foi cultivada inicialmente em meio nutriente CN
acrescido de agar por 48 h em estufa a 30°C. As culturas isoladas foram inoculadas em
CN durante 24h a 30°C em agitacéo de 250rpm.

Posteriormente, para o preparo do pré-indculo incidiu em recolher a partir de uma
placa de petri uma pequena quantidade de colénia da cepa para um frasco Erlenmeyer de
500
mL, contendo 220mL de meio mineral e 30 mL de glicose. O cultivo foi realizado em
incubador rotativo a 250rpm a 30°C.

4.2.4 Inéculo em incubador rotativo
Os indculos principais foram realizados em duplicada em condi¢des idénticas aos

pré- indculos, a partir de uma aliquota do mesmo, avaliando a densidade éptica.

4.2.5 Concentracdo de biomassa

A concentracdo da biomassa foi medida por gravimetria a partir do meio de
cultivo, sendo o mesmo submetido a centrifugacdo a 1.100rpm por 40 min descartando o

sobrenadante, o precipitado foi seco em estufa a 50°C.

4.2.6 Extracdo de PHA

PHA foram extraidos, com cloroférmio das células secas, usando-se um extrator
Soxhlet. Apds um periodo de refluxo de 12h, a solucdo de cloroférmio foi concentrada
com um evaporador giratorio e o polimero precipitado pela adi¢éo de etanol. O filtrado foi
seco em estufa por 24h & 35°C e posteriormente em cloroférmio (propor¢do de 0,8g
de PHA para 60mL de CHCIs). O polimero foi seco, vertendo 15mL em placas de petri

de 10cm de diametro.
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4.3 Producao dos filmes a base de ésteres metilicos epoxidados

4.3.1 Elaboracao da solucéo filmogénica de gelatina

A solucdo filmogénica de gelatina foi obtida hidratando-se 5g de gelatina tipo A
(Leiner Davis Gelatin, Brasil) (GEL) em 100mL de &gua destilada por 1 h. Apos este
periodo, a solucéo foi aquecida a 70°C por 10 minutos (FAKHOURI, 2009).

4.3.2 Elaboracéo da solucéo filmogénica de amido de milho lipofilico

A solugdo filmogénica de amido foi elaborada dispersando-se 3g de amido de
milho em 100mL de agua destilada. O amido utilizado foi o amido de milho nativo
modificado (Corn Products, Brasil); Apos a total dispersdo, acrescentou-se 15% da amostra
de éster epoxidado em relacdo a massa da macromolécula, e as suspensdes foram
aquecidas a 85°C por 10 minutos, sob agitacdo até a completa solubilizacdo do amido
(FAKHOURI, 2009).

4.3.3 Elaboracéo dos filmes a base de amido e de gelatina e ésteres epoxidados
(FEE) - Técnica de Casting

As solucdes filmogénicas obtidas separadamente conforme os itens acima foram
misturadas nas proporgdes de 4:1 (amido:gelatina) e adicionada 15% das amostras de
ésteres metilicos. Foi realizado um estudo preliminar apara ajustar a melhor concentracéo
do éster epoxidado, a concentracdo de 15% foi a escolhida pois acima desse valor ndo era
visualizada diferenca significativa dos testes de caracterizacGes. Posteriormente foram
aquecidas e agitadas durante 40 minutos, como pode ser vista na Figura 9. Aliquotas de 30
mL da solucdo formadora de filme foram distribuidas em placas de petri descartaveis
(Prolab) de 15 cm de diametro. Os filmes secaram a temperatura ambiente (25°C), durante
24 h. Apoés a secagem, eles foram condicionados a 25°C e 50£2% UR durante 48 h antes
do inicio das analises (FAKHOURI, 2009). Foi produzido um filme apenas de amido e
gelatina, que é considerado o “branco”, a mesma recebeu o codigo de Amido/Gel, todas as
outras amostras de filmes de amido, gelatina e ésteres epoxidados adotaram os codigos de

seus respectivos epoxidos.
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Figura 9: Processo de producéo dos bioplasticos.

Considerando o maior rendimento da reacdo de epoxidacdo, disponibilidade na
regido (Cerrado) e custo, foram selecionadas as amostras EPMA e EPMI para a produgéo
de filmes com a adi¢do de PHA. Os mesmos foram caracterizados pelas mesmas técnicas
que os FEE se submeteram, porém houve o aprofundamento dos estudos em relagcdo as

propriedades térmicas e estruturais.

