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SFG - Filme de amido de milho modificado FSS - 22 e gelatina, preparado com

velocidade de agitagao de 500rpm.

SFG5000 - Filme de amido de milho modificado FSS - 22 e gelatina, preparado

com velocidade de agitagcao de 5000rpm.

SFG10000 - Filme de amido de milho modificado FSS - 22 e gelatina,
preparado com velocidade de agitagcao de 10000rpm.

SSG - Filme de amido de milho modificado 6308 e gelatina, preparado com

velocidade de agitacado de 500rpm.

SSG5000 - Filme de amido de milho modificado 6308 e gelatina, preparado com
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SSGC - Nanocompositos de amido de milho modificado 6308, gelatina e argila,

preparados com velocidades de agitacdo de 500rpm.

SSGC5000 - Nanocompoésitos de amido de milho modificado 6308, gelatina e
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massa molecular na concentracao de 10%.
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RESUMO GERAL

Neste trabalho foram desenvolvidos nanocompdésitos de amido de milho, gelatina,
isolado protéico de soja, quitosana e argila montmorilonita para aplicagdo em
embalagens alimenticias. Para avaliar o efeito da concentragdo de argila
montmorilonita sédica (MMT) e isolado protéico de soja (IPS) nas propriedades
mecéanicas e de barreira de nanocompésitos de amido de milho e gelatina foi
adotado um delineamento composto central rotacional 22, incluindo os quatro
pontos axiais e quatro pontos centrais, resultando em 12 experimentos, aplicavel a
metodologia de superficie de resposta. O Unico parametro que exerceu influéncia
aumentando a resisténcia a tracao dos nanocompésitos, foi a concentracdo de
MMT (L), cuja resisténcia média a tragao foi de 70,63 MPa. O alongamento dos
filmes, por sua vez, foi influenciado pela concentragdo de IPS, atingindo valo
médio de 6,64%. A permeabilidade ao vapor de agua, encontrada para 0s
nanocompdsitos, foi de 9,92 gmm/m?dkPa, enquanto que o parametro que
exerceu maior influéncia na solubilidade (18,61%) dos mesmos foi a concentracédo
de MMT. Com relacdo a opacidade os filmes apresentaram valores entre 4,81 e
28,98%. Pelas técnicas de difracdo de raios-X e microscopia eletrénica de
transmissao, foi verificada a formacédo de estrutura intercalada e esfoliada dos
nanocompositos. Ensaios preliminares mostraram que pelo método utilizado na
elaboracao dos filmes, ndo foi possivel obter nanocompdsitos de amido de milho,
gelatina, IPS, quitosana e MMT. Desta forma, foram elaborados nanocompdsitos
de amido de milho, gelatina, quitosana e argila montmorilonita sédica, avaliando-
se diferentes concentracbes dos dois ultimos componentes pelo uso de um
delineamento composto central rotacional 22, incluindo os quatro pontos axiais e
quatro pontos centrais, resultando em 12 experimentos. Verificou-se que com o
aumento da concentragcdo de MMT houve uma diminui¢cdo na resisténcia mecanica
e alongamento dos filmes. A formulacado que apresentou maior resisténcia a tracao
(78,27 MPa) e alongamento (5,83%) continha 1,09% de quitosana e 1,5% de
MMT, em relacdo a massa total de gelatina e amido. O valor médio da
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permeabilidade ao vapor de agua dos nanocompdsitos investigados foi de 10,85
gmm/m?dkPa. Com o aumento da concentracdo de quitosana e MMT houve uma
diminui¢cdo na solubilidade dos filmes, sendo o valor médio encontrado de 15,04%.
Pela técnica de difracdo de raios-X, observou-se que, com o aumento da
concentragédo de argila, a estrutura dos filmes tornou-se amorfa. As micrografias
obtidas pela microscopia eletrénica de transmissao confirmaram a formacéao de
estrutura intercalada/esfoliada da argila. Este estudo mostrou que as propriedades
funcionais dos nanocompoésitos de amido de milho e gelatina podem ser
modificadas pela variagdo na concentracdo de MMT, IPS e quitosana, tornando
promissora a utilizacdo destes materiais para embalagem.

Palavras-chave: amido, gelatina, isolado protéico de soja, quitosana,

nanocompdsitos.
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GENERAL SUMMARY

Nanocomposites of maize starch, gelatin, soy protein isolate, chitosan and
montmorillonite clay were developed for application in food packaging. To evaluate
the effect of the sodium montmorillonite clay (MMT) and soy protein isolate (IPS)
concentration in the mechanical properties and in the barrier of nanocomposites of
maize starch and gelatin, it was adopted a rotational central composed delineation
22 including the four axial points and four central points, resulting in 12
experiments, applicable to the response surface methodology. The only parameter
that exerted influence increasing the tensile strength of the nanocomposites, was
the MMT (L) concentration, which average resistance to the traction was 70,63
MPa. The films elongation was influenced by the IPS concentration, having
reached average value of 6,64%. The water vapor permeability, found for the
nanocomposites, was 9,92 gmm/m2dkPa, while the parameter that exerted greater
influence in the solubility (18.61%) of the same ones was the MMT concentration.
Regarding to the haze, the films presented values between 4,81 and 28,98%. By
the X-ray diffraction techniques and electronic microscopy of transmission, it was
verified the formation of intercalated and exfoliated structure of the
nanocomposites. Preliminary analyzes had shown that by the method used in the
elaboration of the films, it was not possible to get nanocomposites of maize starch,
gelatin, IPS, chitosan and MMT. Therefore, nanocomposites of starch of maize,
gelatin, chitosan and montmorillonite sodium clay had been elaborated, evaluating
different concentrations of the last two components through the use of a rotational
central composite design 22, including the four axial points and four central points,
resulting in 12 experiments. It was verified that with the increase of the MMT
concentration there was a reduction in the mechanical resistance and elongation of
the films. The formularization that presented a greater tensile strength (78,27 MPa)
and elongation (5.83%) contained 1.09% of chitosan and 1.5% of MMT, in relation
to the total mass of gelatin and starch. The average value of the water vapor
permeability of the investigated nanocomposites was 10,85 gmm/m2dkPa. With
the increase of the chitosan and MMT concentration there was a reduction in the
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solubility of the films, resulting in a average value of 15,04%. By the X-ray
diffraction techniques, it was observed that, with the increase of the clay
concentration, the structure of the films became amorphous. The micrographs
obtained by the electronic microscopy of transmission confirmed the formation of
intercalated/exfoliated structure of the clay. This study showed that the functional
properties of the nanocomposites of maize starch and gelatin can be modified by
the variation in the concentration of MMT, IPS and chitosan, becoming promising

the use of these materials for packing.

Keywords: starch, gelatin, soy protein isolate, chitosan, nanocomposites.
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INTRODUCAO GERAL

Ainda que o petréleo seja importante como fonte de energia, seu uso mais
valioso é como matéria-prima industrial. Para as empresas que fabricam plasticos,
isso gera um enorme desafio de assegurar a sustentabilidade de um setor cujos
produtos, uma vez descartados, levam mais de 300 anos para se degradar. Diante
desse contexto, varios pesquisadores tém questionado quais serdo as acbes
estratégicas adotadas pelos agentes do setor de plasticos, de forma a garantir seu
desenvolvimento sustentavel (WRIGHT e GIOVINAZZO, 2005).

Os plasticos mais utilizados no cotidiano, desde 1940, tém sido o polietileno
(PE), o polipropileno (PP), o poliestireno (PS) e o politereftalato de etileno (PET)
que, apesar do avango no processo de fabricacao, geram dois grandes problemas:
o uso de fonte n&o renovavel (como o petrdleo) para obtencdo de sua matéria-
prima e a grande quantidade de residuos gerada para descarte (AMASS apud
FRANCHETTI, 2006).

Incineragao, reciclagem, aterros sanitarios e biodegradacédo sdo as formas de
tratar residuos plasticos. A incineracdo de residuos plasticos sempre produz uma
grande quantidade de didéxido de carbono, gerando gases de efeito estufa que
contribuem para o aquecimento global e, algumas vezes, produzindo gases
téxicos que contribuem para a poluicdo do meio ambiente (RAY e BOUSIMA,
2005). Por outro lado, a reciclagem € uma alternativa para resolver o problema,
mas envolve um grande trabalho prévio de separagdo de acordo com o tipo de
plastico, identificacao, limpeza dos recipientes, lavagem, secagem e moagem. O
material obtido, entdo, sera processado para obtencdo do plastico reciclado.
Consequentemente, este processo torna a embalagem reciclada mais cara e,
além disso, possui qualidade inferior ao polimero virgem, o que conduz a um valor
comercial baixo.

Ha, portanto, uma necessidade urgente de desenvolvimento de materiais
poliméricos verdes sem componentes téxicos e que possam ser degradados como

um produto natural do meio ambiente. Por esta razdo, o desenvolvimento de



materiais biodegradaveis com propriedades controladas tem sido um grande
desafio para a comunidade cientifica mundial (RAY e BOUSIMA, 2005).

Segundo Queiroz e Collares Queiroz, 2009, a demanda por bioplasticos é um
nicho de mercado que representara um volume médio em torno de 2% da
producédo global de termoplastico hoje estimado em 250 milhées de toneladas
anuais. Grandes petroquimicas, quimicas e empresas agroindustriais de
polissacarideos estdo investindo em fabricas para a producdo de bioplastico,
paralelamente a criagdo de empresas e parcerias de pesquisa e desenvolvimento
para desenvolver a préxima geracao de bioplastico. Além de investimentos em
bio-poliolefinas, bio-poliéster, nylon-bio, desenvolvidos para substituir seus
equivalentes petroquimicos, avancos tecnologicos significativos estdo sendo
realizados no desenvolvimento de processos e produtos de bioplasticos
promissores, tais como (i) PLA, tecnologia de novas aplicagdes e escalas nos
processos de producao, (ii) SBA, tecnologia de nanocompdésitos para atingir
propriedades de aplicacdo competitivas, (i) PHA, avancos no processo de
producédo e suas propriedades de aplicacéo, e (iv) CEL interesse na biomassa
mais abundante e facilmente disponivel na natureza.

A aplicacao da nanotecnologia para polimeros de fontes renovaveis pode abrir
novas possibilidades para melhorar ndo somente as propriedades destes
materiais, como também ao mesmo tempo melhorar o custo-preco-eficiéncia
(SORRENTINO et al., 2007). O cultivo das matérias-primas e a produgéo industrial
de nanocompadsitos de polimeros naturais poderao apresentar grande potencial de
geracao de empregos, promovendo desta forma a inclusdo social, especialmente
quando se considera 0 amplo potencial produtivo da agricultura familiar.

Este trabalho, cujo objetivo foi 0 desenvolvimento de nanocompdsitos de argila
montmorilonita, amido, gelatina, isolado protéico de soja e quitosana para
aplicagdo em embalagens alimenticias, sera apresentado na forma de
capitulosque serdo descritos resumidamente a seguir:

O Capitulo 1, intitulado: “Revisao bibliografica”, apresenta uma revisdo de
bio-nanocompdsitos, de polimeros de fontes renovaveis para sua elaboracgéo,
como amido, gelatina, isolado protéico de soja, quitosana e argila.



O Capitulo 2, intitulado: “Nanocomposites of thermoplastic starch, gelatin
and montmorillonite clay and their characteristics” mostra o desenvolvimento
e caracterizacao de bio-nanocompdésitos de amido e gelatina com variagéo do tipo
de amido, verificando-se o efeito de diferentes velocidades de agitagdo nas
propriedades mecanicas, de barreira e estrutural dos filmes.

O Capitulo 3, intitulado: “Avaliacao do efeito da incorporacao de isolado
protéico de soja nas propriedades de nanocompdésitos de amido, gelatina e
argila montmorilonita sédica” apresenta o desenvolvimento e caracterizacdo de
bio-nanocompdsitos produzidos pelo método de solugdo, com objetivo de
determinar a concentracdo maxima de isolado protéico de soja que poderia ser
substituida nas formulacbes para a aplicagdo no delineamento experimental
apresentado no préximo capitulo, bem como verificar a formacado de
nanoestruturas.

O Capitulo 4, intitulado: “Efeito da concentracao de isolado protéico de
soja e montmorilonita nas propriedades de nanocompdsitos de amido de
milho e gelatina” aborda através de um delineamento experimental o efeito das
concentragcdes de isolado protéico de soja e argila nas propriedades mecanicas
(resisténcia a tracdo e alongamento), permeabilidade ao vapor de agua e
solubilidade.

O Capitulo 5, intitulado: “Estudo do efeito da incorporacao de quitosana
nas propriedades de nhanocompdsitos de amido, gelatina, isolado protéico de
soja e argila montmorilonita sodica” apresenta o desenvolvimento e
caracterizagao de bio-nanocompdsitos produzidos pelo método de solugcdo, com
objetivo de determinar a concentragcdo maxima de quitosana que poderia ser
substituida nas formulacbes para a aplicagdo no delineamento experimental
apresentado no préximo capitulo, bem como verificar a formacdo de
nanoestruturas.

O Capitulo 6, intitulado: “Efeito da concentracao de quitosana e
montmorilonita nas propriedades de nanocompdsitos de amido de milho e
gelatina” aborda atraves de um delineamento experimental o efeito das



concentragdes de quitosana e argila nas propriedades mecénicas (resisténcia a
tracao e alongamento), permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Polimeros de fontes renovaveis

O termo “materiais biodegradaveis” € usado para descrever aqueles materiais
que podem ser degradados por agcdo enzimatica de organismos vivos, tais como
bactérias, leveduras e fungos, apresentando como produtos finais do processo de
degradacao: CO,, H>O e biomassa, sob condi¢cdes aerdbicas, e hidrocarbonetos,
metano e biomassa, sob condi¢cées anaerdbicas (DOl e FUKUDA, 1994).

Biopolimeros tem sido propostos para formulagdo de filmes comestiveis.
Polissacarideos, proteinas e lipidios tem sido utilizados em varias formas:
materiais simples ou compostos e filmes com uma ou mdultiplas camadas
(GUILBERT e GONTARD 2005).

Coberturas sao finas camadas de material aplicadas e formadas diretamente
na superficie do produto, enquanto que filmes s&o estruturas fabricadas
separadamente e entdo utilizadas no produto (KROCHTA e DE MULDER-
JOHNSTON, 1997). Eles podem ser classificados em comestiveis e/ou
biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para sua producgéo e da
quantidade das substancias empregadas (SHIN, 1996). Seus propésitos sao: (i)
inibir a migracao de umidade, oxigénio, didxido de carbono, aromas, lipidios, etc;
(il) transportar ingredientes para os alimentos (antioxidantes, antimicrobianos e
aromatizantes) e/ou (iii) melhorar as caracteristicas de manuseio e integridade do
alimento. Em alguns casos, o proprio filme comestivel com boas propriedades
mecanicas pode substituir embalagens de filmes sintéticos (KROCHTA e DE
MULDER-JOHNSTON, 1997).

As propriedades de resisténcia mecénica sdo dependentes do tipo de
polimero e dos aditivos utilizados. Para muitos poliésteres biodegradaveis, a
resisténcia a tracao é freqlentemente semelhante a do polietileno ou PET, mas o
alongamento é freqlientemente muito menor (sem a utilizacdo de um agente
plastificante). Os hidrocoldides, geralmente, requerem a utilizacdo de plastificante
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(por exemplo, utilizando moléculas hidrofilicas com baixa massa molecular, tais
como o glicerol) que conferem menor resisténcia a tragdo, mas sua alongagéo é
principalmente dependente do conteddo deste material (GUILBERT e GONTARD,
2005).

2. Amido de milho ceroso

Amido é um polimero semicristalino armazenado nos granulos como
reserva da maioria das plantas. E composto essencialmente de amilose e
amilopectina. As quantidades de amilose e amilopectina dependem da fonte. Os
granulos de amido de milho ceroso, por exemplo, contém aproximadamente 100%
de amilopectina (LAMBERT e PONCELET, 1997).

A amilopectina é uma molécula altamente ramificada formada por unidades
de D-glicose ligadas em a(1—4) e com 5 a 6% de ligagbes a(1—6) nos pontos de
ramificacdo. Apresenta um grau de polimerizacdo de cerca de 10*-10°, peso
molecular da ordem de (50-500)x10° e o comprimento das ramificacdes é variavel,
sendo comum apresentarem entre 20 e 30 unidades de glicose. Em presenca de
iodo a amilopectina da coloragdo avermelhada e é estavel em solugbes aquosas
diluidas (CEREDA, 2001a).

O aquecimento de suspensdes de amido em excesso de agua (>60%) causa
uma transicao irreversivel denominada gelatinizacao, que pode ser caracterizada
por um perfil endotérmico obtido através de calorimentria diferencial de varredura
(DSC), pela perda de birrefringéncia, observada usando-se microscopia de luz
polarizada (perda da cruz de malta) ou pelo desaparecimento da cristalinidade
evidenciada pela difragéo de raio X (CEREDA, 2001b).

No setor de embalagens para alimentos, materiais a base de amido tém
recebido grande atencao devido a sua biodegradabilidade, ampla disponibilidade e
baixo custo. Diversos estudos estdo concentrados no desenvolvimento de
materiais a base de amido pelos motivos acima citados (KOCH, et al., 2010,
MATHEW e ABRAHAM, 2008, TALJA et al., 2007, RODRIGUEZ et al. 2006,
AVELLA et al., 2005).
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Um dos maiores problemas da composicdo granular do amido é a sua
limitacao de processabilidade, devido ao tamanho (5-100 um). Portanto, é dificil
elaborar filmes com baixa espessura a partir de amido para aplicagdo em
embalagens. Por esta razdo, o amido termoplastico pode ser desenvolvido pela
gelatinizagdo do amido granular com 6-10% de umidade na presenca de calor e
pressao (GEORGE et al., 1994, ZHANG et al. 1997).

Desafortunadamente, o amido apresenta algumas desvantagens, tais como:
comportamento hidrofilico forte (baixa barreira a umidade) e propriedades
mecanicas piores quando comparados aos filmes plasticos convencionais usados
pela industria de embalagens de alimentos (AVELLA et al., 2005).

Ray e Bousmina (2005) descreveram a preparacdao de nanocompositos de
argila com amido termoplastico por diferentes técnicas. Segundo estes
pesquisadores, as propriedades mecanicas deste polimero podem ser melhoradas
com a adicao de Montmorilonita.

A argila montmorilonita apresenta boa capacidade de delaminagdo somada a
alta resisténcia a solventes e estabilidade térmica necesséarias aos processos de
polimerizacao e extrusdo, fatores que levaram a sua popularizacdo como carga
para nanocompdésitos com eficacia comprovada (PAIVA et al., 2006). A estrutura
da argila é apresentada no item 6.

3. Gelatina

A gelatina é preparada pela desnaturacéo térmica do colageno, isolado de
0sso0 € pele de animais, com acido diluido. Também pode ser extraida de pele de
peixes. A gelatina contém um grande numero de glicina (aproximadamente um
aminoacido a cada trés residuos), prolina e 4-hidroxiprolina. Uma tipica estrutura é
—Ala-Gli-Pro-Arg-Gli-Glu-4Hip-Gli-Pro (RAY e BOUSMINA, 2005).

Ha dois tipos de gelatina dependendo se a preparacdo envolve pré-
tratamento alcalino ou n&o, o qual converte asparagina e glutamina para seus
respectivos acidos e resulta em maior viscosidade. O pré-tratamento acido
(Gelatina Tipo A) utiliza pele de suino, enquanto o pré-tratamento béasico (Gelatina
tipo B) faz uso de pele e osso de gado. A gelatina é usada primariamente como
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agente geleificante formando géis transparentes, elasticos e termo reversiveis sob
resfriamento abaixo de 35°C, o qual dissolve a baixas temperaturas para que
ocorra a fusdo do produto na boca e a liberacdo de sabor (RAY e BOUSMINA,
2005).

A auséncia de agua na gelatina produz uma distorcdo na conformacao
molecular e aumenta o numero de ligacbes de hidrogénio intra-moleculares. A
desidratacdo do material ndo mantém, contudo, a sua estrutura nativa
(MOGILNER et al.,, 2002). Segundo Ray e Bousmina (2005), devido a estas
caracteristicas, a gelatina pode ser utilizada para formagéo de filmes.

Na literatura, existem varios trabalhos relatando propriedades de filmes
elaborados a base de gelatina. SOBRAL et al. (2001) estudou a permeabilidade ao
vapor de agua e as propriedades mecanicas e térmicas de filmes a base de
gelatina bovina e suina em funcdo do conteudo de sorbitol. A permeabilidade ao
vapor de agua aumentou linearmente com a concentragao de sorbitol. A origem da
gelatina teve um efeito nos valores de permeabilidade ao vapor de 4gua, acima de
25g de sorbitol por 100g de gelatina os filmes de gelatina bovina foram mais
permeaveis do que os filmes de gelatina suina.

A origem das duas amostras de gelatina ndo apresentou influéncia em
funcdo de efeito do plastificante na forgca de ruptura, contudo, na forca de
deformacdo os filmes de gelatina bovina apresentaram um aumento, entre a
concentragcéo de 35 e 45 g de sorbitol por 100 g de gelatina.

Bertan et al.(2005), verificaram a influéncia da adicdo do acido laurico nas
propriedades funcionais de filmes de gelatina, triacetina e éacidos estearico e
palmitico. O aumento da concentragdo de &cido laurico nos filmes levou a
diminuicdo na permeabilidade ao vapor de agua e resisténcia a tracdo, mas a um
aumento para outros parametros como a permeabilidade ao oxigénio,
alongamento, solubilidade em agua e opacidade.

As propriedades fisicas de filmes de gelatina suina plastificados com
misturas de glicerol e sorbitol foram estudadas por THOMAZINE et al. (2005). Os
filmes plastificados pela mistura de glicerol e sorbitol mostraram propriedades de
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barreira e mecanicas intermediarias aos filmes plastificados somente com glicerol
ou com sorbitol.

O efeito de plastificantes hidrofébicos derivados de acido citrico e lecitina de
soja como emulsificante, nas propriedades funcionais de filmes de gelatina suina
foi investigado por Andreuccetti et al. (2009). O uso de derivados de éster de
citrato nas formulacdes filmogénicas de gelatina foi viavel, gerando materiais
flexiveis. O aumento da adicdo de plastificantes hidrofébicos teve diminuicao
significativa na tenséo de ruptura dos filmes. A adi¢do de lecitina de soja produziu
melhor incorporagéo do plastificante apolar nas solugdes filmogénicas hidrofilicas.

4. Isolado protéico de soja (IPS)

O IPS é produzido a partir de farinha de soja desengordurada por extracao
alcalina seguida por precipitagéo acida (pH 4,5). Apresenta um maior conteudo de
proteina (> 90%) do que o concentrado protéico de soja (aproximadamente 80%)
(MOUNTS et al.,1987) e tém sido investigado para producao de filmes por ser
barato, abundante e biodegradavel.

Em geral flmes de proteina séo eficientes barreiras a gordura, oxigénio e
aroma em condi¢6es de baixa umidade relativa do ar ou intermediaria (KROCHTA
e DE MULDER-JOHNSON, 1997).

Porém, filmes a base de IPS possuem propriedades mecéanicas ou de
barreira ao vapor de agua insatisfatérias para aplicagcées praticas, sendo que
estas propriedades tornam-se ainda piores sob condi¢cdes de alta umidade
(GONTARD et al., 1993). E relatado que a adicdo de agentes de intercruzamento
(“cross linking”) nas solugcbes formadoras de filme ou outros métodos fisicos
podem melhorar as propriedades mecénicas e/ou a permeabilidade ao vapor de
agua de filmes a base de proteinas (MARQUIE et al., 1995).

Shiyi Ou et al. (2005) elaboraram filmes com 5,0 g de IPS, 3,0 g de glicerol e
diferentes quantidades (0, 50, 100, 150, 200 mg) de &cido ferulico, em dois niveis
de pH (igual a 8,0 e 9,0). Em pH 9, os filmes de IPS apresentaram alongamento
de 156,3% (Tabela 1.1.) superior aos filmes de polipropileno comerciais BSW
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(100%), BPR (95%), BPS (95%) produzidos pela Polo Industria e Comércio Ltda
(POLO BSW, 2010).

Cao et al. (2007) estudaram as propriedades fisicas de filmes compostos de
proteina isolada de soja e gelatina. Solugbes formadoras de filmes com 10% de
proteina e 0,1% de glicerol foram preparadas pela mistura de diferentes
proporcées de solugdes de IPS e gelatina (10:0; 8:2; 6:4; 4:6; 2:8; 0:10). Os
resultados mostraram que a resisténcia a tracéo dos filmes preparados aumentou
com o contetdo de gelatina. Com a adicao de gelatina, o filme tornou-se mais

transparente, homogéneo e mais facil de manusear.

Tabela 1.1. Efeito do 4cido ferulico na resisténcia a tracao (RT) e porcentagem de

alongamento de quebra (A) em filmes de IPS, plastificados com glicerol.

Ac.

Ferdlico RT (MPa) A (%) Espessura (um)

(mg/1009) ™ pH-g,0 PH=9,0  pH=80  pH=9,0  pH=80  pH=9,0
0 1,47+0,044* 1,60+0,056* 61,7+7,8% 156,3+7,1° 70,3+0,4® 70,8+1,6°
50 1,69+0,139° 2,07+0,138° 94,7+3,9° 167,0+3,5° 72,4+32* 72,8+15°
100 1,62+0,057° 2,60+0,073° 85,1+10,9° 165,3+7,2° 71,0£1,2*® 70,2+1,0°
150 1,64+0,098° 2,44+0,059° 93,0+12,4° 166,545,3° 71,4+1,8° 71,8+1,3°
200 1,48+0,062% 2,17+0,175° 86,4+7,6° 1554+85% 71,4+0,7° 72,2+1,3%°

*" Valores (médiastdesvio padrdo, n=5), com diferentes letras na mesma coluna, sao

significativamente diferentes ao nivel de 5%.
Fonte: Shiyi Ou et al. (2005)

5. Quitosana

Os polimeros quitina e quitosana tém sido bastante estudados devido ao
elevado potencial de aplicacdo em industrias alimenticias, farmacéuticas,
cosméticas e na agricultura. A utilizacdo desses compostos em varias areas
justifica-se pelo baixo custo de producédo, os quais sdo produzidos a partir de
descartes do processamento de crustaceos, fonte abundante e renovavel (REGE
et al., 1999).
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A quitina e a quitosana sao aminoglicopirananas compostas pelos
monémeros N-acetil-D-glicosamina (GlcNac) e D-glicosamina (GIcN). Os
polimeros podem ser distinguidos por suas solubilidades em solugdo aquosa de
acido acético 1% (v/v). Quitina, contendo um numero maior ou igual a 40% de
GlcNac é insoluvel, sendo que os polimeros soluveis sdo designados de quitosana
(PETER, 2002). Quitosana é composta de trés grupos funcionais reativos, um
grupo amino e dois grupos hidroxilas primario e secundario nas posicées dos
carbonos C-2, C-3 e C-6, respectivamente (FURUSAKI et al., 1996). Processos
quimicos e biotecnolégicos estdo sendo, atualmente, investigados para a
producdo de quitosana. Industrialmente, quitosana é produzida a partir da
desatilacao alcalina da quitina (hidrélise alcalina), porém quitosana também pode
ser obtida a partir da desacetilagdo enzimatica de quitina, processo este
investigado em pesquisas laboratoriais.

