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RESUMO

O desenvolvimento de embalagens com propriedades bioativas e de barreira é
uma area em crescimento para preservar alimentos especificos. A microalga C.
pyrenoidossa € uma matéria-prima promissora com potencial para a produgédo de
materiais poliméricos. O objetivo desta pesquisa foi desenvolver materiais
biodegradaveis a base de amido termoplastico de milho/poli (adipato co-tereftalato de
butileno) (PBAT) com adigado de biomassa de Chlorella pyrenoidosa por coextrusao
sopro em baldo. Foram avaliadas duas metodologias para romper as paredes
celulares da microalga: i) banho ultrassénico e ii) sonicador ultrassénico de ponteira;
avaliando diferentes poténcias e tempos de ultrassom, com o propdsito de escolher o
bindmio adequado desses dois parametros e de dois métodos utilizados de ultrassom.
A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e 6ptica foram utilizadas para avaliar o
efeito das metodologias de rompimento celular. Foram analisadas as propriedades
antioxidantes, fisico-quimicas, de barreira ao vapor de agua, térmicas, mecanicas,
morfologicas e solubilidade. Comparando a poténcia empregada pelas duas técnicas
de ultrassom a 400 W e 30 min de operacgao, observou-se que os melhores resultados
de avaliagao do rompimento de parede celular da microalga foram obtidos com banho
ultrassoénico (74,65%), frente a um 68,21% no sonicador de ponteira. Mas, a melhor
condigao para o rompimento das células microalgais foi observado utilizando a sonda
ultrassonica, presentando uma eficiéncia de 77,88%, empregando uma poténcia de
450 W e 30 min de operagao. Foi possivel obter filmes com melhores propriedades
mecanicas e de barreira de vapor de agua com a adi¢cdo de células intactas, em
comparagao com os filmes feitos com a adigdo de células quebradas. Os extratos
etandlicos dos filmes apresentaram atividade de eliminagdo do radical DPPH e uma
capacidade antioxidante pequena frente ao FRAP. Foram identificados os eventos
térmicos, temperaturas de degradacgao, temperaturas de transi¢ao vitrea e de fuséo
dos filmes. Observagdes de MEV mostraram que os filmes com adi¢ao de biomassa
assistida com ultrassom apresentaram superficies irregulares e grosas, com maior
formagado de aglomerados. Os filmes apresentaram espectros semelhantes na faixa
de nimeros de onda de 1000 cm-' a 3500 cm', no qual n&o foram observadas novas
bandas apés a adigdo de células de biomassa de microalgas, ou seja, a interagao da
matriz polimérica com a biomassa microalgal foram através de interacdes fracas pois
nao foram observadas bandas que caracterizem ligagdes covalentes. O filme
apresentou uma aplicagao potencial como embalagem activa de alimentos, devido ao
seu sistema de protec¢ao a luz ultravioleta conferido pela bio-pigmentag¢ao natural da
miroalga.

Palavras-chave: Coextrusao, TPS, isotermas de sorcdo, permeabilidade, atividade
antioxidante, analises térmicas.