4.4 Producéo dos filmes a base PHA e ésteres metilicos epoxidados (FEEPHA)

Os filmes contendo PHA em sua formulacdo foram produzidos pela modificacéo do
método descrito por Fakhouri, 2009. Foi separado um filme de PHA para utilizar como
branco para as amostras derivadas do mesmo. O filme de PHA com éster epoxidado de
macauba e milho receberam os codigos PHA/EPMA e PHA/EPMI respectivamente, ja o

filme separado e considerado branco recebeu o cddigo de PHA.

4.5 Caracterizagoes dos filmes

4.5.1 Propriedades fisicas
4.5.1.1 Aspecto visual
Foram realizadas analises visuais e tateis, com intuito de se aproveitar somente

os filmes homogéneos (coloracdo uniforme e auséncia de bolhas e particulas insollveis de

gelatina) e flexiveis (facilidade de manuseio, auséncia de rupturas ou zonasquebradicas).
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4.5.1.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com a utilizagdo de um micrometro
MITUTOYO Digimatic Co. Proof, representando a média aritmética dos valores de 5

medidas tomadas aleatoriamente em diferentes partes dos mesmos.

4.5.1.3 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro Modelo CR-
400 (KONICA MINOLTA, Croma Meter, Japan). As determinacGes foram realizadas em
triplicata apds a calibracdo do colorimetro com um fundo padrdo branco e um fundo
padrdo negro. A opacidade foi determinada pela seguinte Equagdo (1), demonstrada por
Hunterlab (1997):

[Op, |
| Opy |

Op = 100

(1)
Onde: Op = opacidade do filme (%);
Op n = opacidade do filme sobreposto a um fundo negro;

Op g = opacidade do filme sobreposto a um fundo branco.
4.5.1.4 Cor

A coloracdo dos filmes foi determinada utilizando-se um colorimetro Modelo CR-
400 (KONICA MINOLTA, Croma Meter, Japan). As determinacbes foram realizadas em
triplicata ap6s a calibracdo do colorimetro com um fundo padrdo branco. A coloracdo foi
determinada pela seguinte Equacdo (2), demonstrada também por Hunterlab (1997),

obedecendo o diagrama de cores (Figura 10).
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Figura 10: Diagrama de cor Hunterlab.

AE J@L)? + (Aa) + (Ab)>
)

4.5.2 Propriedades fisico-quimicas
4.5.2.1 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada segundo o método proposto por
Gontard et al. (1994). As amostras, em triplicata, foram preparadas recortando-se discos de
2 cm de diametro. A massa seca inicial das amostras foi obtida ap6s secagem das mesmas,
por um periodo de 24h a 105°C, em estufa de circulacdo e renovacdo de ar. Apés a
primeira pesagem, as amostras foram imersas em um recipiente contendo 50mL de agua
destilada e agitadas suavemente por 24h. Em seguida, as amostras solubilizadas foram
retiradas da &gua e secas a temperatura de 105°C por mais 24h, para a obtencdo da massa

seca final.
4.5.2.2 Solubilidade em acido

A solubilidade em &cido foi determinada preparando-se as amostras da mesma
maneira que para o célculo da solubilidade em &gua; porém, apds a obtencdo da massa

seca, estas foram submersas num recipiente contendo solu¢do 1N de acido cloridrico por

24h. Apos esse periodo, as amostras foram secas e pesadas para obtencdo da massafinal.
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4.5.3 Propriedades de barreira
4.5.3.1 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi determinada pelo método padrdo E-
96 modificado da ASTM (1998). Os filmes foram selados a fim de garantir que toda a
permeacao de umidade ocorresse somente através do mesmo, em seguida 0s mesmos foram
inseridos em células de permeacdo contendo cloreto de calcio e acondicionados em
capsulas de acrilico que mantiveram a temperatura de 25°C e 75% UR. O vapor de agua
transferido através do filme foi determinado pelo ganho de massa do cloreto de calcio,
medido a cada 1h (o resultado final é multiplicado por 24, para se obter o valor
corresponde a dia). O efeito do espaco de ar, como descrito por McHugh e Krochta (1994)
e Gennadios et al. (1994), entre a regido abaixo do filme e a superficie do cloreto de
calcio nas células-teste, ndo foi considerado para o célculo da taxa de transmissdo de
vapor de agua. Os testes foram realizados em triplicata.