Quitosana comercial “ChitoClear®”, produzida pela Primex, € indicada pelo
fabricante como produto antimicrobiano comestivel usado como revestimento de
frutas, cujo tempo de armazenamento € prolongado. O produto “ChitoClear®”
também ¢é indicado no tratamento de pré-colheita de plantas, atuando na inducao
de respostas de defesa das plantas e no tratamento de aguas como floculante.
Estudos de pré e p6s-colheita de vegetais tém mostrado que o polimero quitosana
apresenta efeito no tratamento destes, incluindo: controle de microrganismos
patogénicos e aumento do tempo de armazenamento de vegetais frescos devido
as propriedades filmogénicas da quitosana (JUNIOR, 2006).

Pinotti et al. (2007) obtiveram filmes biodegradaveis de quitosana com
metilcelulose por método de solugcdo. Foram preparados filmes com as seguintes
proporcdes entre quitosana e metilcelulose: 25:75; 50:50 e 75:25. Os filmes com
maior teor de quitosana apresentaram maior rigidez. A flexibilidade dos filmes
aumentou com o maior teor de metilcelulose.

Bangyekan et al. (2006) prepararam filmes de quitosana com amido de
mandioca e verificaram que com o aumento da concentracdo de quitosana houve

um aumento significativo da tensdo de ruptura e diminuicdo da percentual de

15



alongamento e quebra, apresentando propriedades mecéanicas superiores aos
filmes preparados somente com amido.

6. Nanocompdsitos

Nanocompdsitos constituem uma classe de materiais formados por hibridos
de materiais organicos e inorganicos, onde a fase inorganica esta dispersa em
nivel nanométrico em uma matriz polimérica (YANG, et al., 1998, FORNES et al.,
2001, KIM, et al., 2003).

Montmorilonita (MMT), hectorita e saponita sdo as argilas (filissilicatos 2:1)
mais utilizadas na preparacdo de nanocompdsitos poliméricos (NP). Detalhes da
férmula e estrutura quimica destas argilas sdo apresentados na Tabela 1.2. € na
Figura 1.1. (RAY e BOUSMINA, 2005).

basal

Espagamenio

—=— (amada tetraédrica

Al Fe, Mg, Li
OH
0

a8 e O

Cations trocaveis
INa, Ca, Li

Figura 1.1. Estrutura dos filissilicatos 2:1 (http:www.wwnorton.com/
College/chemistry/chemconnections/Rain/moviepages/montmorillonite
_layers.htm) citado por RAY e BOUSMINA, 2005).
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Tabela 1.2 Férmula quimica e parametros caracteristicos dos filisilicatos 2:1 (RAY
e BOUSMINA, 2005).

o ] o b Tamanho da
Filisilicatos 2:1 Férmula quimica® CTC (meqg/100g) ]
particula (nm)
Montmorilonita Mx(Al4xMgy)SigO20(OH)4 110 100-150
Hectorita Mx(Mgs.xLix)SigO20(OH).4 120 200-300
Saponita MxMge(Sig.« Aly) SigO20(OH), 86,6 50-60

#M=cation monovalente; x=grau de substituicido isomorfa (entre 0,5 e 1,3).
CTC= capacidade de troca catiénica

Trés principais tipos de estruturas, que estao apresentadas na Figura 1.2.,
podem ser obtidas quando uma argila € dispersa em uma matriz polimérica: (i)
estrutura de fase separada, onde as cadeias poliméricas ndo intercalam as
camadas de argila, levando a obtengcdo de uma estrutura de propriedades
similares as de um compdsito convencional; (ii) estrutura intercalada, onde as
cadeias poliméricas sao intercaladas entre as camadas de argila, formando uma
estrutura multicamada bem ordenada, que apresenta propriedades superiores as
de um compdsito convencional; e (iii) estrutura esfoliada, onde a argila é completa
e uniformemente dispersa em uma matriz polimérica, maximizando as interacoes
polimero-argila e levando a significativas melhorias nas propriedades fisicas e
mecanicas (ZHU e WOOL, 2006, RAY e BOUSMINA, 2005, KRISHNAMOORTI e
YUREKLI, 2001, LEBARON e PINNAVAIA, 1999).

A producao de nanocompdsitos de polimero/argila pode ser realizada
basicamente de trés formas: (i) polimerizagéo in situ; (ii) preparo em solucao e (iii)
elaboracao no estado fundido ou melt blending (SOUZA et al., 2006).

As estruturas dos nanocompdésitos tém sido caracterizadas principalmente
pelas técnicas de Difracdo de Raios X (DRX) e Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (MET). A analise por MET da informacdo qualitativa da amostra
como um todo, permitindo uma compreensdo qualitativa da estrutura interna,
distribuicao parcial de varias fases e uma visdao do defeito estrutural através da
visualizagdo direta, enquanto que os picos de baixo angulo em DRX permitem
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uma qualificacdo de mudangas no espagamento interlamelar (RAY e OKAMOTO,
2003).

— a5
=2 &%

Argila Polimero

Estrutura de fase Estrutura Estrutura
separada Intercalada esfoliada
(microcomposito) (nanocompésito)  (nanocompdsito)

Figura 1.2. Estrutura dos micro e nanocompositos. (RAY e OKAMOTO,

2003).

O efeito da incorporacédo de varios tipos de nanoargilas montmorilonita em
amostras de amidos de trigo, batata, milho e milho ceroso foram examinadas por
reologia e difracdo de raios X por Chiou et al. (2005). As argilas testadas incluiram
a hidrofilica Cloisite Na*, assim como, as mais hidrofébicas Cloisite 30B, 10A e
15A. As amostras foram preparadas pela adicdo de argila em concentracdes de
2,5%; 5,0%; 7,5% e 10% (p/p) em relacdo aos teores de amido e misturadas
manualmente em sacos plasticos. O conteudo de umidade foi ajustado para 51%
com agua deionizada.

As amostras contendo a argila Cloisite Na*™ apresentaram a melhor formagao
de gel do que as demais amostras. O amido de milho ceroso e amido de batata
apresentaram maiores modulos de elasticidade do que os demais amidos
testados. O mesmo comportamento foi observado apds a gelatinizacao do amido,
quando foi realizado um estudo do modulo de elasticidade variando a temperatura
de aquecimento das amostras de 25 a 95°C. Os resultados da difragdo de raios X
sugeriram uma melhor penetracdao das moléculas de amido nas camadas de silica

da Cloisite Na+ do que nas argilas hidrofébicas, indicando maior intercalagao.
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Kampeerapappun et al. (2007) prepararam filmes compostos de amido de
mandioca e argila MMT pelo método de solucdo. Uma solugcdo de amido
gelatinizado contendo particulas bem dispersas de argila MMT foi preparada da
seguinte maneira: 5 gramas de amido de mandioca com pé de quitosana (variando
de 1 a 15% com relagéo ao teor de amido) e argila MMT (variando de 0 a 15% em
relacdo ao peso de amido) foram fisicamente misturados; agua destilada e glicerol
foram adicionados, para obter-se uma dispersdao com 5% de amido e 1% de
glicerol como plastificante. Na seqiiéncia, a dispersao foi mecanicamente agitada
a 1000 rpm seguida pela acidificagdo com &cido acético glacial a 1% (v/v) para
dissolver a quitosana. A mistura foi, entdo, aquecida a temperatura de
gelatinizacdo do amido (70-80°C) e continuamente agitada por 1 hora. A solucéao
foi colocada sobre uma placa de acrilico em uma espessura de 2 a 3mm. Os
filmes foram secos por uma noite a temperatura ambiente. Apds a agua ter sido
completamente evaporada, os filmes foram removidos e acondicionados de
acordo com as necessidades dos testes a serem realizados.

Difracédo de raio-X do filme seco apds tratamento com quitosana revelou um
leve aumento do espago interlamelar da MMT de 14,78 A para 15,80 A. A
preparacdo do filme composto de amido e MMT, resultou em um material com
melhores propriedades fisicas incluindo redu¢ao de molhabilidade superficial, uma
diminuicdo na taxa de transmissdo de vapor de agua e absorcdo de umidade.
Todas estas propriedades encontradas estdo relacionadas com a presenca de
quitosana que geralmente € mais hidrofébica que o amido. Esta hidrofobicidade do
filme esta associada aos grupos acetil hidrofébicos presentes nas cadeias de
quitosana (KAMPEERAPAPPUN et al. 2007).

Zheng et al. (2002) prepararam nanocompositos de gelatina e MMT com a
expectativa de melhorar as propriedades mecéanicas dos filmes de gelatina.
Nanocompésitos foram diretamente preparados com MMT sdédica e gelatina em
solugcdo aquosa, como descrito a seguir: pesou-se 1 grama de gelatina, adicionou-
se 50mL de agua destilada e esta solugéo foi submetida ao aquecimento a 70°C.
A sequir, esta solucédo foi adicionada lentamente em uma suspensdo de MMT
preparada em banho ultrassénico sob vigorosa agitacao a 70°C, colocada em um
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recipiente e seca a temperatura ambiente por diversos dias. Os resultados de
difracdo de raio-X revelaram que uma estrutura intercalada ou levemente esfoliada
foi obtida.

Li et al. (2002), investigaram o comportamento de intumescimento dos
nanocompdsitos obtidos por Zheng et al. (2003). Os resultados mostraram que o
processo de intumescimento dos compdsitos seguiu a cinética de segunda ordem
idéntica a da gelatina. A taxa de intumescimento e o maximo de solvente
absorvido foram suprimidos pela presenca de MMT e foram dependentes da
quantidade de MMT e pH da matriz de gelatina.

Para investigar a interacdo dos grupos funcionais da gelatina e MMT, Xu et
al. (2006a) prepararam compoésitos de laurato de so6dio/MMT e compositos de
laurato de so6dio/MMT dehidroxilada como simulagdo de baixo peso molecular.
Através da analise de DRX verificaram que o laurato de sédio aparece nos
compoésitos preparados em meio alcalino e que ha mais laurato de sédio em
compoésitos preparados em valores de pH mais altos, indicando que o &nion
carboxilico (-COQO’), e ndo o grupo carboxilico (COOH), poderiam interagir
fortemente com a MMT. Os compésitos de gelatina com MMT preparados em
meio alcalino apresentaram melhores propriedades mecanicas devido a forte
interacdo entre o anion carboxilico com a MMT, causada pelas cadeias de gelatina
contendo mais —COO" do que NH3".

Martucci et al. (2007), prepararam nanocompésitos de gelatina e MMT pelo
método de solucdo. Verificaram que gelatina na concentra¢do de 10g/100 mL, pH
7, conteudo de MMT menor do que 10% em massa e tempo imersdo em banho de
ultrassom menor do que 20 minutos foram as melhores condigdes para obtencao
de estrutura intercalada/esfoliada das camadas de silica.

Bae et al. (2009) desenvolveram nanocompdsitos de gelatina de peixe com
MMT de sdodio tratada previamente em um ultrassom de alta poténcia em uma
solucdo de agua e glicerol. Obtiveram filmes uniformes em espessura,
relativamente transparentes e com melhor resisténcia a tragéo.

Wang et al. (2005) prepararam nanocompgdsitos de quitosana e MMT pristina
dissolvendo quitosana (2% peso) em solugdo de acido acético 2% (v/v) seguida
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por centrifugacdo para separagcdo de materiais insoluveis. A MMT foi primeiro
dispersa em 50 mL de agua destilada e, entdo, adicionada a solugéo de quitosana
com MMT, variando nas seguintes quantidades: 2,5%; 5% e 10%, seguido por
agitacdo a 60°C por 6 horas. Subsequentemente, aliquotas desta solugdo de
acetato de quitosana com MMT (AQMMT) foram colocadas em placas de acrilico a
60°C por 48 horas. Filmes de quitosana com MMT (QMMT) foram preparados
como descrito acima e, entdo, apds secos foram mergulhados em solucdo de
NaOH 1 M por 5 horas para neutralizar o acido, seguido por lavagem com agua
destilada e secos a 60°C por uma noite. Pelas andlises de MET e DRX, os
pesquisadores verificaram que os filmes de QMMT com 2,5% de argila mostraram
uma coexisténcia de estrutura intercalada e esfoliada. Com o aumento da
concentracdo de MMT, ocorreu a formacado de estrutura intercalada e com
ocasional floculagéo.

Acredita-se que a formacdo da estrutura floculada em nanocompdésitos de
quitosana e MMT ¢é devido a interacdo entre as hidroxilas da quitosana e das
camadas de silica (RAY et al., 2003). Uma vez que uma unidade de quitosana
possui dois grupos funcionais de hidroxilas € um grupo amino, estes grupos
podem formar pontes de hidrogénio com as hidroxilas das extremidades das
camadas de silica, as quais levam a uma forte interacao entre a matriz polimérica
e a MMT, ocorrendo a formacgao da estrutura floculada.

Xu et al. (2006) dissolveram 20 gramas de quitosana em 1000 mL de solucao
de acido acético (1%, v/v), sendo a solugao filtrada na sequéncia para remocao de
impurezas. Solugdes das argilas Cloisite Na+ e Cloisite 30B (1%; 3% e 5% de
cada argila em relagdao ao peso de quitosana) foram preparadas pela dispersédo
das quantidades adequadas em 10mL de &acido acético a 1% e vigorosamente
agitadas por 24 horas. Apds este periodo, 200mL de solugcédo de quitosana foram
adicionados lentamente nas solu¢des de argilas preparadas. As misturas foram
agitadas por 4 horas e colocadas em placas de vidro revestidas com Teflon®. Apés
secagem a temperatura ambiente por 72 horas, os filmes foram retirados das

placas e devidamente acondicionados para realizagdo dos testes. Os filmes
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preparados com Cloisite sédica apresentaram melhores caracteristicas mecanicas
do que os com Cloisite 30 B.

Plasticos biodegradaveis de proteina isolada de soja e MMT sd6dica com
estrutura altamente esfoliada e intercalada foram obtidos com sucesso pelo
método de solucao por Chen et al. (2006). Para conteudo de MMT menor que
12%, a estrutura foi predominantemente esfoliada, enquanto acima desta
qguantidade a estrutura intercalada foi predominante. Os pesquisadores verificaram
que houve um aumento da for¢a de ruptura aplicada nas folhas de plastico de
8,77MPa (0% MMT) para 16,43 MPa quando 16% de MMT foi incorporada no

filme.
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Abstract

In this work, it was used three stirring speeds in the production of
nanocomposites formed from montmorillonite clay (MMT), corn starch and gelatin:
(i) TA1, 500 rpm for 1 minute; (ii) TA2, under stirring at 5000 rpm for 5 minutes and
(i) TA3, under stirring at 10000 rpm for 5 minutes. The films were obtained by the
casting process and characterized with respect to chemical and physical properties
(thickness, opacity, color and water solubility), barrier (water vapor permeability -
WVP), mechanical (tensile strength - TR and elongation — ELO) and structural (X-
ray diffraction - XRD and transmission electron microscopy-TEM). Control films
without clay addition were also elaborated by these three techniques. The products
tested for this study were: AMISOL® 4000 corn starch, FLUIDEX® SS-22 Modified
starch and SNOW-FLAKE® 6308 Modified starch for preparation of films before
applying the clay. The SNOW-FLAKE ® 6308 showed the best characteristics to
form a film as they were more transparent (haze of 3.91%) and more easily
removed from the plates. Moreover, it was the films with best mechanical
properties (tensile strength 82.10 MPa) and lower values of water vapor

permeability (10.28 gmm/mzdkPa). For these reasons this raw material was
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chosen for the investigation of nanocomposites. The addition of clay in this
formulation caused an increase in haze of the films around 82.47%, yet the
materials obtained showed 76.45% transparency. The solubility (16.32%) and
WVP (4.82 gmm/m?®dkPa) of the films decreased, which improved their barrier
properties. The tensile strength increase (87.92 MPa) and the elongation (3.29%)
of the films decreased, but no significant difference in the properties of the
nanocomposites when different stirring speeds were applied to the preparation of
materials.

Keywords: starch, gelatin, clay, nanocomposites.

1. Introduction

Even though oil is important as an energy source, its most valuable use is
as industrial raw material. For companies that manufacture plastics, it raises an
enormous challenge to ensure the sustainability of an industry whose products,
once discarded, will take 300 years to degrade. Given this context, several
researchers have questioned what will be the strategic actions taken by staff of the
plastics industry, to ensure its sustainable development. In Brazil, the per capita
consumption of plastics will increase from approximately 20 kg/year to around 35
kg/year in 2010, totalizing 6.5 million tons/year (WRIGHT & GIOVINAZZO, 2004).

The plastics most commonly used in daily life, since 1940, has been the
polyethylene (PE), polypropylene (PP), polystyrene (PS), polyethylene
terephthalate (PET) and polyvinyl chloride (PVC) that despite the progress in the
manufacturing process generate two major problems: the use of non-renewable
resource (like oil) to obtain its raw material and the large amount of waste
generated for disposal (AMASS apud FRANCHETTI & MARCONATO, 2006).

Therefore there is an urgent need to develop green polymeric materials
without toxic components and which can be degraded as a natural product of the
environment. For this reason the development of biodegradable materials with
controlled properties has been a great challenge for the scientific community
worldwide (RAY & BOUSIMA, 2005).
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The major part of bioplastics market is composed of mixtures of
thermoplastic starch and synthetic biodegradable polyester, representing about
65% of the total market. Packs contain an average of 60-70% starch, and the
Novamont is the market leader, with products such as Materbi ®. The polylactic
acid is the second bioplastic most commercially produced so far (mostly by Cargill
Dow under the trade name Ecopla®). There is great interest in other bioplastics
based on natural sources of polysaccharides and proteins due to its low cost
(GUILBERT & GONTARD, 2005). However, the use of biofilms for food packaging
has been greatly limited due to poor barrier properties and mechanical properties
presented by natural polymers (GUILBERT & GONTARD, 1997).

The application of nanotechnology to biodegradable polymers can open new
possibilities to improve not only the properties of these materials, but also the cost-
price-efficiency (SORRENTINO et al., 2007).

In this work, films of modified waxy maize starch, gelatin and MMT were
developed and their characteristics were evaluated to determine if the formation of
nanocomposites in the polymer network occurred. Films without clay were also
developed to verify differences in the properties of water vapor permeability (WVP),
tensile strength (TR) and percentage of elongation at break (ELO).

2. Experimental
2.1 Materials

The raw materials used to make the films were: AMISOL® 4000 corn starch;
FLUIDEX® SS-22 Modified starch; SNOW-FLAKE® 6308 Modified starch (Corn
Products, Brazil); type-A gelatin (Leiner Davis Gelatin); Glycerol (Synth); Cloisite®
Na* (Southern Clay Products, Inc.) montmorillonite clay.
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2.2. Preparation of starch and gelatin films

The films of starch and gelatin were obtained by dispersing 5 g of corn starch
in 100mL of distilled water. After the total dispersion, the suspension was heated at
85°C for 15 minutes, constantly stirring. We evaluated three stirring speeds for the
homogenization of the starch gel: (i) stirring at 500 rpm for 1 minute (with magnetic
stirrer - Nova Etica brand, Vargem Grande Paulista, Brazil); (ii) stirring at 5.000
rpom (with digital stirrer IKA Ultra-Turrax®T25, Wilmington USA) for 5 minutes and
(iii) stirring at 10.000 rpm (with stirrer IKA Ultra-Turrax®T25 digital, Wilmington
USA) for 5 minutes. The gelatin solution was prepared by moisturizing 10 grams of
gelatin in 100mL of distilled water for 1 hour. After this period, the solution was
heated in a water bath (brand Nova Etica, model Dubnoff 304-DE, Vargem Grande
Paulista, Brazil) with stirring at 70°C for approximately 15 minutes until gelatin is
completely dissolved (FAKHOURI & GROSSO, 2003). The gelatinized starch
solution was homogenized and mixed with the gelatin solution, incorporating 10%
of glycerol in relation to the total amount of macromolecule at different speeds, for
1 minute. The mixtures were placed in ultrasonic bath (Ultrasonic Cleaner - USC
model - Unique Ultrasonic Clear brand, Indaiatuba, Brazil) at 70°C for 15 minutes.
In these experiments, we evaluated three types of commercial starches: AMISOL®
4000 corn starch, FLUIDEX® SS-22 Modified starch and SNOW-FLAKE® 6308
Modified starch, for preparation of films.

These film solutions were divided into Plexiglas® plates of 14 cm diameter
with aliquots of 20mL and dried at a 25°C in stove with air circulation (Tecnal, TE-
39412 model, Piracicaba, Brazil) for approximately 24 hours. The films were
removed from the surfaces of plates and placed under specific conditions for the
tests of physical, chemical and structural characterization, according to the
technique described in items 2.4 to 2.11.

2.3. Preparation of nanocomposites of starch, gelatin and clay
Dispersions were prepared with total mass of 15g of gelatin, SNOW-FLAKE®
6308 modified starch (the proportion of gelatin-starch used was 2:1) and Cloisite®

Na* montmorillonite clay (5% of the total mass) in 200mL of distilled water, as will
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be described below. Initially, it was prepared a dispersion of SNOW-FLAKE® 6308
modified starch and Cloisite® Na* montmorillonite clay in 100mL of distilled water in
magnetic stirred at 500 rpm (Nova Etica brand, Vargem Grande Paulista, Brazil) for
1 hour (TUNC et al., 2007). After the total dispersion, the suspension was heated
in a water bath (Nova Etica brand, Dubnoff 304-DE model, Vargem Grande
Paulista, Brazil) at 85°C for 15 minutes, under constant stirring. Three different
conditions of homogenization were evaluated to obtain the starch and clay
nanocomposites: (i) stirring at 500 rpm for 1 minute (with magnetic stirrer - Nova
ética brand, Vargem Grande Paulista, Brazil); (ii) stirring at 5000 rpm for 5 minutes
(with digital IKA Ultra-Turrax®T25 stirrer, USA) and (iii) stirring at 10000 rpm for 5
minutes (with digital IKA Ultra-Turrax®T25 stirrer, USA).

The gelatin solution was prepared by moisturizing the raw material in 100
mL of distilled water for 1 hour. After this period, the solution was heated in water
bath (Nova Etica brand, Dubnoff 304-DE model, Vargem Grande Paulista, Brazil)
with stirring at 70°C for 15 minutes, until gelatin is completely dissolved
(FAKHOURI, GROSSO, 2003). After this, the solution of starch and clay was
mixed, for 1 minute, to the solution of gelatin and to glycerol (10% of the total
mass) at the tested different speeds. The mixtures were put in ultrasonic bath
(Ultrasonic Cleaner - USC model - Unique Ultrasonic Clear brand, Indaiatuba, SP)
at 70°C for 15 minutes.

These film solutions were divided into Plexiglas® plates of 14 cm diameter
with aliquot of 20mL and dried at 25°C in stove with air circulation for
approximately 24 hours. The films were removed and packed in accordance with

the necessity of the tests of physical, chemical and structural characteristics.

2.4. Visual aspect
The visual and tactile tests were conducted to select only the homogeneous
films (with uniform color and presenting no insoluble particles) and flexible (ease of

handling, showing no breaks or brittle areas).

35



2.5. Film thickness

Film thickness was determined using a micrometer (MDC-25M model,
Mitutoyo, MFG, Naucalpan de Juarez, Mexico), making an average of 10 random
measurements in different parts of the film. This measure was obtained after
placing the films in desiccators at 25°C and 50% relative humidity for 48 hours.

2.6. Haze and luminous transmittance of the films

The Haze of the films was determined according to the standard method D-
1003-07F" of the ASTM (ASTM, 2008), using the Hunterlab colorimeter (Colorquest
Il, Faifax, USA) with standard illuminant D65 and 10° observer. The determination
of the film colors was based on the CIEL*a*b* system. In this system, L* indicates
luminosity, which ranges from zero (black) to 100 (white), while a* and b* represent
chromaticity coordinates, where +a* indicates tendency for red and -a* tendency
for green; +b* indicates tendency for yellow and —b* for blue. Measurements were
performed in four steps for each sample, after colorimeter calibration with a
standard white background and a standard black background (HUNTERLAB,
1997).

The "Haze" was determined by the equation:

Haze= Td/ Ttx 100 (1)
In which:
Td is the diffuse transmittance
Tt is the total transmittance
Tthe total difference in color (AE), according to the following equation:

AE =[ (AL)*+(Aa)  +(Ab)?]" ()

In which, AE = difference between each color parameter of the samples with and
without treatment.

The standard values were those of the SSG formulation: L = 93.96, a = -
0.17and b = 1.76.
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2.7. Water solubility

The solubility of the films in water was determined by the method proposed
by Gontard et al.(1994). The samples, in triplicate, were prepared by cutting 2 cm
diameter discs. The initial dry weight of the samples was obtained after drying the
same for a period of 24 hours at a temperature of 105°C in stove with air
circulation (TECNAL, TE 394/2 model, Piracicaba, Brazil). After the first weighing,
the samples were immersed in a container containing 50mL of distilled water and
put under stirring at 78 rpm in thermostatic bath (Nova Etica brand, Dubnoff 304-
DE model, Vargem Grande Paulista, Brazil) during 24 hours. After this period, the
solubilized samples were removed and dried at a temperature of 105°C for 24
hours to obtain the final dry mass.

2.8. Water vapor permeability

The water vapor permeability of films was gravimetrically determined
according to the standard method E-96-00%" of the ASTM (ASTM, 2002). The disc-
shaped film sample was sealed in a permeation cell made of acrylic containing
calcium chloride and placed in a desiccator with controlled relative humidity and
temperature (25°C and 75% humidity). The water vapor diffused through the film
was determined by mass gain of calcium chloride, measured every 24 hours for
seven days. The tests were performed in triplicates.