ABSTRACT

The development of packaging with bioactive and barrier properties is a growing
area to preserve specific foods. The microalgae Chorella pyrenoidosa is a promising
raw material with potential for the production of polymeric materials. The objective of
this research was to develop biodegradable materials based on corn/poly
thermoplastic starch poly (butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT), with the addition
of Chlorella pyrenoidosa biomass by coextrusion blown into a balloon. Two
methodologies were evaluated to break the microalgae cell walls: i) ultrasonic bath and
ii) ultrasonic tip sonicator; evaluating different powers and ultrasound times, with the
purpose of choosing the appropriate binomial of these two parameters and two
methods used of ultrasound. Scanning Electronic Microscopy (SEM) and optics were
used to evaluate the effect of cell disruption methodologies. The antioxidant, physical-
chemical, water vapor barrier, thermal, mechanical, morphological and solubility
properties were analyzed. Comparing the power employed by the two ultrasound
techniques at 400 W and 30 min of operation, it was observed that the best results of
the evaluation of the microalgae cell wall rupture were obtained with ultrasonic bath
(74.65%), compared to 68.21% in the tip sonicator. But, the best condition for
microalgae cell wall rupture was observed using the ultrasonic probe, presenting an
efficiency of 77.88%, employing a power of 450 W and 30 min of operation. It was
possible to obtain films with better mechanical properties and water vapor barrier with
the addition of intact cells, compared to the films made with the addition of broken cells.
The ethanolic extracts of the films showed an elimination activity of DPPH radical and
a small antioxidant capacity against FRAP. Thermal events, degradation temperatures,
glass transition temperatures and film fusion temperatures were identified. SEM
observations showed that films with the addition of ultrasound-assisted biomass had
irregular and coarse surfaces, with greater formation of clusters. The films showed
similar spectra in the wave number range of 1000 cm-! to 3500 cm-', in which no new
bands were observed after the addition of microalgal biomass cells, that is, the
interaction of the polymeric matrix with the microalgal biomass were through weak
interactions because bands characterizing covalent bonds were not observed. The film
presented a potential application as active food packaging, due to its ultraviolet light
protection system conferred by the natural bio-pigmentation of microalgae.

Keywords: Coextrusion, TPS, sorption isotherms, permeability, antioxidant activity,

thermal analysis.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, o aumento da produgao de plasticos a base de petrdleo
resultou numa grande quantidade de residuos, causando um impacto ambiental
significativo (JIAN et al., 2020). De acordo com o ultimo relatério da Plastics Europe
(2019), a producao mundial anual de plasticos em 2018 atingiu 359 milhdes de
toneladas, mais 3,1% do que a produgao de 2017.

A industria de embalagens utiliza quantidades significativas de plasticos para
aplicagdes em alimentos, agricultura / horticultura ou dispositivos eletrénicos, onde a
embalagem representa o maior campo de aplicagdes de bioplasticos, estimado em
1,6 milhdes de toneladas do mercado total de bioplasticos em 2016 (FABRA et al.,
2018). Atualmente, os bioplasticos representam cerca de um por cento das mais de
359 milhdes de toneladas de plastico produzidas anualmente. De acordo com os
ultimos dados de mercado relatados pela European Bioplastics (2019) em cooperagao
com o instituto de pesquisa nova-Institute, a capacidade de producédo global de
bioplasticos devera aumentar de cerca de 2,11 milhdes de toneladas em 2019 para
aproximadamente 2,43 milhdes de toneladas em 2024. Para resolver este problema,
tem havido um grande esforgo na produ¢do de materiais que n&o sejam danosos ao
meio ambiente. Dentre os materiais ecoldgicos / biolégicos estdo os compostos
organicos tais como os polimeros naturais.

Existem varias classes de bioplasticos, entre elas, o amido termoplastico
(TPS) que é considerado um dos polimeros renovaveis mais promissores para
substituir os plasticos a base de petréleo (Aung, Shein, Aye & Nwe, 2018; Tian, Yan,
Rajulu, Xiang & Luo, 2017), e a sua mistura com poliéster biodegradavel é uma
estratégia conhecida para melhorar as propriedades mecanicas e de barreira dos
materiais de embalagem a base de amido (GARCIA et al., 2018a). Assim, foram
estudadas misturas com poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT) (GARCIA et al.,
2014; THUNWALL et al., 2008), acido polilactico (PLA) (SHIRAI et al., 2016) e alcool
polivinilico (PVOH) (SHI et al., 2008), entre outros. Ao misturar uma proteina e um
polissacarideo em solugbes, uma solugdo homogénea é provavelmente formada,
devido a boa solubilidade de ambos os componentes em agua. No entanto, é bem
conhecido que amido em solugdo aquosa podem demonstrar uma variedade de

diferentes interagdes entre os componentes, tais como proteina-proteina, proteina-



polissacarideo, polissacarideo-polissacarideo e biopolimero-solvente (agua)
(ABDULMOLA et al., 1996). PODSHIVALOV et al., 2017).