4.5.4 Propriedades mecanicas

4.5.4.1 Resisténcia a tracdo e elongacao

Metodologia utilizada para os FEE: A resisténcia a tracdo e a porcentagem de elongacéo
na ruptura foram determinadas utilizando um texturdmetro TA-XT2 Texture Analyser
(SMS, Surrey, UK), operado de acordo com o método padrdo ASTM D 882-83, com
separacdo inicial das garras e velocidade do teste de 50mm e 1mm/s, respectivamente.
Os filmes foram recortados em retangulos de 100mm de comprimento e 25mm de
largura e posteriormente tiveram suas espessuras medidas através de um micrémetro
MITUTOYO Digimatic Co. Proof. A resisténcia a tracdo foi calculada dividindo-se a forca
méaxima pela area seccional do filme (largura do filme X espessura). Dividindo-se 0s
valores de extensdo pela separacéo inicial das garras (50mm) e multiplicando-se por 100,
foi obtida a porcentagem de elongacdo na ruptura. As amostras foram feitas em
sexstuplicatas.

Metodologia utilizada para os FEEPHA: A tensédo na ruptura (TR) e aelongagdo na
ruptura

(E) dos filmes foram determinadas utilizando um texturometro TA.XT2 (Stable
Microsystems SMS) de acordo com o meétodo ASTM D882 (1995). Filmes foram
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previamente acondicicionados por um periodo de 72h a 50+2%UR e temperatura de 25°C.
Os filmes foram recortados na medida de 8,0cm x 2,54cm e posterioemente suas
espessuras foram medidas utilizando um micréometro MITUTOYO Digimatic Co. Proof. A
distancia inicial de separagéo e a velocidade de realizagdo do teste foram fixadas em 50mm
e 1mm/s respectivamente.A tensdo na ruptura (RT) foi calculada dividindo-s a forca
méaxima no rompimento do filme, pela area da secdo transversal. Aelongacéo na ruptura
foi determinada dividindo-se a distancia final de separacdo da “probe” pela distancia inicial
de separacdo (50mm) multiplicada por 100 (JANGCHUD e CHINNAN, 1999). As

amostras foram feitas em sextuplicatas.

4.5.5 Propriedades estruturais

4.5.5.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos filmes foi observada utilizando-se um
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), modelo Leo 440i, marca LEO operado a
10kV e 50mA. Antes dos testes as amostras foram cobertas com uma fina camada de

ouro para a conducdo térmica.

4.5.5.2 Difratometria de raios-X

Os difratogramas foram obtidos utilizando-se um difratdmetro de Raios-X, modelo
X Pert, marca Philips. As condi¢es de analise foram: (i) voltagem e corrente: 40 kV e 40
mMA, respectivamente; (ii) faixa de varredura: 20 de 5 a 30°; (iii) passo: 0,1° e (iv)
velocidade 1°/min, dotado de monocromador de feixe secundario de grafite. A variacéo
dos tamanhos dos cristais foi determinada utilizando-se o PC APD Diffration Software. As
amostras foram armazenadas a 25°C temperatura ambiente e 50+2% de UR, e analisadas

emtriplicata.

4.5.6 Propriedades térmicas
4.5.6.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As determinagGes das temperaturas de transicdo vitrea e das varia¢fes da entalpia
de fusdo dos filmes foram realizadas por analises de calorimetria diferencial de varredura,

utilizando-se um calorimetro da TA Instruments (EUA), modelo TA 2010, com mddulo

36



de resfriamento por nitrogénio liquido. As amostras foram preparadas e pré-condicionadas
a temperatura de 25°C e com umidade relativa controlada de 50+2%. As medidas foram
realizadas em atmosfera inerte de nitrogénio gasoso ultra-seco, de grau cromatogréafico, a
uma mesma vazéo de alimentacdo e de arraste de 50cm®min. Os ensaios iniciaram-se
a uma temperatura de 30°C e, a partir desta, as amostras foram aquecidas a uma taxa de
10°C/min até atingir a temperatura final de 140°C. O material-referéncia para esta analise

foi o ar atmosférico.
4.5.7 Andlise estatistica
O programa Statistica® 5.5 (Stasoft, USA) foi utilizado para calcular as analises de

variancia (ANOVA). O teste de Tukey foi usado para determinar diferencas entre as

propriedades dos filmes no intervalo de 95% de confianca.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos ésteres metilicos

A Tabela 3 indica os valores de rendimento das respectivas reacbes de
transesterificacdo e epoxidagcdo (Figura 11) das diferentes fontes oleaginosas. Foi
necessario o aquecimento da solucdo saturada de NaHCOs, para a completa neutralizacdo
dom-CPBA.