2.9 Mechanical properties

Tensile strength and percentage of elongation at break were determined by
using TA.XT2 texturometer (Stable Micro System, Hasleme, UK), operated in
accordance with the standard method ASTM D882-02 (ASTM, 2002).
Measurements were conducted at room temperature (25°C). The initial separation
of the claws and the speed of the probe were 50 mm and 0.5 mm/s, respectively.
The tensile strength was calculated by dividing the maximum force by cross-
sectional area of the film (the film width x initial thickness). The percentage
elongation at break was determined by dividing the values of the differential extent
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by initial separation of the claws (50 mm) and multiplying by 100. There were eight

replicates.

2.10 X-ray diffraction

Samples of clay and nanocomposites (discs with 25 mm diameter and 0.7
mm thick) were analyzed by X-ray diffraction (XRD) to determine the occurrence of
intercalation/exfoliation of clay layers after incorporation of the polymer in order to
identify the type of nanocomposite formed by determining the distance of the clay
interlayer. The measurements were performed in a PHILIPS (PW 1710)
diffractometer with copper Ka radiation (A=1.5405 A) under the Bragg-Brentano
geometry and a graphite monochromator for diffracted beam, within the range of
2.0 to 40.0° (26) and couting time of 2 seconds.

Analysis of crystallite size (D) of samples was performed using the
SCHERRER (1918) equation given below:

D= KA (3)
B cosB
k is the coefficient of form (k=0,9);
A is the wavelength;
B is the full width half maximum (FWHM)

0 is the diffraction angle.

The B parameter was corrected by instrumental width using the Warren
method (1969) through the equation:

B = (B%exp-BZinst)'? (4)

Bexp and Binst are the experimental width and instrumental width of the

equipment (obtained from the standard sample Al>O3), respectively.
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2.11 Transmission electron microscopy

The transmission electron microscopy of the films was performed using the
procedure described by Standing et al. (2001). For this study, film samples of 2 x 2
mm were cut. Fixation of samples was performed with 2% glutaraldehyde (solution
diluted with 0.1M pH 7.2 sodium cacodylate buffer) for 2 hours at 4°C. The
samples were washed with sodium cacodylate buffer 0.1M (3 times for 10 minutes)
and, after that, fixed in 2% w/v, OsO4 (solution diluted with Na 0.2M, pH 7.2
sodium cacodylate buffer) for 2 hours.

After fixation, it was performed the washing with sodium cacodylate buffer 0.1
M (3 times for 10 minutes) and, afterwards, the samples were left in Na cacodylate
buffer 0.1 M pH 7,2 during 12 hours.

Hereupon, samples were dehydrated in ethanol series for 15 minutes: 30, 50,
70, 90% v/v, and finally in ethanol 99.5% v/v (3 times for 15 minutes). The
dehydrated samples were immersed in propylene oxide and 99.5% ethanol (1:1)
for 20 minutes, and in pure propylene oxide for 20 minutes. After this period, the
samples were included in propylene oxide and resin (2:1, 1:1 and 1:2) for 90
minutes in each case. Finally, it was included in pure resin for 12 hours in rotor at
room temperature. Having finished these procedures, a new inclusion in Epon
resin was performed in the mold and put into stove for at 60°C (48-72 hours).

After performing semi-thin (with glass razor blade) and thin cuts (in a Leica
ULTRACUT ultramicrotome, UCT model, Vienna, Austria, and Diatome diamond
knive, Cryoisto 45° Bienne, Switzerland) of dry material, it was performed a
contrast with uranyl acetate and lead citrate. The specimens were observed with a
transmission electron microscope (Carl Zeiss, LEO-906, Oberkochen, Germany),
operating at an acceleration voltage of 80 kV.

2.12 Statistical analysis

The SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute Inc., North Carolina,
USA) statistical program, version 8.0, was used to calculate analysis of variance
(ANOVA) of the results. The Tukey test was used to determine differences
between the properties of the films with 95% confidence.
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3. Results and discussion

The materials were identified according to the nomenclature of Table 2.1.

depending on the raw material used and different stirring speeds tested.

Table 2.1.
Materials obtained through different stirring speeds tested.

Materials Speed RPM Nomenclature

Film of native corn starch and 500 SG

gelatin 5000 SG 5000
10000 SG 10000

Film of modified starch FSS - 22 500 SFG

and gelatin 5000 SFG 5000
10000 SFG 10000

Film of modified starch 6308 and 500 SSG

gelatin 5000 SSG 5000
10000 SSG 10000

Nanocomposite of modified starch 500 SSGC

6308, gelatin and clay 5000 SSGC 5000
10000 SSGC 10000

Of the three starches studied, the SNOW-FLAKE ® 6308 presented the best

characteristics to form film, good spreadability of the film solution on the plates, the

greater ease of dry material detachment from the plates and more transparent

films. Moreover, they were the films that showed best mechanical properties and

lowest water vapor permeability. For these reasons, this raw material was chosen

for the investigation of nanocomposites.
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3.1. Haze and luminous transmittance

The films prepared with modified corn starch SNOW-FLAKE ® 6308 and
gelatin were those with lowest levels of haze among the starches studied, as can
be observed in Figure 2.1. The addition of clay in this formulation caused an
increase in haze of the films of around 82.47%, yet the materials obtained showed
76.45% transparency.

Kampeerapappun et al. (2007) determined the transparency of cassava
starch/montmorillonite films in a UV-Vis spectrophotometer, mode of transmission
with wavelength of 360 to 750 nm. It was found that films of starch without clay
showed a percentage of transmittance (approximately 97% in the 400-700 nm
wavelength range) higher than the films with clay because of the absence of
particles that block the light.

Transparency is an important property for flexible films. Some authors have
determined the opacity in biodegradable films. Davanco et al. (2007) found values
of 19.1% in films of gelatin, triacetin and stearic acid and 24.4% in films of gelatin,
triacetin, stearic acid and 70% of SDS (surfactant). Fakhouri et al. (2007) found
that films of (i) gelatin and wheat starch; (ii) gelatin and potato starch; (iii) gelatin
and rice starch; (iv) gelatin and sorghum starch presented haze value of,
respectively, 11.46%, 29.90%, 19.87% and 40.04%.

Haze
mSG SFG OSSG mSSGC
23.55 25.35
22.31 )
11.97
997 11.51
5.83 6.40 6.65
500 5000 10000

Figura. 2.1. Haze of the films and nanocomposites of starch,
gelatin and MMT. The values of 500, 5000 and 10000
correspond to stirrig speeds at rpm, respectively.
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Table 2.2. presents the values of haze, thickness, luminosity L, color

parameters a*, b*, Chroma and AE of starch and gelatin films and nanocomposites

of starch, gelatin and clay.

Table 2.2.

Values of haze, thickness, luminosity L, color parameters a*, b*, Chroma and AE of
starch and gelatin films and nanocomposites of starch, gelatin and clay.

Haze Thickness L a b* Chroma AE
SG 9.97£1.28°  0.075:0.012* 93.79+0.13® -0.01+0.05° 251+0.34° 25140237  0.79:0.09°
SG5000 11.51£1.42°  0.079£0.005° 93.79+0.25® 0.03+0.05% 2.68+0.28°  2.68+0.53°  0.87+0.08°
SG10000  11.97+1.72° 0.068+0.005° 93.46+0.47°  0.02:+0.06" 2.84+0.17°  2.84+0.44°  1.21%0.07°
SFG 5.83+0.42°  0.077+0.003* 93.75+0.28%° -0.11+0.02°  1.76+0.17°  1.76+0.13°  0.23%0.02°
SFG5000  6.40+0.66°  0.069+0.007° 93.77+0.22°* -0.11+0.04*  1.73+0.19°  1.73+0.09°  0.31%0.05°
SFG10000  6.65+0.76° 0.067+0.002* 93.68+0.04 -0.13+0.01® 1.65+0.07°  1.66+0.29°  0.32+0.03°
SSG 3.91£0.26°  0.072+0.003* 93.96+0.08%° -0.17+0.01° 1.76£0.16°  1.77+0.12°  Standard
SSG5000  3.48+0.22°  0.077+0.005° 94.03+0.04*  -0.14+0.02* 1.48+0.06' 1.48+0.23' 0.27+0.05°
SSG10000  5.28+0.52"  0.071+0.009* 93.91+0.09° -0.14+0.01% 1.82+0.07°  1.82+0.29°  0.15%0.03'
SSGC 22.31+0.73°  0.075+0.004° 94.04+0.09° -0.11+0.02*  3.41+0.13°  3.41+0.46°  1.66%0.12°
SSGC5000  23.55+0.93°  0.065:0.003* 94.03x0.05%  -0.07:0.03° 3.50+0.15°  3.50+0.82°  1.75:0.15°
SSGC10000 25.35+0.53*  0.064+0.002° 93.90+0.06 0.003+0.02°  3.78+0.06°  3.78+0.95°  2.03+0.06°

SG, SG5000 and SG10000 are films of native corn starch and gelatin prepared with stirring speeds
of 500, 5000 and 10000 RPM, respectively. SFG, SFG5000 and SFG10000 are films of FSS - 22
modified corn starch and gelatin prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000 RPM,
respectively. SSG, SSG5000 and SSG10000 are films of modified corn starch 6308 and gelatin
prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000 RPM, respectively. SSGC, SSGC5000 and
SSGC10000 are nanocomposites of modified corn starch 6308, gelatin and clay prepared with
stirring speeds of 500, 5000 and 10000 RPM, respectively.
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The low Chroma values, between 1.48 and 1.82, of the films prepared with
modified corn starch SNOW-FLAKE® 6308 and gelatin indicate low color
saturation. With the addition of clay, there was an increase in color intensity shown
by Chroma (3.41 and 3.78) and AE of these materials (1.66 and 2.03).

3.2 Thickness, water vapor permeability and water solubility of the films.

Among the films studied there was no significant difference in thickness
(Table 2.3), with an average thickness equal to 0.072 mm. The results show that
the WVP values were between 4.82 and 13.34 gmm/m?dkPa.

It is possible to observe (Table 2.3) that there was a decrease in WVP and
solubility of the films when clay was added in the formulations (SSGC film: 4.82
gmm/mzdkPa and 16.32%, respectively), improving their barrier properties.

Tang et al. (2008) made biodegradable nanocomposites of corn starch and
montmorillonite clay (MMT). Mixtures of starch, plasticizer, clay and water were
extruded and then crushed, and the dried powder obtained in this process was the
one used for formulation of films by casting. These researchers investigated the
influence of the contents of glycerol and different plasticizers (glycerol, urea and
formamide) on the formation of nanostructure and properties of the films. They
found that films with 5% glycerol presented the lowest water vapor permeability
(9.76 gmm/m?dkPa), highest glass transition temperature (53.78°C) and higher
tensile strength (35 MPa), however, showed the lowest elongation at break
(2.15%).

Kampeerapappun et al. (2007) found values of WVP ranging between 2000
and 1082 gm™d™ for films made from cassava starch and MMT clay by the method
of solution. These researchers found that there was a significant decrease in the
values of WVP with the addition of MMT.
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Table 2.3.
Thickness, water vapor permeability and solubility films made of starch and
gelatin and nanocomposites of starch, gelatin and clay.

Films Thickness 5 N
(mm) WVP(gmm/m“dkPa) Water solubility(%)

SG 0.075+0.0122 13.15+0.68 ® 19.85+1.46%
SG 5000 0.079+0.005? 13.12+0.25% 19.34+0.96°%
SG 10000 0.068+0.005° 11.13+1,15" 23.25+0.93%
SFG 0.077+0.003% 12.92+0.43%° 22.65+0.64%°
SFG 5000 0.069+0.0072 13.34+0.592 21.14+1.43%
SFG 10000  0.067+0.002° 10.12+0.14¢ 25.07+1.382
SSG 0.072+0.003% 10.95+0.84% 20.434+1.06°
SSG 5000 0.077+0.005° 10.28+1.23¢ 21.88+1.58%°
SSG 10000  0.071+0.0092 10.75+1.05° 23.25+0.59%
SSGC 0.075+0.004° 4.82+0.77° 16.32+1.20°
SSGC 5000  0.065+0.003? 5.0440.08° 15.72+0.82'
SSGC 10000  0.064+0.002° 4.88+0.16° 17.67+0.83%

SG, SG5000 and SG10000 are films of native corn starch and gelatin prepared with stirring
speeds of 500, 5000 and 10000 rpm, respectively. SFG, SFG5000 and SFG10000 are films of
FSS - 22 modified corn starch and gelatin prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000
rpm, respectively. SSG, SSG5000 and SSG10000 are films of modified corn starch 6308 and
gelatin prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000 rpm, respectively. SSGC,
SSGC5000 and SSGC10000 are nanocomposites of modified corn starch 6308, gelatin and

clay prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000 rpm, respectively.

Lépez et al. (2008) studied films of modified corn starch and among them
the acetylated corn starch at a concentration of 5% w/w was selected for having
the lowest water vapor permeability (10.86 gmm/m?dkPa). As the structure of these
films, no added plasticizers, appeared stiff and fragile, a study was conducted with
the addition of glycerol, finding a value of 1.41 gmm/m?dkPa of water vapor

permeability for films containing 1.5% m/m plasticizer.
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Bertuzzi et al. (2007) found that the WVP of corn starch films with high
amount of amylose linearly increased with the increase in glycerol concentration.
These results may be related to structural changes of the starch network produced
by the plasticizer and the hydrophilicity of glycerol, which favor the absorption and
desorption of water molecules. Plasticizers cause a higher flexibility in the polymer
chain, which increases with the mobility of water within the structure. As a result,
the WVP increases as the content of plasticizer in the film increases. WVP values
were found around 32.76 gmm/m?dkPa and 38.79 gmm/m?dkPa, respectively, for
films with 10% and 20% glycerol.

Garcia et al. (2006) found a solubility of 30.3% (25°C) for film of corn starch
with 25% amylose and 0.2856 g glycerol per gram of starch. LOPEZ et al. (2008)
found that there was an increase in solubility (25°C) the films of acetylated corn
starch as glycerol concentration in the formulations increases. The values were
2.31% for films of acetylated corn starch, and 5.81% and 13.73% for films with

0.5% and 1.5% glycerol, respectively.

3.3 Mechanical properties

The films prepared with corn starch SNOW-FLAKE® 6308 were significantly
more resistant than those prepared with the other starches (82.10 MPa) as can be
seen in Table 2.4. When 5% of MMT was used, we observed an increase in tensile
strength (87.92 MPa) and decrease in elongation of the films of starch and gelatin
(3.29%), but no significant difference in properties when different stirring speeds
were used for the preparation of materials.

This increase in strength is attributed to dispersion of MMT layers in
nanometer scale in the matrix of starch and gelatin and the strong interaction
between polymer and clay.

The tensile strength values of nanocomposites of corn starch and gelatin
were higher than those reported by Fakhouri et al. (2007) for films of gelatin and
sorghum starch (85.89 MPa); and films of gelatin and potato starch (56.24 MPa).
Zheng et al. (2002) found that the intercalation of clay can improve the mechanical
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properties of gelatin. The composites with 5% MMT showed a tensile strength of
78.9 MPa, 1.6 times higher than that of gelatin films.

Xu et al. (2006) prepared composite of gelatin/MMT at several pH values
(3.8 to 11). The composites prepared at pH 8.88 were the most resistant (80.4
MPa), this result indicates that the carboxylic anion could interact more strongly
with MMT, because gelatin chains would have more —COQO" than NHz" under
alkaline conditions that could interact with clay.

Bae et al. (2009) assessed the effect of clay content, homogenization
speed, pH and ultrasound in mechanical and barrier properties of hanocomposite
films of gelatin and montmorillonite. The addition of 5% clay (w/w) increased the
tensile strength of 30.31 MPa to 40.71 MPa and decreased the elongation of the
nanocomposites. The speed of homogenization did not result in significant
changes in mechanical properties.

Yu et al. (2008) prepared films with 4% corn starch and 5% w/w (related to
dry-starch) of Na*MMT clay for all formulations, varying concentrations of glycerol
from 0 to 50% (related to dry-starch). The researchers observed that the
mechanical parameters such as tensile strength, elongation and Young's modulus
present variations as glycerol is added. With increasing concentration of glycerol,
the tensile strength and Young’s modulus of the films increased, peaking at 15%
and 10% glycerol. Above these concentrations, there was a dramatic decrease in
these parameters. On the other hand, the elongation was relatively low (around
2.5%) with the amount of glycerol ranging from 0% to 20%, increasing slightly with
the amount of plasticizer between 20% and 30% (around 7.5%) and then sharply at
concentrations above 30% (around 28%).

Majdazadeh-Ardakani et al. (2010) prepared nanocomposites of clay and
starch by the method of solution and assessed the effects of the source of starch,
treated and untreated montmorillonite clay, glycerol content and blending mode to
prepare film solutions using a Taguchi experimental design approach.
Nanocomposites of potato starch, clay modified with citric acid and glycerol (10%)
showed the highest tensile strength (28.1 MPa) and an elongation of 57.3%. The
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tensile strength of nanocomposites of corn starch and sodium montmorillonite with
20% glycerol was 9.2 MPa and elongation of 25.2%.

Table 2.4.

Mechanical properties of starch and gelatin films and nanocomposites of starch,

gelatin and clay.

Tensile strength

Films Thickness (MPa) Elongation (%)
a

SG 0.079 + 0.0062 64.16 + 3.7° 4.63+0.56™
SG 5000 0.074+0.002% 66.59 + 1.4° 4.44+0.42°
SG 10000 0.073+0.003%° 62.96 + 3.1° 4.48+0.69°
SFG 0.070+0.005° 66.21+2.36¢ 4.46+0.21°¢
SFG 5000 0.07240.005% 65.45 + 3.47° 4.56+0.18°
SFG 10000 0.073+0.007%° 64.08+3.42¢ 4.70+0.18%°
SSG 0.068+0.004°° 82.10+1.37" 5.152+0.142
SSG 5000 0.071+0.007%° 78.82 +1.27° 4.98+0.29%
SSG 10000 0.073+0.008%° 77.85+0.92° 5.00+0.36%
SSGC 0.075+0.005% 86.13+5.64%° 3.34+0.32¢
SSGC 5000 0.066+0.003° 87.11+3.362 3.31+0.23¢
SSGC 10000 0.065+0.003° 87.92+1.082 3.29+0.19¢

SG, SG5000 and SG10000 are films of native corn starch and gelatin prepared with stirring speeds
of 500, 5000 and 10000 RPM, respectively. SFG, SFG5000 and SFG10000 are films of FSS - 22
modified corn starch and gelatin prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000 RPM,
respectively. SSG, SSG5000 and SSG10000 are films of modified corn starch 6308 and gelatin
prepared with stirring speeds of 500, 5000 and 10000 RPM, respectively. SSGC, SSGC5000 and
SSGC10000 are nanocomposites of modified corn starch 6308, gelatin and clay prepared with
stirring speeds of 500, 5000 and 10000 RPM, respectively.
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3.4 X-ray diffraction

There are two basic structures reported for polymer-clay nanocomposites. In
intercalated nanocomposites, the polymer chain penetrates within the layers of
silica keeping tactoids unchanged, except for an increase in basal spacing (d-
spacing). In exfoliated nanocomposites, the clay layers are delaminated and
separated from each other by a distance of more than a few nanometers in relation
to original clay (CHUNG et al., 2010).

Figure 2.2 shows the results for sodium montmorillonite clay, films of starch
and gelatin e nanocomposites of starch, gelatin and clay, obtained at different
stirring speeds. Table 2.5 presents the values of interplanar distances and angles

corresponding to the first peak, calculated by Bragg's law.

m
1 SSG5000

SSG

SSGC10000

Intensity (u.a.)

o1
T T T T T T T T "

10 20 30 40
20 (degrees)

Figura. 2.2. X-ray diffractograms of films of starch and
gelatin, nanocomposites of starch, gelatin and clay
compared with pure MMT clay.
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Analyzing the results, it is possible to observe that SSGC, SSGC 5000 and
SSGC10000 films, prepared by the method of solution, formed an
intercalated/exfoliated structure. Figure 2.2 and Table 2.5 show that the
nanocomposites of starch, gelatin and clay presented a slightly larger interlayer
distance and relative intensity of the peaks much smaller than that of pure MMT
clay, indicating a more disorganized structure. The same value of d (12,18 A)
obtained for SSGC, SSGC 5000 and SSGC10000 films indicate that these
materials present very similar structures and that the intercalation was independent
of the speed used in the preparation of materials.

The value of gallery expansion (Ad=0,48 A) obtained for the
nanocomposites of starch and gelatin is similar to those obtained by other authors
for nanocomposites of thermoplastic starch and clay, prepared by the solution
method (MAJDZADEH-ARDAKANI et al., 2010; CYRAS et al., 2008;
KAMPEERAPAPPUN et al., 2007).

Table 2.5.
Diffraction angles and interlayer distance of clay levels (001). Ad is the diference

between values of d for nanocomposites and sodium clay.

20 d (A) Ad (A)
Cloisite® Na* Montmorillonite clay 7.56 11.7 -
SSGC 7.25 12.18 0.48
SSGC5000 7.25 12.18 0.48
SSGC10000 7.25 12.18 0.48

The crystallite size of the montmorillonite was 15.08 nm (Table 2.6). During
the preparation of nanocomposites, there was a reduction of 88.7% in the
crystallite size of the clay, which fell to 1.71 nm.

Pandey & Singh (2005) prepared nanocomposites of corn starch using
different sequences of addition of glycerol (20% of the starch weight) and
montmorillonite (5% of the starch weight) by the method of solution. The largest
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increase in basal spacing (2 8 = 3.32°, d-spacing= 26.8 A) in relation to clay was
observed for films which were prepared by mixing the montmorillonite with starch
and water under heating and vigorous agitation, followed by the addition of
plasticizer. The characteristic peak was highly decreased indicating an increase in
intercalation, that is, the extensive dissemination of the polymer inside the galleries
of clay. The smaller increase in basal spacing (2 6 = 6.37°, d-spacing= 13.8 A), n
turn, occurred when gelatinized starch and the water were plasticized with glycerol
to be added to clay. This small increase can be explained as electrostatic attraction
between the starch and plasticizer having the formation of hydrogen bonds, thus
affecting the overall mobility. Another cause may be the decrease in polar
attraction between starch and clay due to hydrogen bonds formed between starch

and plasticizer.

Table 2.6.
Estimation of the crystal sizes (nm).

Crystallite size (nm).

Cloisite® Na* Montmorillonite clay 15.08
SSGC 1.71

SSGC5000 1.73
SSGC10000 1.77

3.5. Transmission Electron Microscopy

To confirm the formation of nanostructure of starch and clay films and verify
the XRD findings, TEM was performed.

Figure 2.3 shows the micrographs of starch and gelatin films without clay. It
is possible to verify that with the increase on stirring speed there was the formation

of holes.
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(a) 10000x 2000 nm (b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 nm

60000x 500 nm 60000x 500 nm 60000x 500 nm

100000x 200 nm 100000x 200 nm 100000x 200 nm

Figura. 2.3. Transmission electron microscopy (TEM) micrographs of starch
SNOW-FLAKE® 6308 with gelatin films under stirring at (a)500 rpm, (b)5000 rpm,
(c)10000 rpm.

Figure 2.4 presents the micrographs of starch and MMT nanocomposites
containing 5% clay, prepared with different stirring speeds. It is observed that the
clay particles are well dispersed in the polymer matrix and a structure that
intercalates/exfoliates was obtained. For SSGC, there was an orientation of
tactoids in the same direction, while for o SSGC5000 and SSGC10000, slightly
disordered structures were obtained in samples, which may be due to the increase
in stirring speed on the preparation of solutions. Despite this, the structures formed
are similar, which confirms the results obtained by XRD.
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(a) 10000x 2000 nm (b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 Nm

60000x 500 nm 60000x 500 nm 60000x 500 nm

100000x 200 nm 100000x 200 nm 100000x 200 nm

RS
A

Figura. 2.4. TEM micrographs of starch SNOW-FLAKE® 6308, gelatin and clay
nanocomposites under stirring at (a)500 rpm, (b)5000 rpm, (c)10000 rpm.

Majdzadeh-Ardakani et al. (2010) found similar structures for
nanocomposites of corn starch with 6% MMT prepared with citric acid, and with

clay particles well dispersed in the polymer matrix.
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4. Conclusions

Films of starch, gelatin and glycerol were prepared by solution technique.
They were tested in formulations of native corn starch and of two modified corn
starch.

Among the types of starches evaluated, modified corn starch SNOW-FLAKE
® 6308 was chosen for preparation of nanocomposites for the films obtained by
them are more transparent (haze of 3.91%) and resistant (TR equals 82.10 MPa).

TEM analysis showed that an increase in stirring speed in the sample
preparation caused rupture in the structure of films obtained which may have
contributed to the reduction of mechanical strength of materials.

To improve the mechanical and barrier properties, nanocomposites of
starch, gelatin and glycerol with 5% clay were formulated.

The addition of clay resulted in flms more opaque, more resistant, but with
lower solubility (16.32%), WVP (4.82 gmm/m2dkPa) and elongation. However,
there was no significant difference in the properties of developed nanocomposites
when different stirring speeds were applied for the preparation of materials.

XRD analysis, demonstrated the structure formation of nanocomposites by
increasing the interlayer space of silica; and of micrographs of the
intercalated/exfoliated montmorillonite structure with the matrix of starch and

gelatin formed during the solution process.
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CAPITULO 3

Avaliacao do efeito da incorporacao de isolado protéico de soja nas
propriedades de nanocompadsitos de amido, gelatina e argila montmorilonita
sodica.

Resumo

Filmes de amido de milho, gelatina, isolado protéico de soja (IPS) e
montmorilonita Na* (MMT) foram preparados com sucesso, e suas estruturas e
propriedades foram caracterizadas com a técnica de difragcdo de raios-X,
microscopia eletrbnica de transmissdo, testes de resisténcia a tracéo,
permeabilidade ao vapor de agua e transparéncia. Para avaliar a influéncia do IPS
nos filmes, foram estudadas as seguintes formulacdes: (i) amido e IPS (5% e
10%); (ii) amido, IPS (5%) e MMT (5%); (iii) gelatina e IPS (5% e 10%); (iv)
gelatina, IPS (5%) e MMT (5%); (v) amido, gelatina e IPS (5% e 10%); e, por fim,
(vi) amido, gelatina, IPS (5%) e MMT (5%). Os filmes preparados com gelatina e
IPS nas concentracoes de 5% e 10% foram os que apresentaram menores valores
de opacidade 1,33 e 2,83%. Quando amido foi adicionado as formulagées com
gelatina, a opacidade dos materiais obtidos aumentou, passando de 1,33% para
5,10%; e 2,83% para 13,91% nas formulagbes com 5% e 10% de IPS,
respectivamente. Os nanocompésitos de amido, gelatina, IPS e MMT
apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua (8,52 gmm/m2dkPa) e
maior resisténcia a tracao (71,91 MPa) que os demais filmes estudados. As
formulagbes que apresentaram maior alongamento foram a de gelatina, IPS e
MMT (36,65%) e amido, gelatina, IPS e MMT (9,44%).