Dadas as politicas governamentais para reduzir a utilizagao de plasticos nao
biodegradaveis, espera-se que a procura de PBAT aumente constantemente. Por
exemplo, em 2019, o mercado de PBAT representava a capacidade global de
producdo de 13,4% do mercado global de bioplasticos, sendo o segundo mais
demandado depois do PLA, representando 13,9% (European Bioplastics, 2019). O
PBAT apresenta custo mais elevado, em comparagédo com os plasticos convencionais.
Para torna-lo economicamente mais competitivo, uma alternativa possivel é produzir
misturas com amido plastificado (OLIVATO et al., 2011). Ademais, mistura-lo com
biomassa microbiana, pode substituir fontes alternativas de biopolimeros que nao
concorram com os alimentos como foi sugerido pela Organizacao das Nagdes Unidas
para Alimentagdo e Agricultura (FAO). Tendo em conta isso, a biomassa de
microalgas poderia servir como fonte de biopolimeros que poderiam substituir
parcialmente outros biopolimeros obtidos naturalmente a partir da biomassa (FABRA
et al., 2018).

O emprego de microalgas também pode servir como agente de refor¢o de
matrizes biodegradaveis e pode trazer diversos beneficios como a diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de agua, oxigénio (BALTI et al., 2017) e a luz UV; além de
agregar aos filmes biodegradaveis propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
devido a riqueza em compostos bioativos e por ser considerada uma fonte proteica
sustentavel para o futuro (BATISTA et al., 2017). Desenvolvimento de materiais
biodegradaveis utilizando matérias primas de fonte renovavel tem gerado interesse na
area de embalagens de alimentos, pois poderia reduzir os impactos ambientais
(FRIESEN et al.,, 2015; COLAK et al.,, 2015). A maioria dos materiais atualmente
utilizados em alimentos n&o biodegradaveis sao polietileno, polipropileno, cloreto de
polivinilo e tereftalato de polietileno. Por conseguinte, é importante utilizar materiais
ecologicos ao invés dos plasticos convencionais para aplicagbes em que os plasticos
sdo utilizados por periodos curtos e depois descartados (TAVARES et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes biodegradaveis a partir de
amido termoplastico de milho/poli (adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT) por meio
de extrusdo-sopro em baldo, com concentra¢gdes otimizadas de biomassa microbiana.
Foram determinadas propriedades antioxidantes, fisico-quimicas, morfoldgicas,

térmicas, mecéanicas e de barreira dos filmes desenvolvidos.



2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Desenvolver materiais biodegradaveis a base de amido termoplastico de
milho/poli (adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT) com adicdo de biomassa
microbiana de Chlorella pyrenoidosa utilizando a técnica de coextrusdo-sopro em

balao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisico-quimicamente a biomassa da Chlorella pyrenoidosa;

e Analisar o efeito do pré-tratamento com ultrassom no rompimento celular da
microalga Chlorella pyrenoidosa;

e Avaliar a hidrofilicidade dos filmes pela solubilidade em agua;

e Determinar a atividade antioxidante dos filmes biodegradaveis;

e Determinar as propriedades mecanicas dos filmes;

e Estudar o efeito da adicdo de células desintegradas (rompidas) da Chlorella
pyrenoidosa nas propriedades de barreira dos filmes biodegradaveis;

e Analisar a morfologia dos filmes;

e Caracterizar as propriedades térmicas dos filmes;

e Caracterizar os grupos funcionais dos filmes



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 BIOPLASTICOS

Bioplasticos € um termo genérico que descreve tanto os plasticos de base
biolégica, nomeadamente os que s&o feitos de materiais biogénicos, como os
plasticos (incluindo os petroquimicos) que sao biodegradaveis; na verdade, nem todos
os plasticos de base biolégica sdo biodegradaveis (KAWASHIMA et al., 2019). Por
outro lado, alguns plasticos biodegradaveis podem ser de origem petroquimica.
Portanto, um bioplastico € o plastico que é de base bioldgica, biodegradavel ou ambos.
(FOLINO et al., 2020). Atualmente, os bioplasticos representam cerca de um por cento
das mais de 359 milhdes de toneladas de plastico produzidas anualmente. Mas, com
0 aumento da demanda e o surgimento de biopolimeros, aplicagdes e produtos mais
sofisticados, o0 mercado de bioplasticos esta crescendo e se diversificando
continuamente (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2019).