Tabela 3: Rendimento da reacdo de transesterificacdo com diferentes fontesoleaginosas

Oleo utilizado Rendimento da reacdo de | Rendimento da reacéo de
transesterificacao (%o) epoxidacao
Soja 88% 85%
Milho 77% 91,2%
Macauba 68% 86,6%
Pacu 63% 79%
Pintado 57% 81,3%

Figura 11: Neutralizagdo do m-CPBA com solucdo de NaHCOz3 saturada.

5.2 Caracterizacao dos epoxidos

Em anexo sdo apresentados 0s cromatogramas e espectros de massa de baixa
resolucdo das amostras dos ésteres antes e depois da reacdo de epoxidagédo. Conclui-se que
houve a modificagdo desses ésteres, pois houve a formacdo de picos em regides onde
inicialmente ndo eram visualizados, esses picos indicaram m/z de 312 e m/z 308 (no

espectro de massas é apresentado um valor de M+1 intenso em m/z 313 e em alguns casos
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m/z 309, possivelmente devido a captura de um préton do meio), referentes a epoxidacao a
partir do oleato de metila e linolenato de metila respectivamente. Nos espectros onde
indicam dois picos em m/z 308, refere-se a possibilidade de epoxidacdo em insaturacdes
diferentes do linolenato demetila.

O tempo de retencdo onde esses compostos aparecem no cromatograma variou de
19,311 min a 22,716 min. Segundo FARIAS (2010) picos até 15 minutos correspondem
aos ésteres graxos saturados e insaturados e picos entre 20-22 minutos correspondem a
produtos epoxidados. Por isso, consideramos o0s produtos formados como ésteres

epoxidados.

5.3 Caracterizacao dos filmes
5.3.1 Aspecto visual

As amostras foram analisadas visualmente a fim de selecionar apenas os filmes
mais uniformes, a Figura 12 é referente aos FEE e ja a Figura 13, refere-se aos FEEPHA.
Dentre os dois tipos de filmes produzidos, visualmente todos se apresentaram simétricos,

sem rupturas ou formacéo de bolhas.

N

Figura 12: Analise de aspecto visual em fundo azul dos FEE.
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Figura 13: Analise de aspecto visual em fundo azul dos FEEPHA.

5.3.2 Espessura

Os filmes foram submetidos a medida de espessura, medindo os mesmos em 5
locais aleatoriamente diferentes. A Tabela 4 demonstra que as amostras de filmes nédo
variaram significativamente entre elas, variando apenas 0,00682mm para os FEE e
0,0049 para os FEEPHA.

Tabela 4: Espessura das amostras dos FEE e FEEPHA.

Amostra Espessura (mm)*
Amido/Gel 0,05166°
EPMA 0,05847°
EPMI 0,05882°
EPPA 0,05200°
EPPI 0,05633°
EPSO 0,05640°
PHA 0,0274°
PHA/EPMA 0,0299°
PHA/EPMI 0,0348°

*A medida da espessura dos referentes filmes foram feitas emtriplicata

Fakhouri (2009) estudou as propriedades fisicas e mecanicas, dentre elas a
espessura, de filmes preparados a partir de 3% de amido de milho lipofilico, gelatina
e sorbitol, tendo este ultimo a funcdo de plastificante. Em seu trabalho Fakhouri
apresenta uma espessura média de 0,0451 mm, ou seja, nos filmes produzidos com
ésteres metilicos epoxidados como plastificante, a espessura apresentou um valor maior,

como por exemplo, 0,05882 mm, no caso da amostra EPMI.
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5.3.3 Cor

As cores dos filmes foram medidas por meio dos padrées Hunterlab: L*, variando

de O (preto) a 100 (branco); a*, do verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao
amarelo (+) (GENNADIOS et al., 1996; KUNTE et al., 1997), determinados com um
colorimetro Konica Minolta CR-400 (Figura 14) a luz do dia. Os filmes foram sobrepostos

sobre uma superficie de uma placa branca padréo, e os padrdes L*, a* e b* foram medidos

indicados em tempo real no leitor do aparelho, como ja visto o resultado foi determinado

pela diferenga de cor (AE*) das amostras em relagdo ao “branco”, no caso a amostra
Amido/Gel para os FEE e PHA para os FEEPHA (Tabela 5).

Figura 14: Analise de cor dos filmes produzidos, através do colorimetro Konica Minolta

CR-400.