Palavras chave: amido, gelatina, isolado protéico de soja, argila, nanocompdsitos.
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1. Introducao

O constante progresso da tecnologia na preparagao dos filmes sintéticos é
expandido e suportado pela sua utilizacdo na industria de alimentos
(THARANATHAN, 2003). As embalagens sdo necessarias para a preservagao das
caracteristicas organicas, nutricionais e higiénicas dos alimentos durante a
estocagem e a comercializagdo. Existe uma grande variedade de embalagens
podendo ser classificadas em sintéticas e comestiveis ou biodegradaveis.

A grande quantidade de residuos de plastico sintético produzido no mundo
inteiro proporcionou a busca por novos materiais biodegradaveis. Atualmente, ja
existe no mercado matéria-prima ecologicamente correta para a producdo de
embalagens como o primeiro polietileno verde certificado no mundo produzido

pela industria petroquimica brasileira Braskem S.A., a partir de cana da agucar.

Os polimeros orgénicos amido, gelatina e isolado protéico de soja tém sido
utiizados como matéria-prima para formulacbes de filmes por diversos
pesquisadores (DENAVI et al., 2009 a; DENAVI et al., 2009 b; CAO et al., 2007;
MAURI e ANON, 2008; RHIM et al., 1998), porém, ainda a resisténcia mecanica e

alongamento destes materiais € deficiente para muitas aplicaces.

Em particular, o uso de proteinas de soja como agente formador de filme,
individualmente (GENNADIOS et al., 1996; CHO et al., 2007) ou em blendes com
outros polimeros (CAO et al., 2007), pode agregar valor a soja na produgéo de
filmes biodegradaveis. A proteina de soja produz filmes mais flexiveis e claros em
comparagdo aos filmes de outras proteinas retiradas de outras plantas
(GUILBERT, 1986). Filmes de proteina de soja sdo geralmente obtidos pelo
método de casting. A técnica de secagem envolve uma solugao coloidal complexa
constituida de proteina, solvente e, geralmente, plastificante, previamente
despejado em um recipiente apropriado.

O uso de biopolimeros pela industria alimenticia tem enfrentado problemas
de viabilidade relacionados principalmente ao seu custo relativamente elevado e

62



as deficitarias caracteristicas dos materiais obtidos quando comparados com as
dos polimeros sintéticos. Nanocompdésitos prometem expandir o uso de filmes de
polimeros naturais, melhorando suas propriedades mecéanicas, térmicas e
propriedades de barreira. Assim, as nanoparticulas tém um papel importante para
melhorar a viabilidade da utilizagdo de biopolimeros para aplicagées diversas,
incluindo embalagens de alimentos (DE AZEREDO, 2009).

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da adi¢do de isolado protéico
de soja nas propriedades fisicas, mecanicas, de barreira e estruturais de filmes de
amido e gelatina e de nanocompdésitos de amido, gelatina e argila montmorilonita
sodica.

2. Material e Métodos

2.1. Material

As matérias-primas utilizadas para a elaboracdo dos filmes foram as
seguintes: (i) Amido Modificado SNOW-FLAKE® 6308 (Corn Products, Brasil); (ii)
Gelatina tipo A (Leiner Davis Gelatin); (iii) Isolado Protéico de Soja Supro 783
(Solae do Brasil Ind. e Com. Ltda, Esteio, Brasil); (iv) Glicerol (Synth); (v) Argila
montmorilonita Cloisite® Na* (Southern Clay Products, Inc.).

2.2. Filme de amido e isolado protéico de soja (IPS)

Uma dispersdao contendo 5g de amido em 100 mL de agua destilada foi
preparada sob agitacdo magnética com um agitador da marca Nova Etica, Vargem
Grande Paulista, Brasil utilizando rotagcao de 500 rpm durante 1 hora (TUNC et al.,
2007). Apéds a total dispersdo, a suspensao foi aquecida a 85°C por 15 minutos,
sob agitacao constante.

A solucao formadora de filme de isolado protéico de soja foi preparada
dispersando-se 5% ou 10% de isolado protéico de soja em pd (em relacdo a
massa total de polimeros) em aproximadamente 50mL de agua destilada sob

constante agitacdo, sendo adicionados 3 gramas de glicerol. O pH foi ajustado
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para 9 com 0,1 mmol/L NaOH ou HCI e, entdo, 4gua destilada foi adicionada para
um total de 100 gramas. Esta solucao foi aquecida em banho-maria (marca Nova
Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande Paulista, Brasil) por 30 minutos a
85°C sob agitacao constante (150 rpm) (SHIYI OU et al., 2005).

As solugbes de amido e de isolado protéico de soja foram, entao,
misturadas sob agitacdo e colocadas em banho ultrassénico (Lavadora Ultra-
sbnica- Modelo USC marca Unique Ultrasonic Clear, Indaiatuba, SP) a 70°C por
15 minutos. A solucdo filmogénica final foi distribuida em placas Plexiglas® de
14cm de didametro com aliquota de 20mL e seca a 25°C em estufa com circulagéo
de ar (marca Tecnal, modelo TE-39412, Piracicaba, Brasil) por aproximadamente
24 horas.

Como nao houve desprendimento dos filmes das placas (Figuras 3.1 e 3.2),
foram realizadas as seguintes alteragcbes na metodologia: foram preparadas
dispersdes com massa total de 5 g de amido, isolado protéico de soja em pé
(sendo uma dispersao com 5% e outra com 10% de IPS em relagdo a massa total)
e 10% de glicerol (em relacdo a massa total) em aproximadamente 80 mL de 4gua
destilada sob constante agitacdo. O pH foi ajustado para 9 com 0,1 mmol/L NaOH
e HCI e, entdo, agua destilada foi adicionada para um total de 100 mL. Estas
dispersdes foram mantidas sob agitacdo magnética (500 rpm) por 1 hora. Apds a
total dispersdo, as suspensdes foram aquecidas em banho maria (marca Nova
Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande Paulista, Brasil) a 85°C por 15

minutos, sob agitacdo constante.

As solucdes obtidas foram entdo colocadas por 15 minutos em banho
ultrassénico (Lavadora Ultra-sénica- Modelo USC marca Unique Ultrasonic Clear,
Indaiatuba, SP, Brasil) a 70°C. A solucdo filmogénica com 5% de IPS foi
distribuida em placas Plexiglas® de 14 cm de diametro com aliquotas de 20mL e
seca a 25°C em estufa com circulacdo de ar (marca Tecnal, modelo TE-39412,
Piracicaba, Brasil) por aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e
acondicionados de acordo com padronizacao dos testes. A solucédo contendo 10%
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de IPS ficou muito viscosa nao sendo possivel o espalhamento das mesmas sobre

as placas de petri para a obtencao dos filmes.

2.3. Filme de amido, IPS e argila montmorillonita (MMT)

Dispers6es com massa total de 5g de amido, IPS e MMT (5% de IPS e 5%
de MMT, em relagdo a massa total) em aproximadamente 80 mL de agua
destilada sob constante agitacdo. O pH foi ajustado para 9 com 0,1 mmol/L NaOH
e HCI e, entdo, agua foi adicionada para um total de 100 mL. Esta dispersao foi
mantida sob agitacao magnética (500 rpm) por 1 hora (TUNC et al., 2007). Apds a
total dispersao, a suspensao foi aquecida em banho maria a 85°C por 15 minutos,

sob agitacao constante.

A solugéo obtida foi, colocada em um becker com 10% de glicerol e mantida
por 15 minutos em banho ultrassénico a 70°C. A solucéo filmogénica final ficou
muito viscosa ndo sendo possivel a distribuicdo de aliquota em placas Plexiglas®.

2.4. Filme de gelatina e IPS

Solugdes com massa total de 10 g de gelatina e IPS foram preparadas da
seguinte forma: hidratou-se a gelatina em 80 mL de agua destilada por 1 hora.
ApGs este periodo, a solugao foi aquecida em banho-maria com agitacdo a 70°C
até a gelatina estar dissolvida (FAKHOURI et al., 2003).

Adicionou-se a solugcao de gelatina, o IPS (substituindo-se 5% e 10%, em
relacdo a massa total) sob constante agitacdo e o pH foi ajustado para 9 com 0,1
mmol/L NaOH ou HCI e, entdo, agua foi adicionada para um total de 100 mL.
Estas dispersdes foram aquecidas a 70°C por 15 minutos, sob agitacao constante.
As diferentes solugbées foram colocadas em banho ultrasénico a 70°C por 15

minutos.

Estas solugdes filmogénicas foram distribuidas em placas Plexiglas® de 14
cm de diametro com aliquotas de 20 mL e secas a 25°C em estufa com circulacédo
de ar por aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e
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acondicionados de acordo com a necessidade dos testes de caracterizacao fisica,

quimica e estrutural.

2.5. Filme de gelatina, IPS e MMT

Uma solucéo de gelatina, IPS e argila, com massa total de 30 gramas em
300 mL, foi preparada segundo o procedimento descrito a seguir. Inicialmente,
hidratou-se a gelatina em 150 mL de &gua destilada por 1 hora. Ap6s este
periodo, a solucdo foi aquecida em banho-maria com agitacdo a 70°C até a
gelatina estar dissolvida (FAKHOURI et al., 2003).

Uma dispersdo com 1,5 g de IPS e 1,5 g de argila foi preparada com
aproximadamente 80 mL de agua destilada. O pH da dispersao foi ajustado para 9
com 0,1 mmol/L NaOH ou HCI e, entdo, agua destilada foi adicionada para um
total de 100 mL. Esta dispersao foi mantida sob agitacao por 1 hora.

A dispersao de IPS e argila, foi entdo adicionada a solucdo de gelatina
dissolvida, o pH foi ajustado para 9 com 0,1 mmol/L NaOH ou HCI e, entéo, agua
destilada foi adicionada para um total de 300 mL. Esta solugédo foi aquecida a
70°C por 15 minutos, sob agitacao constante para, entao, ser colocada em banho
ultrass6nico a 70°C por mais 15 minutos.

Esta solucdo filmogénica foi distribuida em placas Plexiglas® de 14 cm de
didmetro com aliquotas de 20 mL e secas a 25°C em estufa com circulagdo de ar
(marca Tecnal, modelo TE-39412, Piracicaba, Brasil) por aproximadamente 24
horas. Os filmes foram removidos e acondicionados de acordo com a necessidade
dos testes de caracterizacao fisica, quimica e estrutural.
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2.6. Filme de amido, gelatina e IPS

Uma dispersdao, com uma massa total de 15 gramas, de gelatina, amido (a
proporcao de gelatina para amido utilizada foi de 2:1) e IPS (substituindo-se 5% e
10% em relagdo a massa total) foi preparada em 200 mL de agua. Inicialmente
preparou-se uma solugao, contendo amido e IPS em aproximadamente 80 mL de
agua sob constante agitacdo. O pH foi ajustado para 9 com 0,1 mmol/L NaOH ou
HCI e, entdo, agua foi adicionada para um total de 100 mL. Estas dispersdes
foram mantidas sob agitacao magnética (500 rpm) por 1 hora (TUNC et al., 2007).
Apls a total dispersdo as suspensdes foram aquecidas a 85°C por 15 minutos,
sob agitacao constante.

A solucao de gelatina foi preparada hidratando-se a gelatina em 80 mL de
agua destilada por 1 hora. Apds este periodo, a solugao foi aquecida em banho-
maria com agitacdo a 70°C até a gelatina estar completamente dissolvida
(FAKHOURI et al., 2003). Ajustou-se o pH para 9 com 0,1 mmol/L NaOH ou HCl e,
entdo, agua foi adicionada para um total de 100 mL.

As solugbes obtidas, conforme discriminado acima foram entdo colocadas
em um béquer contendo 10% de glicerol em relagdo a massa total, agitadas por 1
minuto e colocadas em banho ultrass6nico a 70°C por 15 minutos. A solucao
filmogénica resultante foi distribuida em placas Plexiglas® de 14 cm de diametro
com aliquotas de 20 mL e seca a 25°C em estufa com circulacdo de ar por
aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e acondicionados de
acordo com padronizacdo dos testes.

2.7. Filme de amido, gelatina, IPS e MMT

Os filmes foram preparados a partir de gelatina, amido (a proporcao de
gelatina para amido utilizada foi de 2:1), IPS (5% em relacdo a massa de sélidos)
e MMT (5% em relacao a massa de solidos) em 200 mL de agua destilada (massa
total de 15 gramas).

Inicialmente, uma solugdo de amido foi obtida pela adicdo de 100 mL de

agua e aquecimento a 85°C por 15 minutos, sob agitagdo constante. A solucao de
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gelatina foi preparada hidratando-se a gelatina em 50 mL de 4gua destilada por 1
hora. Apos este periodo, a solucéo foi aquecida em banho-maria com agitacéo a
70°C até a gelatina estar completamente dissolvida (FAKHOURI et al., 2003).

Uma dispers@ao com IPS e MMT foi realizada adicionando-se 40 mL de agua
destilada, ajustou-se o pH para 9 com 0,1 mmol/L NaOH ou HCI, e esta foi
mantida sob agitacdo por uma hora. Adicionou-se, entao a solucéao de gelatina, e o
pH foi ajustado novamente em 9 para ser entdo completado o volume total em 100

mL.

As dispersdées obtidas foram, finalmente, colocadas em um béquer
contendo 10% de glicerol em relacdo a massa total, agitadas por 1 minuto e
colocadas em banho ultrassénico a 70°C por 15 minutos. Estas solucdes
filmogénicas foram distribuidas em placas P/exiglas® de 14 cm de didametro com
aliguotas de 20 mL e secas a 25°C em estufa com circulagdo de ar por
aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e acondicionados de
acordo com padronizacéo dos testes.

2.8. Aspecto visual

As andlises visuais e tateis foram realizadas visando selecionar somente os
filmes homogéneos (com coloracao uniforme e que nao apresentem particulas
insoluveis) e flexiveis (facilidade de manuseio, ndo apresentando rupturas ou

zonas quebradicgas).

2.9. Espessura do filme

A espessura dos filmes foi determinada com a utilizagdo de um micrémetro
(Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Naucalpan de Juarez, México), fazendo-se a
média de 10 medidas aleatérias em diferentes partes do filme. Essa medida foi
obtida apds o acondicionamento dos filmes em dessecadores a temperatura de
25°C e 50% de umidade relativa durante 48 horas.
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2.10. Opacidade e transmitancia luminosa dos filmes

A opacidade dos filmes foi determinada de acordo com o método padrao D-
1003-07%' da ASTM (ASTM, 2008), utilizando-se o colorimetro HUNTERLAB
(Colorquest I, Faifax, USA) com iluminante padrao D65 e observador a 10°. A
determinacao da cor dos filmes baseou-se no sistema CIEL*a*b*. Neste sistema,
L* indica luminosidade, que varia de zero (preto) a 100 (branco); enquanto a* e b*
representam as coordenadas de cromaticidade, sendo que +a* indica tendéncia
para o vermelho e -a* tendéncia para o verde; +b* indica tendéncia para o amarelo
e —b* tendéncia para o azul. As determinagbes foram realizadas em quatro
medidas para cada amostra, apds a calibracdo do colorimetro com um fundo
padrao branco e um fundo padrao negro (HUNTERLAB, 1997).

A “Opacidade” foi determinada atraves da equagéao:

Opacidade= Td/ Ttx 100 (1)

Onde:
Td é a transmitancia difusa

Tt é a transmitancia total

2.11. Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi determinada segundo o método
proposto por Gontard et al. (1994). As amostras, em ftriplicata, foram preparadas
recortando-se discos de 2 cm de diametro. O peso seco inicial das amostras foi
obtido apds secagem das mesmas por um periodo de 24 horas a temperatura de
105°C em estufa de circulacdo e renovacao de ar (TECNAL, Modelo TE 394/2,
Piracicaba, Brasil). Apds a primeira pesagem, as amostras foram imersas em um
recipiente contendo 50 mL de agua destilada e colocadas sob agitacdo a 78 rpm
em banho termostatico (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem
Grande Paulista, Brasil) durante 24 horas. Apds este periodo, as amostras
solubilizadas foram retiradas e secas a temperatura de 105°C por mais 24 horas,
para a obtencédo da massa seca final.
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2.12. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi determinada
gravimetricamente, de acordo com o método padrao E-96-00%' da ASTM (ASTM,
2002). A amostra de filme, em forma de disco, foi selada em uma célula de
permeacgado feita de acrilico contendo cloreto de calcio e colocada em um
dessecador com temperatura e umidade relativa controlada (25° C e 75% UR). O
vapor de agua difundido através do filme foi determinado pelo ganho de massa do
cloreto de calcio, medido a cada 24 horas durante sete dias. Os testes foram

realizados em triplicatas.

2.13. Propriedades mecénicas

A resisténcia a tracdo e porcentagem de alongamento na ruptura foram
determinadas utilizando-se texturémetro TA.XT2 (Stable Micro System, Hasleme,
UK), operado de acordo com o método padrdao ASTM D 882-02 (ASTM, 2002). As
medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25°C). A separacao inicial
das garras e a velocidade do “probe” foram de 50 mm e 0,5 mm/s,
respectivamente. A resisténcia a tracao foi calculada dividindo-se a forca maxima
pela area seccional do filme (largura do filme x espessura inicial). A porcentagem
de alongamento na ruptura foi obtida dividindo-se os valores do diferencial de
extensdo pela separagao inicial das garras (50 mm) e multiplicando-se por 100.
Foram realizadas oito replicatas.

2.14. Difracao de raios-X
As amostras de argila e nanocompoésitos foram analisadas por difragcédo de
raios X (DRX) para determinar a ocorréncia da intercalagdo/esfoliacdo das
camadas de argila apds a incorporagédo do polimero, visando identificar o tipo de
nanocompdsito formado pela determinagéo da distancia interlamelar da argila. O
aparelho utilizado nesta andlise foi o Difratbmetro, marca PHILIPS (modelo PW
1710, Holanda), usando radiagdo Ka do cobre (comprimento de onda 1,5405 A).
As medidas foram realizadas conforme geometria Bragg-Brentano no intervalo de
2,0 a 40,0 (28) e tempo de contagem de 2 segundos. A amostra de argila foi
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analisada sob a forma de pdé compacto no porta amostra do equipamento. As
amostras de nanocompésitos foram preparadas cortando-se discos de 25 mm de
didametro e 0,7 mm de espessura.

2.15. Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A microscopia eletrdnica de transmissao dos filmes foi realizada segundo o
procedimento descrito por Standing et al. (2001). Amostras de 2 x 2 mm de filmes
foram cortadas. A fixacdo das amostras foi realizada com glutaraldeido 2%
(solucéo diluida com tampéao cacodilato de sddio 0,1 M pH 7,2) por 2 horas a 4°C.
As amostras foram lavadas com tampéao cacodilato de sédio 0,1 M (3 vezes por 10
minutos) e apo6s foram fixadas em 2% w/v, OsO4 (solucdo diluida com tampao
cacodilato de sédio de Na 0,2 M, pH 7,2) por 2 horas.

Apoés a fixagao, foi realizada a lavagem em tampao cacodilato de sédio 0,1 M
(8 vezes por 10 minutos) e, posteriormente, as amostras foram deixadas em
tampao cacodilato de Na 0,1 M pH 7,2 durante 12 horas.

As amostras foram, entdo, desidratadas em séries de etanol por 15 minutos:
30, 50, 70, 90% v/v, e finalmente em etanol a 99,5% v/v (3 vezes por 15 minutos).
As amostras desidratadas foram imersas em éxido de propileno e etanol 99,5%
(1:1) por 20 minutos, e em 6éxido de propileno puro por mais 20 minutos. Apés
esse periodo, foi realizada a inclusdo das amostras em 6xido de propileno e resina
(2:1, 1:1 e 1:2) por 90 minutos em cada caso. Finalmente, realizou-se a inclusdo
em resina pura e deixou-se durante 12 horas em rotor a temperatura ambiente, em
capela. Concluido esse periodo, foi realizada a inclusdao em resina Epon no molde
e colocado em estufa a 60°C (48-72 horas).

Depois de realizados os cortes semi-finos (com navalha de vidro) e finos (em
um ultramicrétomo da marca Leica ULTRACUT modelo UCT, Viena, Austria, e
faca de diamante da marca Diatome tipo Cryoisto 452, Bienne, Sui¢a) do material
seco foi realizada a contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo. As
amostras foram observadas em um microscopio eletrénico de transmissédo (marca
Carl Zeiss, LEO-906, Oberkochen, Alemanhd), operando a uma voltagem de
aceleragao de 80 kV.
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2.16. Analise estatistica

O programa estatistico SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute
Inc., North Carolina, USA), versao 8.0, foi usado para calcular as analises de
variancia (ANOVA) dos resultados. O teste de Tukey foi usado para determinar
diferencas entre as propriedades dos filmes no intervalo de 95% de confiancga.

3. Resultados e Discussao

As formulagbes de filmes de amido, gelatina e IPS e nanocompdésitos de
amido, gelatina, IPS e MMTS obtidos, receberam a nomenclatura apresentadas na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Nomenclatura adotada para os filmes elaborados
a partir de amido, gelatina, IPS e argila Montmorilonita.

Filmes Sigla
Amido e IPS 5% SSIPS5%
Amido e IPS 10% SSIPS10%
Amido, IPS 5% e MMT 5% SSIPSC
Gelatina e IPS 5% GIPS5%
Gelatina e IPS 10% GIPS10%
Gelatina, IPS 5%, MMT5% GIPSC
Amido, gelatina e IPS5% SSGIPS5%
Amido, gelatina e IPS10% SSGIPS10%
Amido, gelatina, IPS5% e MMT 5% SGIPSC

72



3.1. Aspecto visual, opacidade e cor dos filmes

Nao foi possivel desprender os filmes SSIPS5% e SSIPS10% das placas
(como mostra a Figura 3.1a e 3.1b.) ap6s o periodo de secagem, preparados com
uma aliquota de 20 mL da solugdo com uma massa total de 5 g de amido e IPS
(5% e 10%) em 200 mL de agua.

Filmes de Amido de Milho Modificado SNOW-FLAKE" 6308,

Isolado Protéico de Soja (5%) e Glicerol.

Filmes de Amido de Milho Modificado SNOW-FLAKE" 6308,

Isolado Protéico de Soja (10%) e Glicerol.

Figura 3.1. a) Filme de amido e isolado protéico de soja (5%), plastificado
com glicerol. b) Filme de amido e isolado protéico de soja (10%),
plastificado com glicerol.

Como descrito anteriormente, para contornar este problema, foram
preparadas dispersdes com massa total de 5 g de amido e IPS (sendo uma
dispersao com 5% e outra com 10% de IPS em relacdo a massa de sélidos) em
100 mL de agua.

Conforme se pode observar na Figura 3.2a e 3.2b, os filmes de amido com
5% de IPS apresentaram bom desprendimento das placas e os filmes com 10 %
de IPS racharam durante o processo de secagem e no momento de retira-los das
placas.
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Modificado SNOW-FLAKE" 6308,

1o de Milho Modificado SNOW-FLAKE" 6308,

10 © Glicerol.
ja (5%) e Glicerol. /

Figura 3.2. a) Filme de amido e isolado protéico de soja (5%), plastificado
com glicerol. b) Filme de amido e isolado protéico de soja (10%), plastificado
com glicerol.

Durante a formulagcédo dos filmes de amido, IPS e argila (SSIPSC) houve
dificuldade no plaqueamento das aliquotas da solugéo filmogénica final devido a
alta viscosidade da solucao (Figura 3.3a). Ap6s a secagem por aproximadamente
24 horas do material, ndo foi possivel caracteriza-lo, pois os filmes se tornaram
muito quebradicos (Figura 3.3b).

Figura 3.3. a) Espalhamento da solucdo de amido, isolado protéico de soja
(5%), argila (5%) e glicerol, nas placas de Petri.
b) Filme de amido, isolado protéico de soja (5%), argila (5%) e glicerol.
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Todas as outras formulagdes estudadas apresentaram facil espalhabilidade

nas placas e desprendimento adequado apos a secagem.

Dentre os filmes desenvolvidos, os preparados com gelatina e IPS foram os

que apresentaram menores valores de opacidade 1,33 e 2,83%, como pode se

observar na Figura 3.4. A adicdo de 5% de argila nas formulacdes GIPS5% e

SSGIPS 5% causou um aumento na opacidade dos filmes de 1,33% para 9,67% e

de 5,10% para 13,24%, respectivamente.

W SSIPS5%

26,51

SSIPS5%

B GIPS5%

GIPS5%

Opacidade

= GIPS10%

GIPS10%

#Z GIPSC

GIPSC

I% SSGIPS5% M SSGIPS10%

SSGIPS5% SSGIPS10%

SSGIPSC

SSGIPSC

Figura 3.4. Opacidade dos filmes compostos de amido de milho SS e
IPS (SSIPS5%), gelatina e IPS nas concentracbes de 5% e 10%
(GIPS5% e GIPS10%), gelatina, IPS e MMT (GIPSC), amido, gelatina e
IPS nas concentracdes de 5% e 10% (SSGIPS 5% e SSGIPS 10%) e

amido, gelatina, IPS e MMT (SSGIPSC).

A formulacdo SIPS5% foi a que resultou em filmes com maior opacidade

devido a presenga do amido em maior quantidade. Quando amido foi adicionado

as formulacées com gelatina, a opacidade dos materiais obtidos aumentou como

era esperado, passando de 1,33% para 5,10% nas formulagées com 5% de IPS e
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de 2,83% para 13,91%. E importante ressaltar que durante o processo de
gelatinizacdo do amido ocorre mudanca na coloragcédo devido a perda da estrutura
cristalina dos granulos de amido, formando-se um gel com certa opacidade.

A espessura dos filmes variou de 0,059 mm (SSIPS5%) a 0,115 mm
(GIPS10%) como pode se observar na Tabela 3.2. Como a massa de soélidos por
mL de solucédo filmogénica da formulagcdo SSIPS5% € a metade da formulagéo
GIPS10% este resultado era esperado. Apesar da diferenca de espessura o filme

SSIPS5% apresentou maior opacidade.