3.1.1 Polimeros de fonte fossil

Os bioplasticos descartaveis incluem plasticos de commodities, como
polietileno (PE), propileno (PP), cloreto de polivinila (PVC) e tereftalato de polietileno
(PET), consistem em uma gama especifica ou ampla de polimeros organicos
sintéticos ou semi-sintéticos de alta massa molecular, geralmente derivados de
produtos petroquimicos (DWIVEDI et al., 2019). Um exemplo digno de nota € o
“Plantbottle”, um material langcado em 2009 pela empresa Coca-Cola, no qual o
ingrediente a base de combustivel féssil usado para fazer um ingrediente fundamental
no plastico PET foi substituido por materiais renovaveis de plantas (30% baseado em
planta) (BHAGWAT et al., 2020). Esses materiais plasticos poliméricos tém sido
amplamente utilizados e sdo considerados uma das maiores inovagées do milénio.
Caracteristicas de leve, flexivel, reutilizavel, e de baixo custo fizeram com que sua
producéo aumentasse quase 10% ao ano desde 1950, o que representa um aumento
de ~1,3 milhdes de toneladas para> 245 MT nos ultimos anos, em um cenario global
(DWIVEDI et al., 2019).



3.1.2 Polimeros de base biologica

3.1.2.1 Polimeros biodegradaveis

A definicdo mais comum de um polimero biodegradavel é "a capacidade de
um material ser susceptivel a decomposi¢cao em dioxido de carbono, agua, metano,
compostos inorganicos, ou biomassa" (AVEROUS, 2004; YIN e YANG, 2020), pela
agao enzimatica dos microrganismos no ambiente natural. Em ambientes ricos em
oxigénio, ocorre a biodegradacéo aerdbica e os principais produtos do processo de
degradagao sao a agua e o CO2. Em ambientes onde ha falta de oxigénio, é seguido
um processo de biodegradacdo anaerobica e o principal produto de degradacao
gasosa € o metano juntamente com o CO2 (SIEGENTHALER et al., 2010). Podem ser
classificados em diferentes tipos, levando-se em consideracao as fontes de sintese
de seus componentes. Podem ser obtidos diretamente da biomassa (polissacarideos,
lipideos e proteinas), biopolimeros sintéticos (poli acido latico - PLA), ou
petroquimicos (policaprolactona - PCL), (poli (butileno succinato-co-adipato) - PBSA),
ou a partir de bioprodutos de fermentagdo microbiana (polihidroxialcanoatos - PHAS,
polihidroxibutiratos - PHBs) (FIGURA 1). (ZHONG et al., 2020).

Os polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que sofrem
uma alteracdo significativa na estrutura quimica sob condigdes ambientais
especificas. Estas alteracbes resultam numa perda de propriedades fisicas e
mecanicas, ou aparéncia do polimero medidas por métodos padrdo (MULLER et al.,
2012), indicando um material totalmente compostavel, e atende os critérios de
biodegradagao, desintegracao e qualidade do composto, descritos nestas normas, o
que confirma que € um polimero biodegradavel conforme a ASTM D 6400, ASTM
D5988 e a ASTM D533.

Os biopolimeros sédo polimeros sintetizados por organismos vivos como
amido, celulose, quitosana e proteinas de origem vegetal e animal; e os bioplasticos
sdo os plasticos criados utilizando polimeros biodegradaveis. Os polimeros
biodegradaveis podem ser feitos com base em recursos renovaveis ou nhao
renovaveis. Dois critérios que definem a classificacdo de biopolimeros ou bioplasticos
sdo: a fonte das matérias primas e a biodegradabilidade do polimero (NAIR et al.,
2017).
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3.1.2.1.1 Agropolimeros ou polimeros extraidos a partir de biomassa

Os agropolimeros s&o polimeros produzidos a partir de biomassa, os quais
sao: polissacarideos, proteinas e lipideos. Entre os polissacarideos encontra se o
amido, derivados de celulose e lignina, pectinas, gomas, quitosana etc. As proteinas
podem ser classificadas de acordo com a origem, vegetal ou animal. As caracteristicas
de esses polimeros sao interessantes para modificagdo, com o propdsito de obter
materiais com caracteristicas adequadas para diversos tipos de aplicagdo (MULLER
et al., 2012; RYDZ et al., 2018).