Tabela 5: Diferenca de cor das amostras de FEE e FEEPHA em relagdo ao “branco”

(Standart).
Amostra Diferenca de cor segundo
Hunterlab*
EPMA 0,5993%
EPMI 0,7852°
EPPA 0,6483%
EPPI 0,4518°
EPSO 0,5735%
PHA/EPMA 1,38°
PHA/EPMI 1,93°

*As medidas foram realizadas em quadruplicata e o resultado obtido através da média.

Em trabalho realizado por ROCHA (2014), a diferenca de cor (AE) em filmes de

amido de mandioca adicionados de extrato proteico de soja, variou de 8,14 a 17, valores

muito superiores aos FEE e FEEPHA, que teve seu valor maximo de 0,7852 e 1,93
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respectivamente. E importante ressaltar que durante o processo de gelatinizacio do amido
ocorre mudanca na coloracdo devido a perda da estrutura e cristalinidade dos granulos de
amido, tornando-se gel com certa opacidade (SILVA et al., 2007). A coloracdo dos filmes
pode influenciar na aceitacdo tanto para fins comestiveis como nao comestiveis, no caso,

embalagens de uso geral.
5.3.4 Opacidade

Todas as amostras apresentaram valores de opacidade (Figuras 15 e 16) superiores a amostra
do “branco”. Segundo Brito (2013), a adicdo de 6leos ou derivados promove um aumento
na difracdo dos raios luminosos que atravessam o filme, produzindo assim maior opacidade.
Os resultados obtidos se aproximam dos apresentados por Fakhoury e colaboradores (2012),
que indicaram opacidade de 14,5% para filmes a base de amido de mandioca modificado,
gelatina e glicerol.

18,00 d

a a a
s 17,00 a
2 16,00
E b
5 15,00
©
Q.
O 14,00
13,00
Amido/Gel Amido/Gel ~ EPMA EPMI EPPA EPPI EPSO
Amostras

Figura 15: Variancia de opacidade entre os FEE. (A analise foi realizada em triplicata e
o resultado obtido através de média).
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Figura 16: Variancia de opacidade entre os FEEPHA. (A analise foi realizada

em triplicata e o resultado obtido através de média).

Os filmes contendo PHA e ésteres epoxidados também apresentaram maior opacidade em
relacdo ao branco (PHA), porém a diferenca ndo foi significativa comparada aos FEE.

A cor e a opacidade do polimero é consequéncia da morfologia ou da estrutura
quimica relacionada & massa molecular do material (CHEN, 1995). Filmes a base de gelatina
sdo transparentes e homogéneos (FAKHOURI et al. 2003), enquanto que a adicéo de lipidios
muda a aparéncia de filmes de hidrocoloides deixando-os opacos (KAMPER e FENNEMA,
1984). Os valores obtidos s6 poderam ser considerados bons ou ruins dependendo da
aplicacdo a que sera dada ao filme.

5.3.5 Solubilidade em agua

Os valores de solubilidade em agua obtidos sdo apresentados na Tabela 6, os filmes FEE
variaram de 17,5% a 25,52%, sendo gque todas as amostras que continham ésteres metilicos
epoxidados demonstraram porcentagens superiores a da amostra de amido e gelatina pura, ou
seja, as amostras de filmes com epoxidos diluem mais facilmente em agua. A literatura
reporta valores proximos aos apresentados, sendo 25,44%, utilizando glicerol como
plastificante e 26,13% utilizando sorbitol, ambos compostos & base do amido de milho
modificado e gelatina (FAKHOURI et al., 2013).
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Tabela 6: Porcentagem de solubilidade em dgua dos FEE e FEEPHA.

Amostra Solubilidade em &gua (%)*
Amido/Gel 17,50° +0,85
EPMA 25,07% +1,61
EPMI 23,00% +1,06
EPPA 25,52% +0,47
EPPI 24,687 +0,047
EPSO 25,19 +0,26
PHA 0,54° +0,08
PHA/EPMA 2,30° +0,01
PHA/EPMI 25,15% +1,73

* A analise foi feita em triplicata e o resultado obtido através da média.

As amostras os FEEPHA também se mostraram mais solUveis em agua do que a
amostra padrdo. A amostra de PHA/EPMI foi a mais soltuvel (25,15%) entre elas,
provavelmente devido ao fato de que a camada que contem amido e gelatina é mais
facilmente diluida em &gua, do que o polimero puro, sem cobertura.

A solubilidade em agua é uma importante propriedade dos filmes comestiveis,
tanto nas suas aplicacdes, como na protecdo dos alimentos onde atividade de agua é alta,
ou ainda quando o filme entra em contato com a 4gua durante o processamento do alimento
embalado (GONTARD et al., 1992).