Tabela 3.2. Valores de opacidade, espessura, luminosidade L, parametros de cor
a* e b*, chroma e hue dos filmes de amido, gelatina, IPS e nanocompdsitos de

amido, gelatina, IPS e argila.

Filmes Opacidade Espessura L a b* chroma hue

SSIPS5% 26,51+ 1,79° 0,059 +0,004° 94,24+0,45°  0,26+0,01° 3,34+0,28° 3,35+0,28°  85,44+0,43°

GIPS5% 1,33£0,11°  0,105+0,004° 94,16+0,21®° -0,36+0,02°  2,26+0,11¢  2,29+0,11°  80,98+0,44°
GIPS10% 2,83+ 0,19%  0,115+0,004° 93,59+0,36° -0,76+0,04"  4,11+0,32®  4,18+0,32°  79,51+0,34°
GIPSC 9,67+0,30° 0,098+0,004°  94,09+0,21° -0,46+0,03°  3,39+0,14°  3,42+0,14° 82,39+0,17°

SSGIPS5% 5,10+0,5° 0,084+0,004°  94,25+0,09° -0,22+0,01°  2,21+0,13°  2,2240,13°  84,37+0,49°
SSGIPS10% 13,91+0,26°  0,73+0,004°  91,54+0,47° -0,16+0,01°  3,46+0,07°  3,46+0,07°  87,39+0,52"
SSGIPSC 15,01£0,13°  0,073+0,002° 94,85+0,51* -0,35+0,01° 2,82+0,17°  2,84+0,17°  82,99+0,40°

Verificou-se efeito significativo da adicao de IPS sobre a diferenca de cor
dos filmes de amido e gelatina, havendo um aumento de coloragcdo dos materiais
de 5,10% para 13,9%. Denavi et al. (2009) prepararam filmes por casting a partir
de uma solucdo aquosa com 5% de IPS comercial e 2,5% de glicerol
(peso/volume). Os filmes obtidos apresentaram uma espessura de 0,060 mm, uma
opacidade de 12,6% e coloracdo amarela que é tipica de filmes preparados com
fontes protéicas.

A luminosidade dos filmes entre 91,54 e 94,85 indica tom amarelo claro dos

materiais obtidos por serem valores préximos a 100.
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3.2. Espessura, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos
filmes.

Os filmes GIPS5% e GIPSC diferiram significativamente nas caracteristicas
de permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade, de acordo com o teste de
Tukey (p<0,05). A formulacdo SSGIPS5% também apresentou maior PVA que os
filmes SSGIPSC. A adicdo da argila reduziu a permeabilidade ao vapor de agua e
a solubilidade dos materiais, como pode-se observar na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Espessura, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade dos filmes
amido, gelatina, IPS e MMT.

Permeabilidade ao vapor de

Filmes Espessura (mm) . » Solubilidade em agua (%)
agua (gmm/m-“dkPa)

SSIPS5% 0,062+0,002° 13,71+0,71% 9,89+0,95°

GIPS5% 0,110+0,011% 15,19+0,52%° 28,15+0,43°
GIPS10% 0,122+0,003? 16,42+0,57° 24,19+0,42°
GIPSC 0,097+0,011% 10,74+0,93° 23,55+0,83"
SSGIPS5% 0,081+0,001% 15,46+0,43%° 28,360,312
SSGIPS10% 0,074+0,002° 12,86+0,77° 21,94+1,18°
SSGIPSC 0,077+0,001¢ 8,52+0,38° 16,25+0,68°

Ning et al. 2009 prepararam nanocompositos de amido, montmorilonita e
glicerol e verificaram que houve uma diminuicdo da permeabilidade ao vapor de
agua com o aumento da concentracdo da argila. Isto pode ter ocorrido devido a
estrutura formada pela adicdo da argila na matriz polimérica que bloqueia a
passagem da agua pelos canais normais.

Os resultados mostram que os valores de PVA ficaram entre 8,52 e 16,42
gmm/m?dkPa para os filmes SSGIPSC e GIPS10%, respectivamente (Tabela 3.3).
E possivel observar que houve uma diminuicdo na solubilidade em agua e na PVA
dos filmes quando argila foi adicionada nas formulacbes, melhorando suas
propriedades de barreira.
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Lépez et al. (2008) caracterizaram filmes de amido de milho modificados,
sendo o amido de milho acetilado na concentracao de 5% p/p foi selecionado, uma
vez que apresentou a mais baixa permeabilidade ao vapor de agua (10,86
gmm/m?dkPa). Como a estrutura destes filmes, sem adicdo de plastificante,
apresentou-se rigida e fragil (que provavelmente facilitaria a transferéncia de
vapor de agua), foi realizado um estudo com a adicdo de glicerol, onde foi
encontrado um valor de 6,034 gmm/m?dkPa para permeabilidade ao vapor de
agua para uma concentracdo de 1% p/p de plastificante. Quando glicerol na
concentracdo de 1,5 g/100 g de suspensao filmogénica foi adicionado, uma
estrutura mais compacta foi obtida reduzindo os valores de PVA. Contudo
concentracdes mais altas de plastificante produzem um aumento significativo na

PVA devido ao carater hidrofilico do glicerol.

3.3. Propriedades mecanicas

O filme SSGIPSC apresentou a maior resisténcia a tracao entre os filmes
estudados, 71,91 MPa, sendo significativa em relacdo aos nanocompdsitos de
GIPSC, 47,99 MPa (Tabela 3.4).

Tabela 3.4. Propriedades mecénicas dos filmes de amido, gelatina, isolado
protéico de soja e MMT.

Filmes Espessura (mm) Resisténcia a tracao (MPa) Alongamento (%)
SSIPS5% 0,059 + 0,004° 25,16+ 5,8° 5,20+0,16%
GIPS5% 0,105+0,004° 46,67 +3,2° 4,97+0,33°
GIPS10% 0,115+0,004° 40,46 + 3,8° 5,66+0,23%
GIPSC 0,098+0,004° 47,9942 2° 36,65+1,89°
SSGIPS5% 0,084+0,004° 69,07 + 3,8° 6,28+0,56°
SSGIPS10% 0,730+0,004¢ 61,93 +3,8° 4,62+0,18¢
SSGIPSC 0,073+0,002¢ 71,91 +1,9° 9,44+0,71°




O aumento de concentrag@o de IPS de 5% para 10% nos filmes de gelatina
e IPS como nos filmes de amido, gelatina e IPS causou uma diminuicao
significativa na resisténcia a tracdo dos materiais. BAE et al. (2009) verificaram
que a adigao de 5% de argila (p/p) aumentou a resisténcia a tragéo de filmes de
gelatina de 30,31 MPa para 40,71 MPa.

Cao et al. (2007) estudaram as propriedades fisicas de filmes compostos de
proteina isolada de soja e gelatina. Solugdes formadoras de filmes com 10% de
proteina e 0,1% de glicerol foram preparadas pela mistura de diferentes
proporcées de solugdes de IPS e gelatina (10:0; 8:2; 6:4; 4:6; 2:8; 0:10). Os
resultados mostraram que a resisténcia a tragdo dos filmes preparados aumentou
com o conteudo de gelatina de 24 MPa (formulacao 8:2 IPS:gelatina) para 55 MPa
(formulacéo 2:8 IPS:gelatina). O filme composto somente com IPS apresentou-se
mais duro e menos maledvel. Com a adigdo de gelatina, o filme tornou-se mais
transparente, homogéneo e mais facil de manusear.

Comparando-se com a resisténcia mecanica de outros filmes formulados
com polimeros organicos encontrados na literatura (Tabela 3.5) e com o filme
sintético de polipropileno biorientado (RT 80 MPa, POLO TBM, 2010) a formulag¢ao
SSGIPSC pode ser considerada resistente (RT 71,91 MPa).

A formulagdo que apresentou maior alongamento foi a GIPSC (36,65%),
seguida pelo filme SSGIPSC (9,44%). Chen e Zhang (2006) elaboraram filmes de
IPS e MMT. Verificaram que o alongamento dos filmes manteve-se diminuindo
com o aumento do conteudo de MMT. Filmes com 5% de MMT na formulacao
apresentaram em torno de 37% de alongamento.
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Tabela 3.5. Resiténcia a tragao de filmes formulados com polimeros orgéanicos

Resisténcia a tracao Alongamento (%)

Filmes Artigo
(MPa)
Filme de quitosana,
amido e MMT 24,64 2,4 Kampeerapappun et al. (2007)
Filme de amido
(4%) € MMT (5%). 18,3 2,5 Yu et al. (2008)
Filme de amdio de
milho e MMT 9,2 25,2 Majdzadeh-Ardakani et al. (2010)
Filme de amido,
quitosana e MMT 12,46 5,4 Chung et al. (2010)
Filme de IPS e
gelatina 40,60 3,3 Cao et al. (2007)
Filme gelatina e
MMT 40,94 37,9 Bae et al. (2009)
Filme de IPS e
MMT (5%) 11,3 37 Chen e Zhang (2006)
Filme de IPS e
MMT 32 3,7 Xiang et al. (2009)

3.4 Difracao de raio X

A Figura 3.5 apresenta os resultados obtidos para montmorilonita sédica,

filmes de amido, gelatina e IPS e nanocompdsitos de amido, gelatina, IPS e argila.

A Tabela 3.6 mostra os angulos e distancias interplanares correspondentes ao

primeiro pico, calculadas pela lei de Bragg.
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Figura 3.5. Difratograma de raios X dos filmes de
gelatina e IPS (GIPS5%); de amido, gelatina e IPS
(SSGIPS5%); dos nanocompésitos de gelatina, IPS
e argila (GIPSC) e amido, gelatina e IPS (SSGIPSC)
comparados com o da argila (Cloisite Na™).

Os filmes GIPSC e SSGIPSC, preparados pelo método de solugéao,
formaram estrutura intercalada. A Figura 3.5 e a Tabela 3.6 mostram que os
nanocompédsitos GIPSC, SSGIPSC apresentaram uma distancia interlamelar
ligeiramente maior e a intensidade relativa dos picos muito menor do que a da
argila MMT indicando uma estrutura mais desorganizada. Os valores de d (12,51
A) obtidos para os fimes GIPSC e SSGIPSC mostram que estes materiais
apresentam estruturas bastante semelhantes.

O valor de expansao da galeria (Ad=0,81 A) obtido para os nanocompésitos
de amido, gelatina, IPS e argila é semelhante ao obtido por Majdzadeh-Ardakani
et al., (2010) para filmes de amido de milho com motmorilonita sddica (Ad=0,66 A)

preparados pelo método de solucao.
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Tabela 3.6. Angulos de difracdo e distancia interlamelar dos planos (001) da

argila e diferenca (Ad) entre d dos nanocompdsitos e da argila sddica.

20 d (A) Ad (A)
Argila montmorilonita Cloisite® Na* 7,56 11,7 -
GIPSC 7,06 12,51 0,81
SSGIPSC 7,06 12,51 0,81

Chen e Zhang (2006) prepararam nanocompoésitos de isolado protéico de
soja e montmorilonita sédica. Os resultados revelaram que a distribuicao
heterogénea de cargas positivas da globulina da soja sdo atraidas pelas cargas
negativas da superficie das camadas da silica. Houve atragcdo eletrostatica e
interacdes de ligacdes de hidrogénio nas interfaces da proteina de soja e MMT,
que levou a boa dispersdao das camadas de filosilicatos na matriz protéica. As
camadas de MMT altamente esfoliadas com uma dimensdo de 1-2 nm, em
espessura foram aleatoriamente dispersas na matriz protéica contendo menos do
que 12% de MMT em peso, enquanto uma estrutura intercalada foi predominante
quando o conteudo MMT foi superior a 12% em peso.

3.5. Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletrbnica de transmissdo é uma das principais ferramentas
utilizadas para a determinagéo da dispersao das nanoparticulas de argila.

Na Figura 3.6, observa-se que as particulas de argila estdo bem dispersas
na matriz polimérica e que uma estrutura intercala/esfoliada foi obtida para os
nanocompésitos de gelatina, IPS e argila (GIPSC) e de amido, gelatina, IPS e
argila (SSGIPSC), confirmando os fatos ja observados pela técnica de DRX.
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Figura 3.6. MET micrografias de (a) Nanocompdsito de gelatina,
IPS e argila (GIPSC), (b) Nanocompésito de amido, gelatina, IPS e
argila (SSGIPSC).

Bae et al. (2009) apresentaram em seu trabalho imagens feitas por MET de
filmes de gelatina, argila e glicerol com um aumento de 100000x. Nanocompdsitos
a base de proteinas foram desenvolvidos. Nas misturas, a argila montmorilonita
sddica foi inicialmente tratada com ultrassonificagcdo em uma solugéo de glicerol e
agua destilada. A solugédo de nanoargila foi entdo adicionada a solugéo de gelatina
de peixe e aliquotas de 35 mL foram distribuidas em placas BYTAC® de 20,32 cm
x 40,64 cm. Apds secagem os filmes foram acondicionados a temperatura de 25°C
e umidade relativa de 50%. Estes nanocompd@sitos exibiram um tipo de estrutura
esfoliada com melhores propriedades mecanicas e de barreira. Os filmes
produzidos foram uniformes e relativamente transparentes. Os resultados obtidos
por XRD e MET confirmaram que a maioria das particulas de argila apresentaram-
se em estado esfoliado.

Xiang et al. 2009, analisaram fotos de nanocompdsitos de SPl/argila com
5% de MMT obtidas através de microscopia eletrénica de transmissdo. Verificaram
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gue as camadas de MMT estavam bem dispersas na matriz de SPI. Lamelas com
uma dimensdao de 1-2 nm de espessura indicaram uma estrutura esfoliada,
enquanto agregados com uma dimensdao em torno de 20-50 nm foram também
observados, indicando uma estrutura intercalada. Os resultados sugeriram uma
forte interacao eletrostatica entre SPlI e MMT, incluindo ligagdes de hidrogénio.

4. Conclusoes

O aumento da concentragdo de IPS de 5% para 10% na formulacdo dos
filmes causou um aumento na opacidade dos filmes de gelatina de 1,33% para
2,83%:; e nos filmes de amido e gelatina de 5,10% para 13,91%.

A solubilidade dos materiais obtidos diminuiu de 28,15% para 24,16% nos
filmes de gelatina; e de 28,36% para 21,94% nos filmes de amido e gelatina com o
aumento de IPS de 5% para 10%. A resisténcia mecanica dos filmes diminuiu e
ndao houve muita diferenca com relacdo as propriedades de alongamento e
permeabilidade ao vapor de agua. Por estes motivos a concentracao de 5% de

IPS foi escolhida para a formulagdo dos hanocompdsitos.

Os filmes de gelatina e IPS e de amido, gelatina, IPS com argila
apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua, menor solubilidade e
maior resisténcia a tracdo. Resultados de DRX revelaram que estruturas

intercaladas ou parcialmente esfoliadas foram obtidas.
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CAPITULO 4

Efeito da concentracao de isolado protéico de soja e montmorilonita nas
propriedades de nhanocompdésitos de amido de milho e gelatina

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da concentracdo de argila
montmorilonita sédica (MMT) e isolado protéico de soja (IPS) nas propriedades
mecanicas e de barreira de nanocompoésitos de amido de milho e gelatina. Foi
adotado um delineamento composto central rotacional 22, incluindo os quatro
pontos axiais e quatro pontos centrais, resultando em 12 experimentos; aplicavel a
metodologia de superficie de resposta a fim de maximizar a resisténcia a tragéo e
diminuir a permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos
nanocompdsitos avaliados. Os filmes foram caracterizados quanto a: propriedades
mecanicas; permeabilidade ao vapor de agua (PVA); solubilidade em &gua;
opacidade; difracdo de raios X (DRX) e microscopia eletrbnica de transmissao. A
concentracao de MMT (L) foi a Unica variavel que exerceu influéncia aumentando
a resisténcia a tracdo dos nanocompdsitos. A média da resisténcia a tracao foi de
70,63 MPa. O alongamento dos filmes foi influenciado pela concentracéo de IPS, o
valor médio desta propriedade foi ao redor de 6,64%. A PVA encontrada para os
nanocompodsitos foi de 9,92 gmm/m?dkPa. A variavel que exerceu maior influéncia
na solubilidade em &gua (18,61%) dos nanocompdsitos foi a concentragdo de
MMT. Os filmes apresentaram opacidade entre 4,81 e 28,98%. Pelas técnicas de
difracdo de raios-X e microscopia eletrbnica de transmissdo verificou-se a
formagao de estrutura intercalada e esfoliada dos nanocompésitos. Este estudo
mostrou que as propriedades funcionais dos nanocompdésitos de amido de milho e
gelatina podem ser modificadas pela variacdo na concentragcdo de MMT e IPS,

tornando promissora a utilizagdo destes materiais para embalagem de alimentos.
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1. Introducao

A maioria dos materiais, atualmente utilizados para o acondicionamento de
alimentos, ndo sdo biodegradaveis, gerando problemas ambientais. Varios
biopolimeros tém sido explorados para desenvolver materiais para as embalagens
de alimentos eco-amigaveis. No entanto, o uso de biopolimeros tem sido limitado
devido as suas pobres propriedades mecanicas e de barreira, que podem ser
melhoradas pela adigdo de compostos de reforgo (cargas), formando compdsitos
(AZEREDO, 2009).

Atualmente, 180 empresas no mundo inteiro estdo classificadas na industria
de bioplastico, sendo que entre estas um grupo de 45 ja produz um total de 400
mil toneladas por ano de bioplasticos em 14 paises diferentes, com a maior
concentracdo de empresas nos Estados Unidos, Alemanha e Japao (QUEIROZ e
COLLARES-QUEIROZ, 2009).

Nanocompdsitos biopolimero-argila sdo uma nova classe de materiais com
propriedades mecanicas potencialmente melhoradas. Estes compdsitos séo
preparados pela adicdo de baixas quantidades de argila na matriz dos
biopolimeros (ZHAO e HALLEY, 2008).

Trés principais tipos de estruturas podem ser obtidas quando uma argila é
dispersa em uma matriz polimérica: (i) estrutura de fase separada, onde as
cadeias poliméricas nao intercalam as camadas de argila, levando a obtencao de
uma estrutura de propriedades similares as de um compdsito convencional; (ii)
estrutura intercalada, onde as cadeias poliméricas sao intercaladas entre as
camadas de argila, formando uma estrutura multicamada bem ordenada, que
apresenta propriedades superiores as de um compdsito convencional; e (iii)
estrutura esfoliada, onde a argila é completa e uniformemente dispersa em uma
matriz polimérica, maximizando as interacbes polimero-argila e levando a
significativas melhorias nas propriedades fisicas e mecéanicas (ZHU e WOOL,
2006; RAY e BOUSMINA, 2005; KRISHNAMOORTI e YUREKLI, 2001; LEBARON
e PINNAVAIA, 1999).
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Diversos pesquisadores (CHUNG et al. 2010; MAJDZADEH-ARDAKANI et
al. 2010; NING et al., 2009; CYRAS et al., 2008; TANG et al., 2008; YU et al,,
2008; CHIOU et al., 2007; KAMPEERAPAPPUN et al., 2007; TUNC et al., 2007;
CHEN e ZHANG, 2006; RHIM et al., 2006; AVELLA et al., 2005; CHEN et al.,
2005; PANDEY e SINGH, 2005; WANG et al., 2005), tem desenvolvido filmes a
base de biopolimeros, utilizando argila para melhorar a resisténcia mecéanica dos

materiais.

As plantas sdo fontes potenciais de uma grande variedade de polimeros,
gue sdo renovaveis e ecologicamente corretos. Os biopolimeros agro-base sao
comestiveis e biodegradaveis, o que os tornam mais versateis que o0s polimeros
sintéticos, podendo ser utilizados na producao de plasticos, alimentos e aplicacoes
na medicina. Os amidos, materiais dominantes de reserva de carboidratos das
plantas superiores, sdo abundantes e relativamente baratos (CHUNG et al., 2010).

Varios tipos de proteinas, tais como a zeina do milho, gluten do trigo, soja,
amendoim, algodao, girassol, albumina e gelatina, tém sido estudadas como
potenciais agentes formadores de filmes (KROTCHA, 1997). A funcionalidade das
proteinas nos filmes é determinada pela microestrutura, caracteristica que varia
significativamente dependendo da estrutura inicial da proteina e do método de
preparacado (DENAVI et al., 2009).

PARK et al. (2003) prepararam nanocompoésitos de amido termoplastico
(TPS) com dois tipos de argila, Cloisite 30 B e montmorilonita Cloisite Na®. A argila
Cloisite Na* mostrou melhor dispersdo na nanoestrutura dos hibridos de TPS
devido a sua hidrofilicidade e as interacdes polares entre as camadas de silica e o
amido. A forte interagdo entre TPS e a Cloisite Na® levou ao aumento da
resisténcia mecéanica e a diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua dos
nanocompositos. Os resultados mostraram que a adicao de somente 5% de argila
na matriz de amido melhora a resisténcia a tragcdo e propriedades de barreira

destes materiais.

A gelatina é preparada pela desnaturagédo do colageno, isolado da pele e
ossos dos animais, com acido muito diluido. E muito utilizada pela indGstria de
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alimentos como gelificante, e devido a natureza anfifilica das moléculas, torna-se
um agente de emulsificacdo e estabilizante de espumas. No processo de
desidratacdo, as mudancas na sua conformacado sao irreversiveis, podendo ser
utilizada na formacgao da superficie de filmes (RAY e BOUSMINA, 2005).

ZHENG et al. (2002) prepararam, pela primeira vez, nanocompoésitos
hibridos de gelatina e montmorilonita sédica, sendo que os resultados indicaram
que a intercalacdo com MMT melhorou as propriedades térmicas da gelatina. Em
adicao, a resisténcia mecanica melhorou notavelmente. O compdsito com 5% em
peso de MMT apresentou uma resisténcia a tragdo de 78,9 MPa, 1,6 vezes maior

que a do filme de gelatina.

Plasticos biodegradaveis de proteina isolada de soja e MMT sédica, com
estrutura altamente esfoliada e intercalada, foram obtidos com sucesso pelo
método de nanocompdsitos obtidos via processo de intercalacdo em uma solucao
em meio aquoso neutro por CHEN et al. (2006). Para o conteudo de MMT menor
que 12%, a estrutura foi predominantemente esfoliada, enquanto acima desta
quantidade, a estrutura intercalada foi predominante. Os pesquisadores
verificaram que houve um aumento da forga de ruptura aplicada nas folhas de
plastico de 8,77 MPa (0% MMT) para 16,43 MPa quando 16% de MMT foi

incorporada no filme.
Os principais objetivos deste trabalho foram:

e Obter uma maximizacdo da resisténcia a tracdo e minimizacdo da
permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua de
nanocompésitos de amido de milho, gelatina, isolado protéico de soja e
argila montmorilonita so6dica, avaliando-se o efeito da concentracdo
destes dois Ultimos componentes.

e Determinar a caracterizagdo microestrutural de nanocompdésitos através
das técnicas de microscopia Optica, microscopia eletrbnica de
transmissao e difracao de raio-x.
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2. Material e métodos

2.1. Materiais

As matérias-primas utilizadas para a elaboracdo dos filmes foram as
seguintes: (i) Amido Modificado SNOW-FLAKE® 6308 (Corn Products, Brasil); (ii)
Gelatina tipo A (Leiner Davis Gelatin); (iii) Isolado Protéico de Soja - IPS (Supro
783, Solae do Brasil Ind. e Com. Ltda, Esteio Brasil); (iv) Glicerol (Synth); (v) Argila
montmorilonita Cloisite® Na* - MMT (Southern Clay Products, Inc.).

2.2. Filmes de amido, gelatina, IPS e MMT

Os filmes foram preparados com massa total de 15 gramas de gelatina,
amido (a proporgcédo de gelatina para amido utilizada foi de 2:1), IPS e MMT (a
concentracdo destes polimeros utilizada na elaboragdo dos filmes foi definida de
acordo com o delineamento composto central apresentado na Tabela 4.1) em 200
mL de agua destilada.

Inicialmente, uma suspenséo foi preparada com amido € 100 mL de agua e,

entdo, aquecida a 85°C por 15 minutos, sob agitacao constante.

Uma solucao de gelatina foi preparada, hidratando-se a gelatina em 50 mL
de agua destilada por 1 hora. Apds este periodo, a solucdo foi aquecida em
banho-maria (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande
Paulista, Brasil) com agitacdo a 70°C até a gelatina estar completamente
dissolvida (FAKHOURI e GROSSO, 2003).

Uma dispersdo com IPS e MMT foi preparada em béquer com 40 mL de
agua destilada, ajustou-se o pH para 9 com 0,1 mmol/L NaOH e HCI, e esta foi
mantida sob agitacao por 1 hora. Adicionou-se, entédo, a solucdo de gelatina e o
pH foi ajustado novamente em 9 para, entdo, o volume ser ajustado em 100 mL.

As dispersbes obtidas foram colocadas em béquer contendo 10% de
glicerol em relagdo a massa total, agitadas por 1 minuto e colocadas em banho
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ultrassénico (Lavadora Ultra-sénica- Modelo USC marca Unique Ultrasonic Clear,
Indaiatuba, SP) a 70°C por 15 minutos. Estas solugdes filmogénicas foram
distribuidas em placas Plexiglas® de 14 cm de diametro com aliquotas de 20 mL e
secas a 25°C em estufa com circulacdo de ar (marca Tecnal, modelo TE-39412,
Piracicaba, Brasil) por aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e
acondicionados de acordo com padronizagao dos testes.

2.3. Planejamento experimental

Para o estudo das formulacdes dos filmes, foi adotado um delineamento
composto central rotacional 22, incluindo os quatro pontos axiais e quatro pontos
centrais, resultando em 12 experimentos; aplicavel a metodologia de superficie de
resposta a fim de avaliar o efeito da concentragcdo de MMT e IPS nas propriedades
mecanicas e de barreira dos nanocompésitos. Cada variavel foi estudada em

cinco niveis diferentes conforme mostrado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Niveis das variaveis independentes IPS e MMT no planejamento
experimental da formulagdo dos nanocompadsitos, contendo gelatina e amido

na proporgao 2:1.

Variaveis Independentes  -1,41 -1 0 +1 +1,41
IPS (%) 0 1,5 5 8,5 10
MMT (%)* 0 1,5 5 8,5 10

* Concentragdo em massa em relagdo a massa total de sélido utilizada na formulagao (15g)

As variaveis dependentes avaliadas para cada ensaio do planejamento
experimental realizado foram: (i) resisténcia a tracdo (RT); (i) alongamento na
ruptura (ALO); (iii) permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e (iv) solubilidade em
agua (SOL).