3.1.2.1.2 Polimeros produzidos por sintese classica de mondémeros obtidos

por bioprocessos

PLA é o poliéster alifatico termoplastico mais extensamente pesquisado. O
bloco de construgdo basico (monémero) do PLA é o acido lactico, que pode ser
produzido por fermentagdo bacteriana de milho ou amido de batata, de fontes
renovaveis. Existem varios tipos distintos de PLA devido a composigao quiral do acido
latico: o acido poli-L-lactico (PLLA) é o resultado da polimerizagao do acido L-lactico,
acido poli-D-lactico (PDLA) e poli-D, Acido L-lactico (PDLLA) (GETME e PATEL,
2020). Este poliéster tem atraido atengao porque é disponivel e com custo competitivo,
e tém sido amplamente empregados como polimero biodegradavel devido a sua
rigidez, transparéncia, processabilidade e biocompatibilidade (RASAL et al., 2010).

3.1.2.1.3 Polimeros obtidos directamente através de processos de

fermentagao por microrganismos

Entre esses polimeros encontrasse os polihidroxialcanoatos (PHAs), que sao
polimeros sintetizados por diversas bactérias Gram positivas e Gram negativas, que
sao armazenados em corpos de inclusdo intracelular como reserva de energia
(SHIRIVASTAV et al., 2010; VEGA-CASTRO et al., 2016).

Nessa classificagcdo também encontrassem o polihidroxibutirato, que é um

membro da familia de polihidroxialcanoato (PHA). E um dos bioplasticos de facil



produgdo que podem ser produzidos a partir de substratos econdémicos ricos em
carbonos, como os hidrolisados de lignocelulose (JUNG et al., 2020).

Também encontrasse a celulose bacteriana (BC), que € um biopolimero que
constitui cadeias lineares de residuos de glicose covalentemente ligados entre o
carbono 1 e 4 (B1-4), denominados microfibrilas, com caracteristicas especificas
como polaridade unidirecional e espessura variavel (FERNANDES et al., 2020). E
produzida por algumas espécies limitadas de bactérias pertencentes ao género:
Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter,
Gluconacetobacter, Rhizobium e Salmonella; e é encontrada como uma membrana
gelatinosa na interface liquido-ar do meio de cultura, temdo uma estrutura molecular
semelhante a celulose vegetal, mas processa uma estrutura de rede ultrafina de
nanofibras (AHMED et al., 2020). Apresenta boas propriedades quimicas e fisicas
unicas, incluindo boa capacidade de retengdo de agua, alta cristalinidade, excelente
resisténcia a tracdo e moldabilidade durante a fermentacao, que sdo mais adequadas

para as aplicagdes de adsorgao (CHEN et al., 2020).

3.1.2.2 Polimeros biodegradaveis de fonte petroquimica

Estes polimeros tém uma caracteristica com relacdo ao esqueleto
hidrolisaveis que faz que tenha propriedades interessantes e aplicagdes potenciais.
Entre esses polimeros encontrassem a policaprolactona, poliesteramidas,
copoliésteres alifaticos e aromaticos. O custo de produgao é a principal barreira para
a ampla utilizagao de esses polimeros (LUCKACHAM e PILLAI, 2011).

Muitos polimeros biodegradaveis foram sintetizados ou s&o formados na
natureza durante os ciclos de crescimento de todos os organismos. Alguns
microrganismos e enzimas capazes de degrada-los foram identificados (AVEROUS,
2007). Hoshi et al. (2019) identificaram varios isolados fungicos em bioplasticos como
(acido polilatico) PLA, PHB (polihidroxibutirato) e PCL (policaprolactona), mediante
sequenciamento do gene rRNA. Foram identificados como Thermomyces lanuginosus
os que foram enterrados em compostagem a 50 °C; para os discos poliméricos em
temperaturas mais baixas os isolados foram as cepas de Aspergillus fumigatus. Em
discos de PCL e PHB foram isoladas linhagens de Fusarium sp. no composto € no
solo. Além disso, uma cepa foi identificada como Neocosmosporasp na superficie do
PCL a 25 °C.