5.3.6 Solubilidade em acido

O resultado da analise de solubilidade em é&cido segue na Tabela 7. Todas as
amostras de FEE foram 100% soltveis no &cido cloridrico 1N, pois apds algumas horas

do inicio do teste ndo foi mais possivel visualizar os filmes (Figura 17).

Tabela 7: Porcentagem de solubilidade em acido (HCI 1N) dos FEE e FEEPHA.

Amostra Solubilidade em acido (%)*

Amido/Gel 100°+0,00
EPMA 100°+0,00
EPMI 100°+0,00
EPPA 100°+0,00
EPPI 100°+0,00
EPSO 100°+0,00

PHA 15,94° +0,74
PHA/EPMA 8,10° +0,91
PHA/EPMI 2,5° +0,27

*A analise foi realizada em triplicata e o resultado obtido através da média
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Foi reportado que filmes plastificados com sorbitol apresentaram total solubilidade
em éacido (100%) (FAKHOURI, 2009). Esse fato é importante em casos em que a
embalagem é consumida com o produto final, indicando sua total solubilizacdo no pH
acido do organismo humano durante a digestéo.

No caso dos FEEPHA, a amostra do branco foi mais solivel em &cido do que as
amostras de PHA/EPMA e PHA/EPMI, ou seja, elas serviram como barreira a interacdo

do acido com o polimero.

Figura 17: Amostras dos filmes em solucdo de HCI 1N
5.3.7 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os resultados de permeabilidade em &gua (Tabela 8) indicam que ambas as
formulacbes de filmes apresentaram valores acima das amostras padrées. A
permeabilidade a vapor de agua é proporcional a espessura, caracteristica que confere com
os filmes produzidos, pois todos se apresentaram mais espessos que as amostra dos
respectivos padrfes. Pode se visualizar a célula de permeacdo e as capsulas de acrilico

através da Figura 18.

Tabela 8: Permeabilidade em vapor de agua dos FEE e FEEPHA.

Amostra Permeabilidade em vapor de 4gua
(gmm/m?d.kPa)*

Amido/Gel 20,18°+0,92
EPMA 25,04%+1,22
EPMI 20,79°+0,53
EPPA 22,76%+0,74
EPPI 23,36%°+0,28
EPSO 22,67°°+1,06
PHA 0,70° +0,07
PHA/EPMA 1,02° +0,01
PHA/EPMI 1,34* +0,01

*A analise foi realizada em triplicata e o resultado obtido através da média.
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Figura 18: Cépsulas de acrilico contendo as células de permeacéo para anélise de

permeac¢do em vapor de &gua.

Yang e Paulson (2000) notaram que a adi¢cdo de &cidos graxos diminui a PVA e
explicam que esta reducdo é decorrente da incorporacdo de material lipidico a matriz que
produz uma diminuicdo do espaco livre para a passagem de &gua, mas que apesar de ser
considerada uma substancia hidrofobica, o grupo funcional carboxila é altamente polar e
pode facilitar a transferéncia de umidade atraves do filme, diferenca observada por eles em
seu experimento no qual os filmes formados com cera de abelha foram menos permeéaveis

do que os filmes contendo &cido esteérico e palmitico, porém ambas com reducéo de PVA.

5.3.8 Resisténcia a tracédo e elongacao

Os valores de elongagéo e resisténcia a tragdo dos FEE e FEEPHA estdo apresentados
na Tabela 9. A adicdo de ésteres epoxidados provocou um aumento na resisténcia a tracdo em
relacdo a amostra sem a adigdo dos mesmos. Maiores valores de resisténcia foram observados
para as amostras contendo éster epoxidado de pintado, de pacu e soja. O aumento foi de
aproximadamente 69% quando ésteres epoxidado de milho ou de macauba foram adicionados
aos filmes compostos de amido e gelatina quando essa propriedade foi analisada. Quando
éster epoxidado de pintado foi adicionado, a resisténcia praticamente dobrou.

O mesmo acréscimo da tracéo foi observado nos filmes PHA/EPMA e PHA/EPMI, os
mesmos apresentaram maior tracdo do que a amostra controle, porém os resultados elongacao
ndo apresentaram muita diferenca entre as trés amostras. Comparando os FEE com os
FEEPHA, nota-se que todos os filmes FEE, sdo mais resistentes dos que possuem a mesma

formulacdo, porém acrescidos do polimero PHA.
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Tabela 9: Valores de resisténcia a tracdo e elongacdo dos FEE e FEEPHA.