96



Os dados foram ajustados ao modelo de segunda ordem (Equagao 1) como

uma funcéo das variaveis dependentes.

Yi=bo+ b1 X1+ b2 X2+ b 12 X12+ b 11 X12+ b 22 X22 (1)

Onde:

b, sdo coeficientes de regressao;

Yi sdo as variaveis dependentes (RT, ALO, PVA e SOL)
X1 e Xo sé@o as variaveis independentes (IPS e MMT).

O objetivo do planejamento experimental foi obter uma maximizacéao da RT e
ALO, juntamente com uma minimizacdo da PVA e SOL. Assim, foi realizada uma
analise conjunta das superficies de resposta obtidas para as variaveis
dependentes (respostas), a fim de se encontrar a regido que melhor atendesse

aos objetivos deste estudo.

2.4. Espessura

A espessura dos filmes foi determinada pela utilizacdo de um micrémetro
(Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Naucalpan de Juarez, México), fazendo-se a
média de 10 medidas aleatérias em diferentes partes do filme. Essa medida foi
obtida apds o acondicionamento dos filmes em dessecadores a 25°C e 50% UR

durante 48 horas.

2.5. Propriedades mecanicas

As medidas de RT e ALO foram determinadas usando-se texturémetro
TA.XT2 (Stable Micro System, Hasleme, UK), operado de acordo com o método
padrao ASTM D 882-02 (ASTM, 2002). As medidas foram conduzidas em
temperatura ambiente (25°C). A separacéao inicial das garras e a velocidade do

“probe” foram de 50 mm e 0,5 mm/s, respectivamente. A resisténcia a tracéo foi
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calculada dividindo-se a forga maxima pela area seccional do filme (largura do
filme x espessura inicial). Dividindo-se os valores do diferencial de extensao pela
separacao inicial das garras (50 mm) e multiplicando-se por 100, calculou-se a

porcentagem de alongamento na ruptura. Foram realizadas oito replicatas.

2.6. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A PVA dos filmes foi determinada gravimetricamente, de acordo com o
método padrdo E-96-005' da ASTM (ASTM, 2002). O filme em forma de disco foi
selado em uma célula de permeagéo feita de acrilico contendo cloreto de calcio e
colocado em um dessecador com temperatura e umidade relativa controlada (25°
C e 75% UR). O vapor de agua difundido através do filme foi determinado pelo
ganho de massa do cloreto de célcio, medido a cada 24 horas por sete dias. Os

testes foram realizados em triplicata.

2.7. Solubilidade em agua (SOL)

A SOL foi determinada segundo o método proposto por Gontard et al.
(1994). As amostras, em triplicata, foram preparadas recortando-se discos de 2
cm de didmetro. A massa seca inicial das amostras foi obtida apds secagem das
mesmas por um periodo de 24 horas a temperatura de 105°C em estufa de
circulacao e renovacado de ar (marca Tecnal, modelo TE-39412, Piracicaba,
Brasil). Ap6s a primeira pesagem, as amostras foram imersas em um recipiente
contendo 50 mL de agua destilada e colocadas sob agitacdo suave em banho
termostatico (marca Nova FEtica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande
Paulista, Brasil) durante 24 horas. ApOs este periodo, as amostras solubilizadas
foram retiradas e secas a 105°C por mais 24 horas, para a obtencdo da massa

seca final.
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2.8. Difracao de raios-X

As amostras de argila e nanocompdsitos foram analisadas por difragcédo de
raios-X (DRX) para determinar a ocorréncia da intercalagdo/esfoliagdo das
camadas de argila apds a incorporagao do polimero, visando identificar o tipo de
nanocomposito formado pela determinagdo da distancia interlamelar da argila. O
aparelho utilizado nesta andlise foi o Difratbmetro (marca PHILIPS, modelo PW
1710, Holanda), usando radiagdo Ka do cobre (comprimento de onda 1,5405 A).
As medidas foram realizadas conforme geometria Bragg-Brentano no intervalo de
2,0 a 40,0 (28) e tempo de contagem de 2 segundos. A amostra de argila foi
analisada sob a forma de pé compacto no porta amostra do equipamento. As
amostras de nanocompdésitos foram preparadas cortando-se discos de 25 mm de

diametro e 0,7 mm de espessura.

2.9. Microscopia optica

A analise de microscopia Optica tem sido utilizada em alguns trabalhos
como método preliminar de avaliacdo da microestrutura (CHUNG et al. 2010;
CARASTAN et al., 2010; VERMOGEN et al., 2005). As amostras foram
observadas em um microscopio Leica-Q500IW (Cambrigde, UK) com aumentos de
50 e 200x e as fotomicrografias foram tiradas com uma camera CCD acoplada ao

microscépio.

2.10. Microscopia Eletrénica de Transmissao

A microscopia eletrdnica de transmissao dos filmes foi realizada segundo o
procedimento descrito por Standing et al. (2001). Amostras de 2 x 2 mm de filmes
foram cortadas. A fixagcdo das amostras foi realizada com glutaraldeido 2%
(solugéo diluida com tampao cacodilato de sé6dio 0,1 M pH 7,2) por 2 horas a 4°C.
As amostras foram lavadas com tampéao cacodilato de s6dio 0,1 M (3 vezes por 10
minutos) e apds foram fixadas em 2% p/v, OsO4 (solucdo diluida com tampéao
cacodilato de sodio de Na 0,2 M, pH 7,2) por 2 horas.
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ApoOs a fixagao, foi realizada a lavagem em tampao cacodilato de sédio 0,1 M
(3 vezes por 10 minutos) e, posteriormente, as amostras foram deixadas em
tampao cacodilato de Na 0,1 M pH 7,2 durante 12 horas.

As amostras foram, entédo, desidratadas em séries de etanol por 15 minutos:
30, 50, 70, 90% v/v, e finalmente em etanol a 99,5% v/v (3 vezes por 15 minutos).
As amostras desidratadas foram imersas em éxido de propileno e etanol 99,5%
(1:1) por 20 minutos, e em éxido de propileno puro por mais 20 minutos. Apéds
esse periodo, foi realizada a inclusdo das amostras em 6xido de propileno e resina
(2:1, 1:1 e 1:2) por 90 minutos em cada caso. Finalmente, realizou-se a inclusdo
em resina pura e deixou-se durante 12 horas em rotor a temperatura ambiente, em
capela. Concluido esse periodo, foi realizada a inclusdo em resina Epon no molde
e colocado em estufa a 60°C (48-72 horas).

Depois de realizados os cortes semi-finos (com navalha de vidro) e finos (em
um ultramicrétomo (marca Leica ULTRACUT, modelo UCT, Viena, Austria) e faca
de diamante (marca Diatome, tipo Cryoisto 452, Bienne, Suica) do material seco foi
realizada a contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostras
foram observadas em um microscépio eletrénico de transmissdo (marca Carl
Zeiss, LEO-906, Oberkochen, Alemanha), operando a uma voltagem de
aceleracao de 80 kV.

3. Resultados e discussao

A Tabela 4.2 apresenta o planejamento com os 12 ensaios realizados, 0s
valores codificados, os reais e 0s resultados das propriedades mecanicas (RT e
Alo), PVA e SOL dos filmes obtidos. Os experimentos foram realizados
aleatoriamente e os dados foram tratados utilizando-se o Programa Statistica 5.0
(Software Inc., Tulsa, OKlahoma, USA).
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Tabela 4.2. Planejamento fatorial, valores codificados e reais das variaveis
independentes (IPS e MMT) e as variaveis dependentes (propriedades mecanicas,
PVA e SOL) dos filmes.

Ensaios Concentracdo Concentracao RT ALO PVA SOL
de IPS (%) de MMT(%) (MPa) (%) gmm/m?dkPa (%)

1 -1 (1,5) -1 (1,5) 67,71 3,94 12,90 23,09
2 1(8,5) -1 (1,5) 67,89 6,37 10,74 21,02
3 -1 (1,5) 1 (8,5) 70,58 4,05 7,21 13,90
4 1 (8,5) 1 (8,5) 70,15 3,45 8,92 20,47
5 -1,41 (0) 0 (5) 69,73 4,72 9,08 16,87
6 1,41 (10) 0 (5) 69,57 4,25 11,06 20,84
7 0 (5) -1,41 (0) 67,14 6,27 15,47 24,36
8 0 (5) 1,41 (10) 68,23 3,22 8,39 14,42
9 0 (5) 0 (5) 71,04 6,12 8,45 18,49
10 0 (5) 0 (5) 70,91 7,22 9,79 18,54
11 0 (5) 0 (5) 70,17 6,17 11,46 18,69
12 0 (5) 0 (5) 70,42 7,04 9,95 18,73

IPS = isolado protéico de soja ; MMT = montmorilonita sédica; RT = resisténcia a tragcéo; Alo = alongamento
na ruptura; PVA = coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua; SOL = solubilidade em agua.

3.1. Resisténcia a tracao

Os efeitos das variaveis independentes sobre a resisténcia mecénica dos
filmes estdo apresentados na Tabela 4.3. Em negrito, estao os efeitos dos fatores
que sao significativos: média, MMT(L) e MMT (Q), admitindo um intervalo de
confianca de 95%, ou seja, um nivel de significancia de 5% para a analise pelo
erro padrao (MS Residual).

O efeito estimado de uma variavel indica o quanto esta exerce influéncia
sobre a resposta. Desta forma, quanto maior for o seu valor, maior esta influéncia.
Um efeito positivo sobre a resposta indica que, ao passar de um valor minimo a
um valor maximo da variavel, o valor da resposta aumenta. No caso do efeito ser

negativo, indicara uma diminui¢ao da resposta.
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Tabela 4.3. Efeitos das variaveis independentes sobre a resisténcia a tracao dos

nanocompdsitos de amido, gelatina, IPS e MMT (R?=0,87).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 70,63373 0,320480 0,000000
IPS (L) -0,11925 0,453906 0,801547
IPS (Q) -0,77496 0,508844 0,178593
MMT (L) 1,67170 0,453906 0,010295
MMT (Q) -2,75172 0,508844 0,001652
IPSXMMT1 (L)X2(L) -0,30500 0,640965 0,651015

IPS = isolado protéico de soja ; MMT = montmorilonita sédica.

L = efeito linear e Q = efeito quadratico.

O parametro que exerceu influéncia na RT dos nanocompdésitos foi a

concentracao de MMT (Q). A média da resisténcia a tracdo ficou em torno de

70,63 £0,32 MPa.

Apbs a eliminacdo dos parametros ndo significativos, verificou-se por

analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel

de 95% de confianca, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,

conforme a Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Analise de variancia (ANOVA) para a resisténcia a tracdo dos

nanocompdsitos de amido, gelatina, IPS e MMT (p<0,05; R?=0,84).

Fonte de Somados Grausde Quadrado

variacdo  quadrados liberdade médio Fealc 9.0, p-valor
Regressao 16,72 2 8,36 21,44 426 0,004
Residuo 3,54 9 0,39
Total 20,26 11
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Barros Neto et al. (2007) sugeriram que para uma regressado ser
significativa ndo apenas estatisticamente, mas também util para fins preditivos, o
valor de F calculado para a regressao deve ser no minimo 4 vezes o valor de F

tabelado. Essa condicao € satisfeita nesse estudo.

Pela analise de variancia, verificou-se que o modelo apresentou regressao
significativa (F calculado 5,03 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,84, indicando que o

modelo explica 84% da variagdo dos dados observados.

Os filmes apresentaram RT entre 67,14 e 71,04 MPa, correspondendo aos
tratamentos 7 e 9, respectivamente (Tabela 4.2).

O modelo codificado proposto para representar a resisténcia a tracao dos
nanocompdsitos de amido de milho, gelatina, IPS e MMT, é apresentado pela
Equacéao 3.

RT=70,33+0,84 x»-1,3x,° (3)

Onde: x2 é a concentragdo de MMT (%)

As curvas de contorno geradas pelo modelo para a resisténcia a tracao
encontram-se representadas na Figura 4.1.

A concentragdo de IPS n&o influenciou na resisténcia mecénica dos
nanocompoésitos como pode ser verificado na Figura 4.1. As faixas com maiores
valores de resisténcia a tracdo foram alcancadas quando 5% a 8,5% de MMT
foram substituidos na massa total dos polimeros para obtencdo dos

nanocompdsitos.
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Figura 4.1. Curvas de contorno da resisténcia a tracdo em funcao

da concentragao de IPS e MMT.

3.2. Alongamento na ruptura

Os efeitos dos parametros lineares, quadraticos e interagdes no ALO dos
nanocompdsitos de amido de milho, gelatina, IPS e MMT estdo apresentados na
Tabela 4.5, onde os valores em negrito sdo significativos a um nivel de
significancia de 5%.

O parametro que exerceu maior influéncia no ALO foi a concentracdo de
IPS (Q), seguida pela concentracdo de MMT (Q), MMT (L) e IPSXMMT1(L)x2(L).

O valor médio do alongamento foi ao redor de 6,64+0,29%.
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Tabela 4.5. Efeitos das varidveis independentes sobre o alongamento dos
nanocompdsitos de amido, gelatina, IPS e MMT (R?=0,90).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 6,63795 0,295520 0,000001
IPS (L) 0,29270 0,418554 0,510550
IPS (Q) -2,24148 0,469214 0,003072
MMT (L) -1,78293 0,418554 0,005323
MMT (Q) -1,97992 0,469214 0,005563
1 (L)X2(L) -1,51500 0,591044 0,042721

IPS = isolado protéico de soja ; MMT = montmorilonita sédica. L = efeito linear e Q
= efeito quadratico.

Apbs a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se, por
analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianga, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,
conforme a Tabela 4.6.

Através da andlise de variancia, verificou-se que o modelo apresentou
regressao significativa (F calculado superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,84, indicando que o
modelo explica 84% da variacao dos dados observados.

Tabela 4.6. Andlise de variancia (ANOVA) para o ALO dos nanocompdsitos de
amido, gelatina, IPS e MMT (p<0,05; R?=0,84).

Fontede Somados Grausde Quadrado Ftab _valor
variacdo quadrados liberdade médio calc  (4:7:0,05) P
Regresséao 20,51 4 5,12 16 412 0,001
Residuo 2,27 7 0,32
Total 22,78 11
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O modelo codificado proposto para representar o alongamento dos
nanocompdsitos de amido de milho, gelatina, IPS e MMT € apresentado pela
Equacéo 4.

ALO=6,64-1,12x42-0,89x2-0,99 X2°-0,76 X1X2 (4)

Onde : x1é a concentragao de IPS (%)

X2 & a concentracdo de MMT (%)

As curvas de contorno, geradas pelo modelo para o ALO, encontram-se
representadas na Figura 4.2.

-
o
O = NWwhHoo

0 1,5 5 8,5

Figura 4.2. Curvas de contorno do ALO em funcdo da
concentragao de IPS e MMT.
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Com o aumento da concentracdo de argila houve uma diminuicdo no ALO
dos nanocompésitos (Figura 4.2). Os maiores valores de ALO dos materiais foram
obtidos nas concentracbes de IPS e MMT do ponto central do delineamento

experimental.

Os filmes apresentaram ALO entre 3,22 e 7,22%, correspondendo aos

tratamentos 8 e 10, respectivamente (Tabela 4.2).

3.3. Permeabilidade ao vapor de agua

Os efeitos das variaveis independentes sobre a PVA estdo apresentados na
Tabela 4.7 e foram avaliados ao nivel de significancia de 10%. Os filmes
apresentaram PVA entre 7,21 e 15,46 gmm/mzdkPa correspondendo aos

tratamentos 3 e 7, respectivamente (Tabela 4.2).

Tabela 4.7. Efeitos das variaveis independentes sobre a PVA dos nanocompésitos
de amido, gelatina, IPS e MMT (R? = 0,84).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 9,91746 0,609167 0,000003
IPS (L) 0,58691 0,862784 0,521711
IPS (Q) -0,37784 0,967210 0,709546
MMT (L) -4,38615 0,862784 0,002257
MMT (Q) 1,48643 0,967210 0,175249
IPSXMMT 1 (L)X2(L) 1,93289 1,218344 0,163723

IPS = isolado protéico de soja ; MMT = montmorilonita sédica. L = efeito linear e Q = efeito quadratico.

O parametro que exerceu maior influéncia na PVA foi a concentracao de
MMT (L). Com o aumento da concentracdo de argila houve uma diminuicdo no
coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua. Os fatores MMT (Q) e IPSxMMT
1(L)X2(L) foram considerados significativos devido ao valor de p estar préximo dos
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valores considerados significativos. O valor médio da PVA nos nanocompdsitos foi
ao redor de 9,92+0,61%.

Apbs a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se, por
analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianga, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,
conforme a Tabela 4.8.

Pela analise de variancia, verifica-se que o modelo apresentou regressao
significativa (F calculado 3,1 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,82, indicando que o
modelo explica 82% da variacao dos dados observados.

Tabela 4.8. Andlise de variancia (ANOVA) para a PVA dos nanocompésitos de
amido, gelatina, IPS e MMT (p<0,05; R?=0,82).

Fontede Somados Grausde Quadrado Ftab _valor
variacdo quadrados liberdade médio calc(3:8:0,05) P
Regressao 46,12 3 15,37 12,6 4,07 0,001
Residuo 9,82 8 1,22
Total 55,94 11

O modelo codificado proposto para representar a PVA dos nanocompadsitos
de amido de milho, gelatina, IPS e MMT ¢ apresentado pela Equacao 5.

PVA=9,77-2,19 x2+0,78 x2°+0,97 X1 X2 (5)

Onde : x1é a concentragao de IPS (%)
X2 € a concentragcao de MMT (%)

As curvas de contorno, geradas pelo modelo para a PVA, encontram-se

representadas na Figura 4.3. E possivel observar através das curvas de contorno
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que para a formulagdo de nanocompositos com baixo coeficiente de
permeabilidade ao vapor de agua a faixa 6tima é de 8,5% a 10% de MMT e de 0%
a 1,5% de IPS.

MMT
3

1,5

o
-
o

5 8,5
IPS

Il 16
— R
=12
10:|10
B 8

Figura 4.3. Curvas de contorno da PVA em funcdo da
concentracao de IPS e MMT.

3.4. Solubilidade em agua

Os efeitos dos parametros lineares, quadraticos e interagcbes na
solubilidade dos nanocompésitos de amido de milho, gelatina, IPS e MMT estao
apresentados na Tabela 4.9, onde os valores em negrito sdo significativos a um
nivel de significancia de 5%. Os filmes apresentaram solubilidade entre 13,89 e
24,36% correspondendo aos tratamentos 3 e 7, respectivamente (Tabela 4.2).

O parametro que exerceu maior influéncia na SOL foi a concentracao de

MMT (L), seguido pelos fatores IPSXMMT 1(L)X2(L) e IPS(L). O valor médio da
SOL nos nanocompésitos foi ao redor de 18,61+0,37%.
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Tabela 4.9. Efeitos das variaveis independentes sobre a SOL dos nanocompositos
de amido, gelatina, IPS e MMT (R?=0,97).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 18,61043 0,356899 0,000000
IPS (L) 2,53427 0,505488 0,002420
IPS (Q) 0,49673 0,566669 0,414426
MMT (L) -5,95690 0,505488 0,000023
MMT (Q) 1,03377 0,566669 0,117916
IPSXMMT 1 (L)X2(L) 4,32172 0,713804 0,000920

IPS = isolado protéico de soja ; MMT = montmorilonita sédica. L = efeito linear e Q
= efeito quadratico.

Apbs a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se, por
analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianga, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,
conforme a Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Andlise de variancia (ANOVA) para a SOL dos nanocompdsitos de
amido, gelatina, IPS e MMT (p<0,05; R?=0,95).

Fontede Somados Grausde Quadrado Ftab _valor
variacdo quadrados liberdade médio cac  (3:8:0,05) P
Regressdo 102,25 3 34,08 55,87 4,07 0,001
Residuo 4,89 8 0,61
Total 107,14 11

Pela analise de variancia, verifica-se que o modelo apresentou regressao
significativa (F calculado 13,72 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,95, indicando que o
modelo explica 95% da variagdo dos dados observados.
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O modelo codificado proposto para representar a SOL dos nhanocompdsitos
de amido de milho, gelatina, IPS e MMT ¢ apresentado pela Equacéo 6.

Solubilidade=19,12+1,28x1-2,98x2+2,16 X1X2 (6)

Onde : x1é a concentragao de IPS (%)
X2 € a concentracdo de MMT (%)

As curvas de contorno, geradas pelo modelo para a solubilidade,
encontram-se representadas na Figura 4.4. A minimizacdo da solubilidade dos
nanocompositos ocorreu com o aumento da concentragdo de argila dentro da faixa
estudada (0% a 10%) e IPS na faixa de concentracao de 0% a 1,5%.
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Figura 4.4. Curvas de contorno da SOL em funcdo da

concentracao de IPS e MMT.
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3.5. Difracao de raios-X

A Figura 4.5 ilustra os resultados de DRX obtidos para montmorilonita
sbédica e filmes de amido, gelatina, IPS com argila, obtidos nos ensaios do
delineamento experimental. A Tabela 4.11 mostra os angulos e distancias
interplanares correspondente ao primeiro pico, calculadas pela lei de Bragg.

A distancia interlamelar da MMT foi de 11,7 A correspondendo ao valor d de

1,17 nm fornecido pelo fabricante.

Pelos resultados obtidos, € possivel observar que ha um indicativo que os
filmes preparados nos ensaios 3, 5, 9 e 10, pelo método de solugdo, formaram

estrutura intercalada.
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Figura 4.5. Difratograma de raios-X dos filmes de amido, gelatina, IPS e
argila obtidos segundo delineamento experimental, comparados com o da
argila MMT.

A Figura 4.5 e a Tabela 4.11 mostram que os nanocompgésitos de amido,
gelatina, IPS com argila apresentaram uma distancia interlamelar ligeiramente
maior, e a intensidade relativa dos picos muito menor do que a da argila MMT
indicando uma estrutura mais desorganizada. Os valores de d (12,16 a 12,51 A)
obtidos para os filmes mostram que estes materiais apresentam estruturas

bastante semelhantes.
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Tabela 4.11. Angulos de difracdo e distancia interlamelar dos planos (001) da

argila e a diferenca (Ad) entre d dos nanocompdsitos e da argila.

20 d (A) Ad (A)
Argila montmorilonita Cloisite® Na* 7,56 11,7 -
Ensaio 1 (IPS1,5% MMT1,5%) 7,24 12,21 0,51
Ensaio 2 (IPS8,5% MMT1,5%) 7,27 12,16 0,46

Ensaio 3 (IPS1,5% MMT8,5%) - - -
Ensaio 4 (IPS8,5% MMT8,5%) - - -
Ensaio 5 (IPS0% MMT5%) 7,14 12,37 0,67
Ensaio 6 (IPS10% MMT5%) - - -
Ensaio 7 (IPS5% MMT0%) - - -
Ensaio 8 (IPS5% MMT10%) - - -
Ensaio 9 (IPS5% MMT5%) 7,06 12,51 0,81
Ensaio 10 (IPS5% MMT5%) 7,2 12,27 0,57

Os valores de expansdo da galeria (Ad=0,57 a 0,81 A) obtidos para os
nanocompdsitos de amido, gelatina IPS com argila sdo semelhantes aos obtidos
por outros autores para nanocompésitos de amido termoplastico e argila,
preparados pela técnica via solu¢do (MAJDZADEH-ARDAKANI et al., 2010;
CYRAS et al., 2008; KAMPEERAPAPPUN et al., 2007).

Os difratogramas dos filmes obtidos nos ensaios 1, 2 e 7 foram muito
semelhantes, devido a baixa concentragdo e auséncia de argila 1,5%, 1,5% e 0%,

respectivamente.

Os bio-nanocompositos obtidos nos ensaios 3 (IPS1,5% MMT8,5%); 4
(IPS8,5% MMT8,5%); 6 (IPS10% MMT5%) e 8 (IPS5% MMT10%) apresentaram
estrutura amorfa sendo um indicativo de esfoliacdo da montomorilonita sédica e da
formagéo de nanocompdsito.

Kumar et al. (2010) prepararam bio-nancompoésitos de IPS com quatro
diferentes niveis de MMT (0%, 5%, 10% e 15%) para avaliar o efeito da
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concentragao da argila nas propriedades dos filmes. A estrutura da MMT na matriz
de proteina de soja variou de esfoliada em concentracbes menores de argila (5%),
parcialmente esfoliada para a concentragédo de 10% a intercalada quando 15% de
argila foi utilizada.

Chiou et al. (2007) compararam o efeito de 5, 10 e 15% de glicerol em
dispersbes de argila. Para suas amostras, a adicao de 5% de glicerol produziu a
maior esfoliacdo na nanoargila, enquanto a adicdo de 10 e 15% de glicerol
produziu uma nanoargila intercalada. Eles concluiram que a incorporagéo
suficiente de glicerol dentro das amostras de amido-argila inibia a intercalacao até
certo ponto, porque um aumento na interacao do amido / glicerol poderia competir
com as interagdes entre glicerol, amido e superficie da argila.

3.6. Microscopia 6ptica e microscopia eletronica de transmissao

As Figuras 4.6 e 4.7 apresentam as micrografias dos filmes de amido e
gelatina, com diferentes concentragdes de IPS e MMT, com um aumento de 50
vezes e de 200 vezes. E possivel observar que as amostras, de uma forma geral,
apresentam estruturas semelhantes com pequenas variagdes relacionadas
principalmente a concentracao de MMT.

Pelas micrografias das amostras preparadas por solucéo, pode-se observar
que apesar da argila e polimeros organicos terem sido dispersos no solvente,
ainda ha particulas de tamanhos relativamente grandes, indicando que o solvente
nao foi capaz de desfazer todos os aglomerados.