Também, demostrou-se que a degradagao de varios plasticos biodegradaveis
como PCL, PHB e PLA é mediada por esterases extracelulares microbianas, incluindo
lipases e cutinases, causando a hidrélise das ligagbes éster e despolimerizagéo
progressiva (Ishii et al., 2008; Nakamura et al., 2001; Numata et al., 2007; Shat et al.,
2008; Tokiwa et al., 2009; Hoshi et al., 2019).

3.1.2.2 Polimeros ndo biodegradaveis

Plasticos de base bioldgica e ndo biodegradaveis em conjunto, incluindo
também as solugdes drop-in de PE (polietileno) e PET de base bioldgica (tereftalato
de polietileno), bem como PA (poliamidas) de base bioldgica, atualmente compensam
mais de 44 % (quase 1 milhdo de toneladas) das capacidades globais de produgao de
bioplasticos. Prevé-se que a produgao de PE de base bioldgica continue a crescer, ja
que novas capacidades estdo planejadas para entrar em operagdo na Europa nos
proximos anos. As intengdes de aumentar a capacidade de producgao de PET de base
bioldgica, entretanto, ndo foram quase realizadas na taxa prevista nos anos
anteriores, mas na verdade diminuiram. Em vez disso, o foco mudou para o
desenvolvimento de PEF (furanoato de polietileno), um novo polimero que deve entrar
no mercado em 2023 (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2019).

3.1.3 Poli (adipato co-tereftalato de butileno) (PBAT)

O PBAT é um poliéster sintético biodegradavel e compostavel, onde parte do
mondmero é de fonte renovavel e a outra parte de fonte petroquimica (FIGURA 2). E
um polimero comercializado sob nome comercial de Ecoflex® (BASF, Alemanha)
desde 1998, derivado pela policondensacgéao de tereftalato dimetilico, acido adipico e
1,4 butanodiol, usando terras raras (Nd, Y, La, Dy) (Zhu et al., 2007). PBAT é
adequado para a extrusao de filmes flexiveis na forma pura ou de blendas com outros
polimeros biodegradaveis como o amido, possuindo propriedades mecéanicas e de
barreira semelhantes ao polietileno de baixa densidade (AL-ITRY et al.,, 2015;
GARCIA et al., 2014).
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FIGURA 2. ESTRUTURA QUIMICA DO PBAT
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FONTE: Wang et al., (2015).

3.1.4 Amido

O amido é uma molécula polimérica natural produzida durante a fotossintese
como um alimento de reserva. Devido a sua completa biodegradabilidade, baixo custo
e renovabilidade, o amido vem recebendo atencao crescente desde 1970 (LI et al.,
2009). O amido é amplamente distribuido na forma de pequenos granulos como o
principal carboidrato de reserva em caules, raizes, graos e frutos de todas as formas
de plantas com folhas verdes. As propriedades fisico-quimicas e funcionais podem
variar de acordo com suas fontes botanicas (TABASUM et al., 2019). E um
polissacarideo de cereais (milho, trigo ou arroz), legumes (ervilha) e tubérculos (batata
ou mandioca) (LIU, 2005). Os grénulos de amido sdo compostos de macromoléculas
de amilose e amilopectina, ambos polimeros de glicose. A principal diferenca
estrutural entre essas macromoléculas é que a amilopectina € uma molécula
altamente ramificada com alto peso molecular (1x108 g/mol), enquanto a amilose é
principalmente uma molécula linear com peso molecular médio de 1x108 g/mol. A
proporcao de amilos : amilopectina depende da fonte de amido e varia de 15:85 a
35:65, exceto no amido ceroso e no amido de milho com alto teor de amilose, cujo
teor de amilose é de cerca de 5% e 50-80%, respectivamente (BULEON et al., 1998;
ROMERO-BASTIDA et al., 2015).

O amido é usado para obter filmes devido a sua alta disponibilidade e grande
capacidade de formar uma matriz polimé