Amostra Resisténcia a tragdo (MPa) | Elongacgao (%)

Amido/Gel 36,14°+4,17 2,70 0,11
EPMA 52,84%+5 00 3,03% +1,17
EPMI 52,94%+3,78 3,20% +0,48
EPPA 62,62°+4,17 3,20% 0,52
EPPI 71,89°+1,36 3,47% +0,58
EPSO 65,75°°+4,65 3,39% +0,76
PHA 9,98°+1,98 1,51° +0,17
PHA/EPMA 38,60%+4,98 1,54% +0,34
PHA/EPMI 39,41%+3,95 1,01% +0,20

*A analise foi realizada em sextuplicata e resultado obtido pela média.

Resisténcia a tracdo e elongacao sdo as propriedades mecanicas a serem avaliadas
em um filme, a primeira tem a funcdo de expressar a forca maxima que o filme suporta
durante o teste de tracdo, ja a outra refere-se a capacidade do mesmo em esticar. Segundo
Gontard et al. (1994), em filmes busca-se uma alta resisténcia a tragdo, porém o valor da
elongacdo dependerd da aplicacdo do filme, pois para manter a sua integridade e
propriedades de barreira, o filme em questdo deve permitir a tensdo normal apresentada

durante a sua aplicagéo, transporte e manuseio.

5.3.9 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Através da analise de DSC (Figura 19 e 20), foi possivel visualizar que a
transicdo vitrea dos filmes de FEEPHA foi bastante semelhante, aproximadamente 120°C
para PHA/EPMA e PHA/EPMI. Porém, comparando esse valor com a amostra do “branco”,
PHA, nota-se que houve um ligeiro deslocamento desse valor, sendo que na amostra PHA,
a transicdo foi de aproximadamente 115°C. Conclui-se entdo que a adi¢do da solucdo
filmogénica de ésteres metilicos ao polimero PHA, fez com que houvesse a miscibilidade

polimérica entre o0 amido e o PHA, formando assim filmes homogéneos.
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Figura 20: DSC dos filmes PHA/EPMA e PHA/EPMI.

Em trabalho realizado por Fakhouri (2009) é apresentado analise de DSC do amido
de milho modificado, o qual indica que a temperatura de transicéo vitrea para 0 mesmo € de
aproximadamente 60°C, o que reforca o pressuposto que houve sim a incorporacgéo total do

amido ao PHA, pois na Figura 19 ndo é possivel observar um decaimento do fluxo de

calor nessa regiéo.
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Figura 21: DSC dos filmes PHA/EPMA e PHA/EPMI, apresentando a transicao
endotérmica.

Na Figura 21 observa-se uma banda referente a transicdo endotérmica em
aproximadamente 170°C paras as amostras PHA/EPMA e PHA/EPMI e em 178°C para a
amostra padrdo PHA, esses dados conferem com os apresentados por Braunegg e
colaboradores (1978) e Gomez e colaboradores (1997), que indicaram uma faixa de 170°C
a 183° respectivamente para polihidroxialcanoatos produzidos a partir de glicose. Em
trabalho anterior realizado por Figueiredo (2014), a transicdo endotérmica foi de 177,9°C
para polihidroxialcanoatos obtidos através da glicerina bruta residual do biodiesel,
utilizando a linhagem Cupriavidus necator. A mistura amido/gelatina/éster epoxidado

provavelmente pode alterar o volume livre, reduzindo a temperatura de fuséo.

5.3.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Nas Figuras 22, 23 e 24 séo apresentadas as microscopias de varredura dos compostos
PHA, PHA/EPMA e PHA/EPMI.
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Figura 22: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de (a) superficie e
(b) ruptura do filme PHA/EPMI.
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Figura 23: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de (a) superficie e da
(b) ruptura do filme PHA/EPMA.

108um - *EHI- 5.00 kU LRAC/FEQ
Mag= 158 X I Probe= 58 pA W= 25 mn Detector= SE1 UNICAHP

Figura 24: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de (a) superficie e da
(b) ruptura do filme PHA.
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Diversos estudos envolvendo a avaliacdo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis
tem utilizado o microscopio eletrénico de varredura como ferramenta, buscando
correlacionar as propriedades dos mesmos com a estrutura morfologica (SOUZA, 2001;
MAUER et al., 2000). Em funcdo da grande profundidade de foco e da alta resolugéo,
andlises utilizando o microscépio eletrénico de varredura podem permitir a observagdo da
estrutura de filmes e dos efeitos dos tratamentos na estruturacdo da matriz filmogénica
(CARVALHO, 2002).