Nas Figuras 4.6¢ e 4.6d (filmes com 8,5% de MMT) e Figura 4.7c (filmes
com 10% de MMT), pode-se observar uma mudanca na estrutura dos filmes que
apresentaram uma superficie irregular, indicando heterogeneidade. Ja, as
formulacbes com 5% de MMT (Figura 4.6e, Figura 4.7a, 4.7d e 4.7¢)
apresentaram estruturas semelhantes com uma superficie mais homogénea,
indicando melhor interacao entre a argila e os polimeros.
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Figura 4.6. Microscopia dptica em diferentes aumentos dos nanocompdsitos de

gelatina, amido contendo as seguintes concentracGes de IPS e MMT, respectivamente:

(a) 1,5%; 1,5%; (b) 8,5%; 1,5%; (c) 1,5%; 8,5%; (d) 8,5%; 8,5% e (e) 0% e 5%.
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Figura 4.7. Microscopia Optica em diferentes aumentos dos nanocompdsitos de

gelatina, amido contendo as seguintes concentragBes de IPS e MMT, respectivamente:

(a) 10%,; 5%; (b) 5%; 0%; (c) 5%; 10%; (d) 5%; 5% e (e) 5%; 5%.
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Para confirmar a formagao de nanoestrutura dos filmes de gelatina, amido e
IPS com argila e verificar as conclusées do DRX, MET foi realizada.

As Figuras 4.8 e 4.9 apresentam as MET- micrografias em dois aumentos
dos filmes de gelatina, amido e IPS com argila, obtidos pelo método de solugéo,
de acordo com o delineamento experimental.

(b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 nm (d) 10000x 2000 nm (e) 10000x 2000 nm

PARTE IR | LT

100000x 200 nm 100000x 200 nm

100000x 200 nm

il

Figura 4.8. MET-micrografias em diferentes aumentos dos nanocompésitos de gelatina, amido contendo as seguintes
concentragoes de IPS e MMT respectivamente: a) 1,5%; 1,5%; b) 8,5%; 1,5%; c) 1,5%; 8,5%; d) 8,5%; 8,5% e e) 0% e 5%.

Pela visualizagcdo das micrografias, & possivel observar que com o aumento
da concentragéo de argila, ha presenca de uma quantidade maior de tactéides. As
imagens da Figura 4.8a e b mostram que os nanocompdsitos com 1,5% de argila
montmorilonita apresentaram estruturas semelhantes com a presenca de poucas
lamelas intercaladas. Ja, na Figura 4.8 ¢, d e e (8,5%, 8,5% e 5% de MMT),
observa-se uma quantidade de tactdides maior, devido a concentragdo da argila
utilizada nas respectivas formulagoes.

Na Figura 4.9b, € possivel verificar que na auséncia da argila nao existe a
presenca de tactdides, como era esperado.
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(a) 10000x 2000 nm (b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 nm (d) 10000x 2000 nm (e) 10000x 2000 nm

100000x 200 nm 100000x 200 nm

100000x 200 nm 100000x 200 nm

i X 7
o

[T
Figura 4.9. MET micrografias em diferentes aumentos dos nanocompdsitos de gelatina, amido contendo as seguintes
concentragBes de IPS e MMT respectivamente: a) 10%; 5%; b) 5%; 0%; c) 5%; 10%; d) 5%; 5% e e) 5%; 5%.

4. Conclusoes

Este estudo mostrou que as propriedades funcionais dos nanocompdsitos
de amido de milho e gelatina podem ser modificadas pela variagdo na
concentracao de MMT e IPS, utilizados no preparo dos materiais.

Filmes com maior RT foram obtidos quando 5% de MMT foi utilizada na
formulacédo para a obtengdo dos nanocompédsitos. Nanocompédsitos com 5% de
MMT e 5% de IPS apresentaram melhores resultados para ALO (em torno de
6,5%). Os menores valores de PVA e SOL foram encontrados nos
nanocompositos formulados com a concentracdo de MMT em torno de 8,5% e IPS
1,46%.

Os filmes com 5% de MMT e 5% de IPS foram os que apresentaram
melhores propriedades mecénicas e de barreira.
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CAPITULO 5 - ESTUDO DO EFEITO DA INCORPORACAO DE
QUITOSANA NAS PROPRIEDADES DE NANOCOMPOSITOS DE AMIDO,
GELATINA, ISOLADO PROTEICO DE SOJA E ARGILA
MONTMORILONITA SODICA
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CAPITULO 5

Estudo do efeito da incorporacao de quitosana nas propriedades de
nanocompositos de amido, gelatina, isolado protéico de soja e argila

montmorilonita sodica.

Resumo

Filmes de amido de milho, gelatina, quitosana e montmorilonita Na+ foram
preparados e suas propriedades foram caracterizadas com ensaios de tragéo,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade em agua e opacidade. Para avaliar
a influéncia da quitosana nos filmes de amido e gelatina, foram avaliados os
seguintes tipos de quitosana e concentracao de argila montmorilonita sédica: (i)
quitosana de baixa massa molecular (b.m.m.) nas concentragcdes de 3,75%
(SSGC3,75%); 5% (SSGC5%); 7,5% (SSGC7,5%) e 10% (SSGC10%); (ii)
quitosana de média massa molecular (m.m.m.) nas concentracées de 5%
(SSGCMH5%) e 10% (SSGCMH10%) e (iii) quitosana de b.m.m. na concentracao
de 3,75% e de argila montmorilonita sédica na concentragdo de 5% (SSGCC5%) e
(iv) quitosana de b.m.m. na concentracao de 7,5% e de argila montmorilonita
sbédica na concentragcdo de 10% (SSGCC10%). Como agente plastificante foi
utilizado 10% de glicerol em relacdo a massa total para todas as formulagdes
estudadas. Com o aumento da concentragdo de quitosana e a adicdo de argila
houve um aumento na opacidade dos filmes, sendo que a formulagdo que
apresentou menor opacidade (10,8%) foi a SSGC 3,75%. A formulacao que
apresentou a menor PVA foi a SSGCC 10% (9,43 gmm/m?dkPa) e a menor
solubilidade (16,05%) foi a SSGC 3,75%. Entre as formulacbes estudadas com a
adicdo de quitosana o filme mais resistente a tracao foi o SSGC10% com 82,08
MPa e alongamento de 6,15%. Com a adi¢ao da argila, houve uma diminuigao na
resisténcia mecanica dos filmes, indicando a falta de interagdo dos compdsitos
pela metodologia investigada.

Palavras-chave: amido, gelatina, quitosana, argila, nanocompdésitos.
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1. Introducao

Os polimeros quitina e quitosana tém sido bastante estudados devido ao
elevado potencial de aplicacdo em industrias alimenticias, farmacéuticas,
cosméticas e na agricultura. A utilizagdo desses compostos em varias areas
justifica-se pelo baixo custo de producdo, os quais sao produzidos a partir de
descartes do processamento de crustaceos, fonte abundante e renovavel (REGE
et al., 1999).

A quitina e a quitosana sao aminoglicopirananas compostas pelos
monémeros N-acetil-D-glicosamina (GlcNac) e D-glicosamina (GIcN). Os
polimeros podem ser diferenciados por suas solubilidades em solucdo aquosa de
acido acético 1% (v/v). Quitina, contendo um numero maior ou igual a 40% de
GlcNac é insoluvel, sendo que os polimeros soluveis sao designados de quitosana
(PETER, 2002). A quitosana é composta de trés grupos funcionais reativos, um
grupo amino e dois grupos hidroxilas primario e secundario nas posicées dos
carbonos C-2, C-3 e C-6, respectivamente (FURASAKI et al., 1996). Processos
quimicos e biotecnolégicos estdo sendo, atualmente, investigados para a
producdo de quitosana. Industrialmente, quitosana é produzida a partir da
desacetilagdo alcalina da quitina (hidrélise alcalina), porém quitosana também
pode ser obtida a partir da desacetilacdo enzimatica de quitina, processo este
investigado em pesquisas laboratoriais.

Considerando a tendéncia na busca de produtos saudaveis da moderna
tecnologia de alimentos, o uso de filmes a base de biopolimeros ativos como
materiais de embalagem é muito importante. Entre os biopolimeros conhecidos, a
quitosana parece ser altamente promissora como aditivo para preparacdo de
filmes, devido principalmente ao seu carater catidnico e propriedades versateis.
Contudo, considerando-se o custo de preparacdo da quitosana, torna-se
interessante combina-la com outros biopolimeros tais como proteina animal e
polissacarideos. Pesquisas no melhoramento das propriedades mecanicas,
transporte do vapor de agua e habilidade de permeacao de agua sdo também
necessarios (AIDER, 2010).
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O uso de preenchedores com pelo menos uma dimensdao em nanoescala
(nanoparticulas) produz nanocompdsitos. As nanoparticulas tém
proporcionalmente area superficial maior do que seus equivalentes em
microescala, o que favorece a interacdo entre a matriz e o preenchedor e a
performance do material resultante. Além disto, nanoreforcadores podem ter
outras funcbes quando adicionados a um polimero, tais como atividade
antimicrobiana, imobilizacdo enzimatica, biosensor, etc (AZEREDO, 2009).

A incorporacdo de nanomateriais para producao de embalagens plasticas
tem sido realizada pelas industrias do setor de plasticos para promover a melhoria
das propriedades de barreira dos materiais. Diversas pesquisas tem sido
realizadas com a utilizagao de nanocargas na producéao de filmes elaborados com
polimeros organicos naturais.

Os argilominerais mais utilizados para a producdo de nanocompadsitos
pertencem ao grupo das esmectitas, como, por exemplo, as montmorilonitas
(MMT), hectoritas e saponitas, sendo a MMT a mais importante delas.

PINOTTI et al. (2007) obtiveram filmes biodegradaveis de quitosana com
metilcelulose por método de solugcdo. Foram preparados filmes com as seguintes
proporcoes entre quitosana e metilcelulose: 25:75; 50:50 e 75:25. Os filmes com
maior teor de quitosana apresentaram maior rigidez. A flexibilidade dos filmes
aumentaram com o maior teor de metilcelulose.

BAGYEKAN et al. (2006) prepararam filmes de quitosana com amido de
mandioca e verificaram que com o0 aumento da concentracdo de quitosana houve
um aumento significativo da tensdo de ruptura e diminuicdo da percentual de
alongamento e quebra, apresentando propriedades mecéanicas superiores aos

filmes preparados somente com amido.

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da adicdo de quitosana nas
propriedades fisicas, mecanicas, de barreira e estruturais de filmes de amido,
gelatina e isolado protéico de soja e de nanocompédsitos de amido, gelatina,
isolado protéico de soja e argila montmorilonita sddica.
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2. Material e Métodos

2.1. Material

As matérias-primas utilizadas para a elaboragéo dos filmes e nanocompdsitos
foram as seguintes: (i) Amido Modificado SNOW-FLAKE® 6308 (Corn Products,
Brasil); (ii) Gelatina tipo A (Leiner Davis Gelatin); (iii) Isolado Protéico de Soja (Supro
783, Solae do Brasil Ind. e Com. Ltda, Esteio, Brasil); (iv) Quitosana de baixa e média
massa molecular (Sigma-Aldrich); (v) Glicerol (Synth); (vi) Argila montmorilonita
Cloisite® Na* (Southern Clay Products, Inc.).

2.2. Filme de amido, gelatina e quitosana.

Dispersdes, com uma massa total de 15 gramas, de gelatina, amido (a
proporcdo de gelatina para amido utilizada foi de 2:1) e quitosana de baixo e
médio peso molecular (sendo uma dispersdo com 5% de quitosana e outra 10%
de quitosana em relacdo a massa total) foram preparadas em 200 mL de agua
destilada conforme descrito a seguir.

Uma solugédo de quitosana foi elaborada dissolvendo-se 2% em solucao de
acido acético 1% (v/v) seguido pela filtracdo a vacuo em papel de filtro, para

separacao de materiais insoluveis.

Uma solucao, contendo amido e quitosana em aproximadamente 100 mL de
solugdo de 4gua destilada e 4cido aceético foi elaborada sob constante agitacao.
AplGs a total dispersdo a suspensao foi aquecida a 85°C por 15 minutos, sob
agitacao constante.

A solucéo de gelatina foi preparada hidratando-se a gelatina em 100 mL de
agua destilada por 1 hora. Apés este periodo, a solucao foi aquecida em banho-
maria (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande Paulista,
Brasil) com agitacdo a 70°C até a gelatina estar completamente dissolvida
(FAKHOURI, GROSSO, 2003).
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As solucbes obtidas conforme descrito acima foram entdo colocadas em um
béquer contendo 10% de glicerol em relacdo a massa total, agitadas por 1 minuto
e colocadas em banho ultrassénico (Lavadora Ultra-sénica- Modelo USC marca
Unique Ultrasonic Clear, Indaiatuba, SP) a 70°C por 15 minutos. A solugao
filmogénica resultante foi distribuida em placas Plexiglas® de 14 cm de diametro
com aliquotas de 20 mL e seca a 25°C em estufa com circulagdo de ar por
aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e acondicionados de

acordo com padronizagéo dos testes.

2.3. Filme de amido, gelatina, quitosana e MMT

Dispersbes, com uma massa total de 15 gramas, de gelatina, amido (a
proporcéo de gelatina para amido utilizada foi de 2:1), quitosana de baixo e médio
peso molecular (sendo uma dispersao com 3,75% de quitosana e outra 7,5% de
quitosana em relacao a massa total) e argila montmorilonita (sendo uma dispersao
com 5% e outra com 10%) foram preparada em 200 mL de agua destilada
conforme descrito a seguir.

Uma solugédo de quitosana foi elaborada dissolvendo-se 2% em solucao de
acido acético 1% (v/v) seguido pela filtracdo, para separacdo de materiais

insolUveis.

Uma solucao, contendo amido e quitosana em aproximadamente 100 mL de
solugdo de 4gua destilada e 4cido aceético foi elaborada sob constante agitacao.
AplGs a total dispersdo a suspensao foi aquecida a 85°C por 15 minutos, sob
agitacao constante.

A solucao de gelatina foi preparada hidratando-se a gelatina em 50 mL de
agua destilada por 1 hora. Apés este periodo, a solucao foi aquecida em banho-
maria (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande Paulista,
Brasil) com agitagcdo a 70°C até a gelatina estar completamente dissolvida
(FAKHOURI, GROSSO, 2003).

Uma dispersao de argila foi preparada em 50 mL de agua destilada por 1
hora sob constante agitacao.
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As dispersdes obtidas, conforme descrito acima, foram entdo colocadas em
um béquer contendo 10% de glicerol em relagcdo a massa total, agitadas por 1
minuto e colocadas em banho ultrassénico (Lavadora Ultra-sénica- Modelo USC
marca Unique Ultrasonic Clear, Indaiatuba, SP) a 70°C por 15 minutos. A solugao
filmogénica resultante foi distribuida em placas Plexiglas® de 14 cm de diametro
com aliquotas de 20 mL e seca a 25°C em estufa com circulagdo de ar por
aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e acondicionados de

acordo com padronizagéo dos testes.

As solugbes preparadas com quitosana de médio peso molecular quando
misturadas as dispersdes de gelatina com argila tornaram-se muito viscosas, nao

sendo possivel realizar o espalhamento nas placas.

Foram realizados testes de formulagcbées com 10% de quitosana de baixo
peso molecular e 10% de argila; 15% de quitosana de baixo peso molecular e 10%
de argila pela mesma metodologia de preparo citada acima. Nao foi possivel
realizar o espalhamento das solugcdes filmogénicas nas placas devido a alta
viscosidade das formulacbes obtidas. Deste modo foram preparados
nanocompdsitos com 3,75% de quitosana de baixo peso molecular e 5% de argila
(SSGCC5%) e nanocompésitos com 7,5% de quitosana de baixo peso molecular e
10% de argila (SSGCC10%).

2.4. Filmes de amido, gelatina, isolado protéico de soja, quitosana e MMT

Os filmes foram preparados a partir de gelatina, amido (a proporcéo de
gelatina para amido utilizada foi de 2:1), isolado protéico de soja (5% em relacao a
massa de sélidos), quitosana de baixa massa molecular (5% e 10% em relagcéo a
massa de sélidos) e MMT (5% em relagdo a massa de sdélidos) em 200 mL de
agua destilada (massa total de 15 gramas).

Uma solugéo, contendo amido e quitosana em aproximadamente 100 mL de
solugdo de 4gua destilada e 4cido aceético foi elaborada sob constante agitacao.
AplGs a total dispersdo a suspensao foi aquecida a 85°C por 15 minutos, sob
agitacao constante.
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A solugédo de gelatina foi preparada hidratando-se a gelatina em 50 mL de
agua destilada por 1 hora. Apés este periodo, a solucao foi aquecida em banho-
maria (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande Paulista,
Brasil) com agitacdo a 70°C até a gelatina estar completamente dissolvida
(FAKHOURI, GROSSO, 20083).

Uma dispersao com IPS e MMT foi realizada adicionando-se 40 mL de 4gua
destilada, ajustou-se o pH para 9 com 0,1 mmol/L NaOH e HCI, e esta foi mantida
sob agitagdo por uma hora. Adicionou-se, entdo a solucao de gelatina, e o pH foi
ajustado novamente em 9 para ser entdo completado o volume total em 100 mL.

As dispersdes obtidas foram, finalmente, colocadas em um béquer contendo

10% de glicerol em relacdo a massa total, agitadas por 1 minuto e colocadas em

banho ultrassénico (Lavadora Ultra-sénica- Modelo USC marca Unique Ultrasonic
Clear, Indaiatuba, SP) a 70°C por 15 minutos.

As solucdes filmogénicas obtidas através desta metodologia, além de muito

viscosas, ndo foram homogéneas devido a insolubilidade da quitosana em pH

acima de 6 ndo sendo possivel obter filmes com esta mistura de polimeros.

2.5. Aspecto visual

As andlises visuais e tateis foram realizadas visando selecionar somente 0s
filmes homogéneos (com coloracdo uniforme e sem a presenca de particulas
insoluveis) e flexiveis (facilidade de manuseio, ndo apresentando rupturas ou

zonas quebradicas).

2.6. Espessura do filme

A espessura dos filmes foi determinada com a utilizacdo de um micrémetro
(Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Naucalpan de Juarez, México), fazendo-se a
média de 10 medidas aleatérias em diferentes partes do filme. Essa medida foi
obtida apds o acondicionamento dos filmes em dessecadores a temperatura de
25°C e 50% de umidade relativa durante 48 horas.
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2.7. Opacidade e transmitancia luminosa dos filmes

A opacidade dos filmes foi determinada de acordo com o método padréao D-
1003-07F' da ASTM (ASTM, 2007), utilizando-se o colorimetro Hunterlab
(Colorquest II, Faifax, USA) com iluminante padrdo Dg e angulo de 10°. A
determinacao da cor dos filmes baseou-se no sistema CIEL a*b*. Neste sistema,
L* indica luminosidade, que varia de zero (preto) a 100 (branco); enquanto a* e b*
representam as coordenadas de cromaticidade, sendo que +a* indica tendéncia
para o vermelho e -a* tendéncia para o verde; +b* indica tendéncia para o amarelo
e —b* tendéncia para o azul. As determinagbes foram realizadas em quatro
medidas para cada amostra, apdés a calibragdo do colorimetro no modo
transmitancia total (HUNTERLAB, 1997).

A opacidade foi determinada através da equagéo:

Opacidade= Td/ Ttx 100 (1)
Onde:
Td é a transmitancia difusa
Tt é a transmitancia total

Foi calculada a diferenca total de cor (AE) [2], de acordo com a

equagao:
AE = [ (AL)*+(Aa) 2 +(Ab) 1" (2)

em que A = diferenca entre cada parametro de cor das amostras com e sem

tratamento.

Os valores padrdes foram os da formulagdo SSG: L = 93.96, a = -0.17, b =
1,76.
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2.8. Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi determinada segundo o método
proposto por Gontard et al. (1994). As amostras, em triplicata, foram preparadas
recortando-se discos de 2 cm de didmetro. O peso seco inicial das amostras foi
obtido apds secagem das mesmas por um periodo de 24 horas a temperatura de
105°C em estufa de circulagdo e renovacao de ar (TECNAL, Modelo TE 394/2,
Piracicaba, Brasil). Apds a primeira pesagem, as amostras foram imersas em um
recipiente contendo 50 mL de agua destilada e colocadas sob agitagdo suave em
banho termostatico (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande
Paulista, Brasil) durante 24 horas. ApGs este periodo, as amostras solubilizadas
foram retiradas e secas a temperatura de 105°C por mais 24 horas, para a
obtencao da massa seca final.

2.9. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes foi determinada
gravimetricamente, de acordo com o método padrdo E-96-005' da ASTM (ASTM,
2002). A amostra de filme, em forma de disco, foi selada em uma célula de
permeacao feita de acrilico contendo cloreto de célcio e colocada em um
dessecador com temperatura e umidade relativa controlada (25° C e 75% UR). O
vapor de agua difundido através do filme foi determinado pelo ganho de massa do
cloreto de calcio, medido a cada 24 horas por sete dias. Os testes foram
realizados em triplicatas.

2.10. Propriedades mecanicas
A resisténcia a tragdo e porcentagem de alongamento na ruptura foram
determinadas utilizando-se texturémetro TA.XT2 (Stable Micro System, Hasleme,
UK), operado de acordo com o método padrdao ASTM D 882-02 (ASTM, 2002). As
medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25°C). A separacao inicial
das garras e a velocidade do “probe” foram de 50 mm e 0,5 mm/s,
respectivamente. A resisténcia a tragcao foi calculada dividindo-se a forca maxima
pela area seccional do filme (largura do filme x espessura inicial). A porcentagem
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de alongamento na ruptura foi obtida dividindo-se os valores do diferencial de
extensao pela separacgao inicial das garras (50 mm) e multiplicando-se por 100.
Foram realizadas oito replicatas.

2.11. Difracao de raios-X

As amostras de argila e nanocompdsitos foram analisadas por difragcédo de
raios X (DRX) para determinar a ocorréncia da intercalagdo/esfoliacdo das
camadas de argila apds a incorporagao do polimero, visando identificar o tipo de
nanocompésito formado pela determinacédo da distancia interlamelar da argila. O
aparelho utilizado nesta andlise foi o Difratdbmetro, marca PHILIPS (modelo PW
1710, Holanda), usando radiagdo Ka do cobre (comprimento de onda 1,5405 A).
As medidas foram realizadas conforme geometria Bragg-Brentano no intervalo de
2,0 a 40,0 (28) e tempo de contagem de 2 segundos. A amostra de argila foi
analisada sob a forma de pé compacto no porta amostra do equipamento. As
amostras de nanocompdésitos foram preparadas cortando-se discos de 25 mm de

diametro e 0,7 mm de espessura.

2.12. Microscopia eletrénica de transmissao

A microscopia eletrdnica de transmissao dos filmes foi realizada segundo o
procedimento descrito por Standing et al. (2001). Amostras de 2 x 2 mm de filmes
foram cortadas. A fixacdo das amostras foi realizada com glutaraldeido 2%
(solucéo diluida com tampéao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2) por 2 horas a 4°C.
As amostras foram lavadas com tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M (3 vezes por 10
minutos) e apos foram fixadas em 2% w/v, OsO4 (solucdo diluida com tampao
cacodilato de sédio de Na 0,2 M, pH 7,2) por 2 horas.

Apoés a fixagao, foi realizada a lavagem em tampao cacodilato de sédio 0,1 M
(3 vezes por 10 minutos) e, posteriormente, as amostras foram deixadas em
tampao cacodilato de Na 0,1 M pH 7,2 durante 12 horas.

As amostras foram, entdo, desidratadas em séries de etanol por 15 minutos:
30, 50, 70, 90% v/v, e finalmente em etanol a 99,5% v/v (3 vezes por 15 minutos).

As amostras desidratadas foram imersas em 6xido de propileno e etanol 99,5%
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(1:1) por 20 minutos, e em &xido de propileno puro por mais 20 minutos. Apds
esse periodo, foi realizada a inclusdo das amostras em 6xido de propileno e resina
(2:1, 1:1 e 1:2) por 90 minutos em cada caso. Finalmente, realizou-se a incluséo
em resina pura e deixou-se durante 12 horas em rotor a temperatura ambiente, em
capela. Concluido esse periodo, foi realizada a inclusdo em resina Epon no molde
e colocado em estufa a 60°C (48-72 horas).

Depois de realizados os cortes semi-finos (com navalha de vidro) e finos (em
um ultramicrétomo da marca RMC modelo MT-7000 e faca de diamante da marca
Diatome tipo Cryoisto 45°) do material seco foi realizada a contrastacdo com
acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostras foram observadas em um
microscopio eletrénico de transmissao (marca Carl Zeiss, LEO-906, Oberkochen,

Alemanha), operando a uma voltagem de aceleragao de 100 kV.

2.13. Andlise estatistica

O programa estatistico SAS (Statistical Analysis System — SAS Institute
Inc., North Carolina, USA), versao 8.0, foi usado para calcular as analises de
variancia (ANOVA) dos resultados. O teste de Tukey foi usado para determinar

diferencas entre as propriedades dos filmes no intervalo de 95% de confianca.
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3. Resultados e discussao

As formulacdes de filmes de amido, gelatina, quitosana e argila, que foram
elaboradas nesta etapa da pesquisa, receberam a nomenclatura apresentadas na
Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Nomenclatura adotada para os filmes elaborados a partir de amido,

gelatina, quitosana e argila Montmorilonita.

Filmes Sigla

Amido, gelatina e quitosana de baixa massa molecular

SSGC3,75%
(b.m.m.). 3,75%
Amido, gelatina e quitosana de b.m.m. 5% SSGC5%
Amido, gelatina e quitosana de b.m.m. 7,5% SSGC7,5%
Amido, gelatina e quitosana de b. m.m. 10% SSGC10%

Amido, gelatina e quitosana de média massa molecular (m. SSGCMH5%
m. m.) 5%

Amido, gelatina e quitosana de m. m.m. 10% SSGCMH10%
Amido, gelatina, quitosana de b.m. m. 3,75% e argila 5%. SSGCC5%
Amido, gelatina, quitosana de b. m. m. 7,5% e argila 10%. SSGCC10%

3.1. Aspecto visual, opacidade e cor dos filmes

Conforme se pode observar na Figura 5.1, todos os filmes desenvolvidos
apresentaram desprendimento das placas, aparéncia e transparéncia visual

similar aos filmes plasticos sintéticos.
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¢ Je Amido, Gelatina e
Quitosana (5%)

Filme de Amido, Gelatina,
Quitosana (3,75%)

Filme de Amido, Gelatina,
Quitosana (7,5%)

Filme de Amido, Gelatina o
Quitosana médio peso
molecular (5%)

Filme de Amido, Gelatina e
Quitosana médio peso
molecular (10%)

Filme de Amido, Gelatina,
Quitosana (3,75%) e MMT (5%)

Filme de Amido, Gelatina,
Quitosana (7,5%) e MMT (10%)

Figura 5.1. Filmes a) SSGC3,75%; b) SSGC5% ¢) SSGC7,5% d) SSGC10%;
e) SSGCMH5%; f) SSGCMH10%, g) SSGCC5%, h) SSGCC10%
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Durante a formulacao dos filmes de amido, gelatina e quitosana de médio
massa molecular (SSGCMH5% e SSGCMH10%), houve dificuldade no
plagueamento das aliquotas da solugdo filmogénica final devido a alta viscosidade
das solucbes. Apds a secagem por aproximadamente 24 horas dos materiais, foi
possivel observar a presenca de poucas bolhas nos filmes obtidos na formulacéo
com 5% de quitosana e em grande quantidade quando 10% de quitosana de
média massa molecular foi adicionada na formulacdo do material, conforme pode-
se observar na Figura 5.1.