Os resultados obtidos através dessa analise indicam que as superficies dos filmes
s8o homogéneas, sem formacgdo de bolhas e fissuras. Através dela também se verifica a
formacdo de multilayers nos filmes PHA/EPMI e PHA/EPMA. A homogeneidade dos

filmes pode ser confirmada observando as analises de DRX e DSC.

5.3.11 Difratometria de raios-X (D-RX)

A Figura 25 abaixo apresenta o resultado da anélise de Difratometria de Raios- X,
onde pode-se visualizar as regifes cristalinas. Tais regides cristalinas sdo claramente

observadas nos picos definidos na regido de 26 entre 12,5° e 32,5 ° aproximadamente.
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Figura 25: Difracdo de Raios-X das amostras de FEEPHA.
Atraveés da analise de DRX foi possivel concluir que ndo houve mudanca na formacao

das regi0es cristalinas observadas, mas sim na intensidade entre as amostras, sendo que 0s

filmes PHA/EPMA e PHA/EPMI se mostraram mais cristalinos que o filme considerado
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“branco”, PHA. Isso pode ser devido ao fato de que o amido e os ésteres epoxidados
tenham se aderido a superficie do PHA, formando um material mais coeso. A faixa onde
se encontram o0s picos de cristalinidade confere com a da literatura, pois Campos e
colaboradores (2013) relataram a mesma faixa de cristalinidade para amostras de PHA
(12,5° a32,5°).
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6. CONCLUSAO

Os ésteres metilicos foram epoxidados com o acido m-cloroperbenzoéico com uma
taxa de conversdo acima de 70% em todos os casos, valores considerados satisfatorios,
Através dos espectros de massa de baixa resolucao, foi possivel concluir que as amostras de
milho, pacu e pintado, apresentaram epoxidacdo nos ésteres derivados do acido oléico e do
acido linolénico, a amostra de macadba indicou a presenca apenas do éster epoxidado
derivado do &cido oleico e por fim, a amostra de soja que apresentou apenas o0 éster
epoxidado obtido através do acido linolénico.

Todas as amostras de ambas formulacGes se apresentaram uniformes, com auséncia
de bolhas e fissuras. Filmes a base de gelatina e amido plastificados com ésteres epoxidados
se mostraram mais resistentes do que a amostra padrdo, sem plastificante, destacando a
amostra EPPI, que apresentou resisténcia a tracdo de 71,89 Mpa e 3,47% de elongacdo. A
adicdo deste plastificante aumentou a solubilidade em &gua. Na andlise de solubilidade em
acido, ambas as amostras apresentaram 100% de solubilidade, o que dependendo da
aplicacdo € considerado ideal. A permeabilidade em vapor de &gua ndo apresentou
diferenga significativa, exceto na amostra EPMA que indicou valor de PVA de 25,04
gmm/m?d.kPa.

Os FEEPHA (Filmes de ésteres epoxidados acrescidos de PHA) ndo apresentaram
diferenca significativa nas analises de espessura e opacidade. Nas andlises de solubilidade
em &gua, permeabilidade em vapor de agua e resisténcia a tracdo houve um aumento
significativo em relacdo ao padréo, no caso a amostra de PHA puro. A solubilidade em
acido diminuiu consideravelmente com a adi¢cdo dos ésteres epoxidados tanto de macauba,
guanto de milho, todas comparadas ao padrdo PHA. A elongacdo ndo diferiu
significativamente com a adicdo desses compostos ao PHA. Através do DSC foi
possivel concluir que houve a incorporacdo do amido a matriz polimérica do PHA, pois
em trabalhos anteriores relatados na literatura mostra que a transicdo vitrea do amido é
em torno de 60°C, porém esse valor ndo € indicado na analise, mas sim em
aproximadamente 120°, faixa proxima a do padrdo, PHA, que é apresentada em 115°C. Nas
micrografias da superficie e ruptura vé-se que houve a producdo do multilayer éster
epoxidado/PHA/éster epoxidado e que a superficie € plana, homogénea, com auséncia de
fissuras. No DRX, ndo houve modificagdo na regido onde aparecem 0s picos cristalinos

entre os FEEPHA e o padrdo, mas sim na intensidade desses picos, sendo que os FEEPHA
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apresentaram valores excedentes a amostra de PHA puro, reforcando assim a ideia da
possibilidade de miscibilidade dos dois materiais poliméricos, amido e PHA.
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