O nanocompésito formulado com 7,5% de quitosana b.m.m. e 10% de argila
também apresentou uma grande quantidade de bolhas e menor transparéncia,
provavelmente devido a presenca da MMTNa™.

Quando as concentragdes, variando de 3,75% a 10%, de quitosana de
baixa e média massa molecular foram substituidas em relagdo a massa total de
amido e gelatina na formulacdo dos filmes, houve um aumento significativo no
valor de opacidade de 3,91% para a faixa de 10,8% a 15,58% (Figura 5.2).

Dentre os filmes desenvolvidos, o preparado com amido e gelatina (SSGQG)
foi 0 que apresentou menor valor de opacidade 3,91%, como pode se observar na
Figura 5.2. A adicdo de quitosana de baixa massa molecular nas concentragbes
de 3,75%; 5%; 7,5% e 10% nas formulacées SSGC3,75%, SSGC5%, SSGC7,5%,
SSGC10% causou um aumento significativo na opacidade dos filmes quando
10% de quitosana foi adicionado.

A opacidade do material € um indicativo de quanta luz passa através dele.
Quanto maior for a opacidade, menor é a quantidade de luz que atravessa o
material.

Os nanocompdsitos obtidos apresentaram transparéncia, mas a presencga
da argila conferiu aos materiais maiores valores de opacidade, sendo de 39,24% e
55,31% para os filmes com 5% e 10% de argila mineral, respectivamente.
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Opacidade

W SSGC3,75% MSSGC5% W SSGC7,5% SSGC10% M SSGCC5%
72 SSGCC10% =SSGCMH5% & SSGCMH10% OSSG

55,31

|"LES
108 12,02 1148 % & 12,62

ey — 3,91
H H N oA = E =

Figura 5.2. Opacidade dos filmes compostos de amido de milho SS, gelatina e
quitosana de baixa massa molecular nas concentracdes de 3,75%, 5%, 7,5%,
10% (SSGC3,75%, SSGC5%, SSGC7,5%, SSGC10%), amido de milho SS,
gelatina, quitosana de baixo peso molecular nas concentracdes de 3,75% e 7,5%
e MMT nas concentracbes de 5% e 10% (SSGCC5% e SSGCC10%), amido de
milho SS, gelatina e quitosana de média massa molecular nas concentragbes de
5% e 10% (SSGCMH5%, SSGCMH10%), e filmes de amido e gelatina (SSG).

Todos os filmes foram transparentes e apresentaram tom amarelo.. Com
relacdo a luminosidade (L), é possivel observar que os valores obtidos entre
93,40 e 94,21 (Tabela 5.2) sédo relativamente semelhantes aos obtidos para filmes
de quitosana com argila por Casariego et al. (2009), para os quais a faixa de
valores entre 91,02 e 94,24 indicam que as amostras apresentaram-se claras.

O valor de b* é o parametro que descreve a cor dos filmes de amido e
gelatina indicando que o tom amarelo aumentou nos filmes significativamente a
partir da substituicio de 5% de quitosana de baixo peso molecular nas
formulagdes estudadas, conforme pode-se observar na Tabela 5.2. Isto se deve a

cor amarela natural da quitosana.
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Os nanocompésitos de amido de milho, gelatina, quitosana e argila
MMTNa* apresentaram valores de Chroma 4,38+0,15 e 5,2740,18 que indicam
baixa saturagao da cor amarela.

A espessura dos filmes variou de 0,066 mm (SSGCMH5% e SSGCMH10%)
a 0,079 mm (SSGC3,75%), como pode ser observado na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Valores de opacidade, espessura, luminosidade L, parametros de cor
a* e b* e Chroma dos filmes de amido, gelatina, quitosana e nanocompdésitos de

amido, gelatina, quitosana e argila.

Filmes Opacidade Esp. L a b* Chroma AE
SSGC3,75%  10,8°+0,79  0,079°+0,007 93,54°°+0,11 -0,081°+0,009  1,77'+0,08 1,77'+0,08  0,43°+0,05
SSGC5% 12,02°+0,53 0,072*°°+0,004 93,68°°+0,09 -0,073%°#0,007  1,99%°+0,03  1,99°°+0,03 0,38°'+0,04
SSGC7,5% 11,48°+1,05 0,075%+0,006 93,40°+0,01 -0,106°t0,009  2,12°+0,13  2,12°+0,13  0,68°+0,08
SSGC10% 15,58°40,93  0,069°°#0,004 93,55%+0,10 -0,045°+0,005  2,48°+0,08  2,48°:0,08  0,84°:0,06
SSGCC5% 39,24°+1,93 0,075®+0,006 93,77°:0,13  0,134°#0,013  4,37°+0,15  4,38°+0,15  2,64°+0,15
SSGCC10%  55,31%2,91  0,069°°4#0,007 94,21%+0,16  0,416°+0,04 5,26%0,19  5,27°+0,18  3,56°0,17
SSGCMH5%  11,78°#0,53  0,066°+0,003  93,77°#0,14 -0,056°°+0,007 1,85°+0,05  1,86°+0,05 0,27'+0,01
SSGCMH10% 12,63°+1,01  0,066°#0,005 93,69°+0,13 -0,051%+0,003  1,88°+0,09  1,88°+0,09 0,31°+0,02
SSG 3,90°+0,26  0,072%°+0,003 93,96°+0,08 -0,169°+0,010  1,76'+0,161  1,77'+0,120 -

3.2. Espessura, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

dos filmes.

A espessura dos filmes com 5% e 10% de argila foram 0,075 mm e 0,069

mm, respectivamente.

Estes

resultados

indicam que nao houve variagdo

significativa nesta propriedade em funcdo de diferentes quantidades de argila
adicionadas. Para os filmes de amido e gelatina ndo houve diferenga significativa
na espessura dos materiais com a substituicdo de parte dos polimeros por 5%,
7,5%, 10% de quitosana de b.m.m., 5% e 10% de argila (Tabela 5.3). Os filmes
elaborados com quitosana de meédia massa molecular apresentaram menor

espessura (0,066 mm).

142



Tabela 5.3. Espessura, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade dos filmes
amido, gelatina, quitosana e MMT.

] Espessura 9 o
Filmes (mm) PVA (gmm/m“dkPa) Solubilidade (%)
mm
SSGC3,75%  0,079+0,0042 14,71+0,632 16,05+0,35°
SSGC5% 0,072+0,005%° 10,58+1,01 19,68+1,422
SSGC7,5% 0,075+0,007% 14,2+0,58%° 16,19+1,17°
SSGC10% 0,069+0,007°° 15,88+0,072 19,82+0,732
SSGCC5% 0,075+0,004%° 12,15+0,77%° 17,78+1,34%
SSGCC10%  0,069+0,007 9,43+0,80¢ 18,72+1,11%
SSGCMH5%  0,066+0,015° 16,48+1,322 16,05+0,35°
SSGCMH10% 0,066+0,004° 15,08+0,272 16,77+0,03°
SSG 0,072+0,0032° 10,95+0,84% 20,43+1,062

Os filmes SSGCC10% (9,43+0,80 gmm/m?dkPa) e SSGCMH5% (16,48+1,32
gmm/m?dkPa) diferiram significativamente nas caracteristicas de PVA de acordo
com o teste de Tukey (p<0,05). Os filmes formulados com argila apresentaram
menor PVA em relagédo aos filmes de amido e gelatina com quitosana, melhorando
suas propriedades de barreira, mas nao diferiram significativamente dos filmes de
amido com gelatina, como pode-se observar na Tabela 5.3.

As propriedades de barreira dos filmes tornam-se mais eficazes como um
resultado da intercalagdo ou esfoliacdo da argila devido ao desalinhamento das
suas lamelas tornando o caminho para difusdo molecular através do filme mais

longo reduzindo o efeito da transmissédo de gas e umidade.

O filme que apresentou maior solubilidade em agua foi o SSG com valor deste
parametro igual a 20,43% (Tabela 5.3) e as formulacbes menos soluvel foram as
SSGC3,75% e SSGCMH5%. A solubilidade em &gua dos nanocompdsitos
SSGCC5% (17,78+1,34) e SSGCC10% (18,72+1,11) foi menor que a dos filmes

de amido, gelatina e quitosana nas mesmas concentracdes, mas
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a diferenca ngo foi significativa.

Garcia et al. (2006) encontraram uma solubilidade de 24,2% para filmes de
amido de milho, quitosana e glicerol, com espessura de 0,052 mm. Lopez et al.
(2008) formularam filmes de amido de milho acetilado e verificaram a influéncia da
concentragao de glicerol nas caracteristicas dos filmes obtidos. A solubilidade da
formulacdo com 5% de glicerol apresentou um valor de 27,26%.

Fakhouri et al. (2007) determinaram a solubilidade em agua de biofilmes de
gelatina e amido de trigo (24,38%) e gelatina e amido de arroz (30,20%). Segundo
estes autores, esta propriedade direciona a aplicagdo do biofilme como
embalagem de produtos alimenticios. Em alguns casos, a sua total solubilizagéo
em agua pode ser benéfica como nos produtos semiprontos destinados ao
preparo sob cozimento. Entretanto, quando o alimento € liquido ou, entdo, exsuda
uma solugéo aquosa, filmes de elevada solubilidade ndo sao indicados.

3.3. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes de amido, gelatina e quitosana e dos
nanocompositos estdo na Tabela 5.4. Quando 5% e 10% de quitosana de baixa
massa molecular foram substituidos na formulagdo base dos filmes de amido e
gelatina, ndo houve diferenca significativa na resisténcia a tragdo mas houve
aumento em torno de 1% no alongamento dos materiais.

Os nanocompésitos SSGCC5% (64,60 MPa) e SSGCC10% (44,57 MPa)
apresentaram menor resisténcia a tracdo que as demais formulacdes, o que pode
ter ocorrido devido a presenca de aglomerados maiores formados pela presenca
da quitosana, dificultando a dispersao dos polimeros e argila.

A resisténcia a tracdo dos filmes preparados com quitosana de média
massa molecular foi significativamente menor que a dos filmes de amido e
gelatina.

Chung et al. (2010) encontraram uma resisténcia a tracdo de 12,46 MPa
para nanocompositos de amido de milho, quitosana e argila e 15,49 MPa para
nanocompdsitos de amido de milho e argila. Atribuiram a diminuicdo da resisténcia
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mecanica a forte interagdo entre a quitosana e a argila, o que pode ter dificultado a

interagao entre o amido e a argila.

Tabela 5.4. Propriedades mecanicas dos filmes de amido, gelatina, quitosana e
MMT.

Resisténcia a tracao

Filmes Espessura (mm) (MPa) Alongamento (%)
SSGC3,75% 0,061 +0,004° 70,89+ 4,60% 5,08+0,47
SSGC5% 0,069+0,003" 82,08 4,442 6,150,512
SSGC7,5% 0,073+0,003%° 75,21 £1,71% 5,47+0,55%°
SSGC10% 0,069+0,005"2 80,39+2,70%° 5,95+0,672
SSGCC5% 0,072+0,012%° 64,60 + 4,30% 4,72+0,47°
SSGCC10% 0,067+0,005" 44,57 +4,03' 2,20+0,23¢
SSGCMH5% 0,073+0,016%° 73,30 + 3,83% 5,69+0,5
SSGCMH10% 0,075+0,0092 69,21+5,57% 5,01+0,3>
SSG 0,069+0,004°2 82,36+1,19° 5,17+0,15

Os filmes SSGC5%, SSGC7,5%, SSGC10% apresentaram maior
alongamento que os filmes SSG e SSGC3,75%. A adicdo da argila causou uma

diminuic&o significativa no alongamento dos bio-nanocompdsitos.

3.4. Dispersao das camadas de silica

A dispersao da argila nos filmes foi investigada usando a técnica de difracdo
de raios-X (DRX) e microscopia eletronica de transmissdo (MET), que sdo os
métodos mais freqlentemente usados para analisar a estrutura dos
nanocompdsitos. Existem basicamente dois tipos de nanocompoésitos: o0s
nanocompositos intercalados e os esfoliados. Quando as moléculas de um
polimero penetram no espago interlamelar aumentando um pouco a distancia
entre as lamelas, tem-se um nanocompdsito intercalado. Se a interacao entre o

polimero e as lamelas for muito grande, a ponto de separa-las individualmente,
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tornando-as uniformemente dispersas na matriz polimérica, o material obtido é
classificado como esfoliado ou delaminado (ALEXANDRE e DUBOI, 2000).

A Figura 5.3 ilustra os padrdes de DRX da argila MMTNa*, da rede de amido,
gelatina e quitosana (3,75%) e dos nanocompisitos de amido, gelatina, quitosana
e argila nas concentragées de 5% e 10%. Pelos resultados obtidos, € possivel
observar que os filmes SSGCC5%, preparados pelo método de solugcéo, formaram
estrutura intercalada e a formulacdo SSGCC10% esfoliada. A Figura 5.3 e a
Tabela 5.5 mostram que os nanocompdsitos de amido, gelatina, quitosana e argila
apresentaram uma distancia interlamelar ligeiramente maior, e a intensidade
relativa dos picos muito menor do que a da argila MMT pura, indicando uma

estrutura mais desorganizada.

W SSGC3,75%

Intensidade (u.a.)

SSGCC10%
SSGCC5%

MMT

T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40

2)(graus)

Figura 5.3. Difratograma de raios-X dos nanocompoésitos de
amido, gelatina, quitosana e argila (SSGCC5% e SSGCC10%),
comparados com o da argila MMT pura.

O valor de expansdo da galeria (Ad=0,50 A), obtido para os
nanocompositos de amido, gelatina, quitosana e argila, € semelhante aos obtidos
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por outros autores para nanocompésitos de amido termoplastico e argila,
preparados pela técnica de solucdo (MAJDZADEH-ARDAKANI et al., 2010;
CYRAS et al., 2008; KAMPEERAPAPPUN et al., 2007).

Tabela 5.5. Angulos de difracéo e distancia interlamelar dos planos (001) da argila

e a diferenca (Ad) entre d dos nanocompdésitos e da argila sodica.

26 d (A) Ad (A)
Argila montmorilonita Cloisite® Na* 7,54 11,7 -
SSGCC5% 7,24 12,19 0,50

SSGCC10% - - -

Para confirmar a formag&o de nanoestrutura dos filmes de amido, gelatina,
quitosana com argila e verificar as conclusdes do DRX, MET foi realizada.

A Figura 5.4 mostra as micrografias dos filmes de amido, gelatina e
quitosana contendo 5% e 10% de argila. Camadas da argila esfoliada coexistem
com alguns aglomerados da argila nos filmes preparados com 5% do argilomineral
(Figura 5.4a). A estrutura dos nanocompdsitos preparados com 10% de MMT
apresentou maior esfoliagdo devido ao desalinhamento dos tactéides da silica
(Figura 5.4b), confirmando o resultado da DRX.

E possivel observar na Figura 5.4C, a presenca de aglomerados nos filmes
de amido, gelatina e quitosana, indicando uma estrutura ndo homogénea, o que
pode explicar a diminuicdo da resisténcia a tracdo em relacao aos filmes de amido
e gelatina.

Xu, et al. (2006) analisaram a estrutura de nanocompdsitos de quitosana
com 3% MMT-Na* utilizando a MET. Observaram uma dispersdo boa e aleatéria
da argila na matriz de quitosana, semelhante a do nanocompdésito esfoliado
apresentado na Figura 5.4b.
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(a) 10000x 2000 nm (b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 nm

Figura 5.4. TEM micrografias de (a) Filme de amido de milho modificado 6308 com gelatina, quitosana e argila
SSGCC5%, (b) Filme de amido de milho modificado 6308 com gelatina, quitosana e argila SSGCC10%, (c) Filme
de amido de milho modificado 6308 com gelatina e quitosana SSGC3,75%..

4. Conclusoes

N&o foi possivel obter nanocompdsitos de amido, gelatina e quitosana de
média massa molecular devido a alta viscosidade da dispersédo, o que impediu 0
espalhamento das aliquotas nas placas.

As solucbes filmogénicas obtidas pela metodologia investigada para
obtencdo de nanocompdsitos de amido, gelatina, isolado protéico de soja,
quitosana e argila, além de muito viscosas, ndao foram homogéneas devido a
insolubilidade da quitosana em pH acima de 6, ndo sendo possivel obter filmes
com esta mistura de polimeros.

Os nanocompositos de amido, gelatina, quitosana e argila apresentaram-se
mais opacos e de cor amarela com sub-tom vermelho devido a presenga da argila.

A permeabilidade ao vapor de &agua dos filmes de amido e gelatina
aumentou com a presenca da quitosana de baixa e média massa molecular. Para

0s nanocompasitos, ndo houve diferenca significativa.
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A quitosana de baixa massa molecular ndo alterou a resisténcia a tragéo
dos filmes e a de média massa molecular diminuiu esta propriedade.

Pelas técnicas de DRX e TEM, pode-se verificar a formacado de
nanocompdsitos de amido, gelatina, quitosana e argila, mas as propriedades de
barreira e mecanicas dos materiais nao foram melhores que a dos filmes de amido

de milho e gelatina.
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CAPITULO 6 — EFEITO DA CONCENTRACAO DE QUITOSANA E
MONTMORILONITA NAS PROPRIEDADES DE NANOCOMPOSITOS DE
AMIDO DE MILHO E GELATINA.
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CAPITULO 6
Efeito da concentracao de quitosana e montmorilonita nas propriedades de
nanocompaositos de amido de milho e gelatina

Resumo

O objetivo deste trabalho foi elaborar nanocompésitos de amido de milho,
gelatina, quitosana e argila montmorilonita sodica, avaliando-se diferentes
concentragbes dos dois ultimos componentes através de um delineamento
composto central rotacional 22, incluindo os quatro pontos axiais e quatro pontos
centrais, resultando em 12 experimentos; aplicavel a metodologia de superficie de
resposta a fim de maximizar a resisténcia a tracao e diminuir a permeabilidade ao
vapor de agua e solubilidade em agua dos filmes. Pelas superficies de resposta
pode-se avaliar o efeito da concentracdao de MMT (faixa estudada de 0 a 10%) e
quitosana (concentracao investigada de 0 a 7,5%) nas propriedades mecanicas e
de barreira dos nanocompdsitos de gelatina e amido plastificados com 10% de
glicerol. Verificou-se que com o aumento da concentragdo de MMT houve uma
diminuicdo na resisténcia mecénica e alongamento dos filmes, sendo que a
formulacao que apresentou maior RT (78,27 MPa) e ALO (5,83%) continha 1,09%
de quitosana e 1,5% de MMT em relacdo a massa total de gelatina e amido. Com
0 aumento da concentragdo de quitosana nas formulagdes, a PVA aumentou. O
valor médio da PVA dos nanocompésitos investigados foi de 10,85 gmm/m?dkPa.
Com o aumento da concentracdao de quitosana e MMT houve uma diminuicdo na
solubilidade dos filmes, sendo o valor médio encontrado de 15,04%. A opacidade
dos materiais aumentou com o aumento da concentragdo de quitosana e MMT.
Pela técnica de difracdo de raios-X, observou-se que com o0 aumento da
concentracao de argila, a estrutura dos filmes tornou-se amorfa. As micrografias
obtidas pela microscopia eletrbnica de transmissao confirmaram a formacéao de
estrutura intercalada/esfoliada da argila.

Palavras-chave: amido, gelatina, quitosana, argila € nanocompdsitos.
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1. Introducao

A maioria dos polimeros sintéticos é produzida a partir do petréleo. Sua
sintese produz residuos perigosos e seus materiais ndo sao facilmente
degradaveis, causando problemas ambientais. As plantas sao fonte potencial para
uma ampla variedade de polimeros que sdo renovaveis e ecologicamente
corretos. Os biopolimeros a base de matérias-primas agropecuarias sao
comestiveis, biocompativeis e biodegradaveis, 0 que os tornam superiores aos
polimeros sintéticos e, particularmente, Uuteis na produgdo de plasticos
descartaveis, alimentos e aplicagdes na medicina. Os amidos, carboidratos de
reserva dominantes nas plantas superiores, sao biopolimeros abundantes e
relativamente baratos. Contudo, as propriedades mecanicas dos materiais a base
de amido sdo sensiveis e receptivos as mudancas ambientais, tais como,
umidade, temperatura e pH (CHUNG et al., 2010).

Um dos mais promissores biopolimeros investigados para o
desenvolvimento de embalagens é a quitosana, devido a sua excelente habilidade
de formagéao de filme com boa resisténcia mecéanica e propriedades de barreira a

s

gas.

A quitosana € obtida pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio
alcalino. A quitina € um polimero natural extraido de exoesqueleto de crustaceos,
insetos etc., composto pelas unidades monoméricas de (-(1—4)- 2-amino-2-
desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose. Este polimero natural
possui uma estrutura cristalina altamente organizada, como comprovada por
difracdo de raios-X. Dessa forma, € um polimero insolivel em meio aquoso e na
maioria dos solventes orgéanicos, e tem baixa reatividade quimica. A insolubilidade
da quitina € o maior fator limitante da sua utilizacdo (MUZZARELLI, 1986).0
extraordinario sucesso do conceito de nanocompdsitos na area de polimeros
sintéticos tem estimulado novas pesquisas sobre nanocompdésitos de polimeros
biodegradaveis como matriz (SORRENTINO et al. 2007).

Muitos tipos de nanoparticulas podem ser utilizados em nanocompdsitos,
dependendo da aplicagdo. Dentre as mais freqlentemente utilizadas encontram-
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se as nanoargilas, em particular a montmorilonita (AYRES E OREFICE, 2007,
KAMPEERAPAPPUN et al.,2007; HUANG et al., 2004; PARK et al., 2003; PARK
et al.,2002).

As particulas inorganicas tém pelo ou menos uma dimensdo na faixa
nanométrica (de 1 a 100 nan6metros). Isto significa que uma dispersao uniforme
destas particulas pode levar a uma area interfacial muito grande entre os

constituintes.

Bionanocompositos preparados com biopolimeros, tais como amido e
proteina, podem ser formados usando o método de fusdo ou solugdo. A
incorporacao das camadas de silica, dentro das matrizes dos biopolimeros resulta
em melhores propriedades mecénicas, propriedades de barreira ao vapor de agua,
e estabilidade térmica dos nanobiocompdsitos resultantes, sem sacrificar a
biodegradabilidade devido ao seu tamanho nanométrico na dispersdo (ZHAO, et
al. 2008). Quando as camadas de argila sdo completamente e uniformemente
distribuidas em uma matriz polimérica continua, uma estrutura esfoliada é obtida.
A esfoliagdo completa da nanoargila pelas técnicas convencionais é muito dificil,
devido a grande dimenséo lateral das camadas, da alta viscosidade intrinseca do
polimero e da forte tendéncia dos tactéides da argila se aglomerarem.

A maioria das argilas é hidrofilica, portanto, quando adicionadas aos
polimeros solUveis em agua resultam em boa dispersdo, especialmente quando
uma quantidade de energia de mistura é usada. O grau de esfoliagdo pode ser
melhorado pela utilizagéo de dispositivos de cisalhamento convencional, tais como
extrusoras, misturadores, ultrasonificadores, moinhos de bolas, fluidizadores, entre
outros (VARTIAINEN, 2010).

As nanoargilas tendem a se aglomerar quando misturadas com a agua. Os
aglomerados sdo mantidos por forgcas de atragdo de natureza fisica e quimica,
incluindo Van der Walls e tensao superficial da agua. Essas forcas de atracao
devem ser superadas para desaglomerar e dispersar a argila em agua. O

ultrassom é utilizado para criar as ondas sonoras que se propagam na agua,
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resultando em ciclos alternados de presséo, que superam as forgas de ligacao e
quebram os aglomerados (VARTIAINEN, 2010).

A preparagdo de nanocompésitos de biopolimeros e argila tém sido
investigadas extensivamente. Melhores propriedades de resisténcia a tracao e
menor permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes tém sido relatadas
(CASARIEGO, 2009; KAMPEERAPAPPUN, 2007; RHIM, 2006)

Os principais objetivos deste trabalho foram:

* Obter uma maximizagdo da resisténcia a tracdo e diminuicdo da
permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos nanocompdsitos de
amido de milho, gelatina, quitosana e argila montmorilonita sédica, avaliando-se

diferentes concentragdes dos dois ultimos componentes.

*Determinar a caracterizagdo microestrutural de nanocompasitos atraves das
técnicas de microscopia Optica, microscopia eletrénica de transmissao e difragao

de raio-x.

2. Material e Métodos

2.1. Material

As matérias-primas utilizadas para a elaboracdo dos filmes foram as
seguintes: (i) Amido modificado SNOW-FLAKE® 6308 (Corn Products, Brasil); (ii)
Gelatina tipo A (Leiner Davis Gelatin); (iii) Quitosana de baixa massa molecular
(Sigma-Aldrich); (iv) Glicerol (Synth); (v) Argila montmorilonita Cloisite® Na*
(Southern Clay Products, Inc.).

2.2. Filme de amido, gelatina, quitosana e MMT

Dispersbes, com uma massa total de 15 gramas, de gelatina, amido (a
propor¢cédo de gelatina para amido utilizada foi de 2:1), quitosana de baixa massa
molecular (sendo uma dispersdao com 3,75% de quitosana e outra 7,5% de
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quitosana em relacao a massa total) e argila montmorilonita (sendo uma disperséao
com 5% e outra com 10%) foram preparada em 200 mL de agua destilada,
conforme descrito a seguir.

Uma solugéo de quitosana foi elaborada dissolvendo-se 2% em solugao de
acido acético 1% (v/v), seguido por filtragdo a vacuo em papel de filtro, para
separacao de materiais insoluveis.

Uma solugdo, contendo amido e quitosana em aproximadamente 100mL de
solugcdo de agua destilada e &cido acético foi elaborada sob constante agitacao
em agitador magnético a 500rpm (modelo TE-0851, Piracicaba, Brasil). Apds a
total dispersdo, a suspensao foi aquecida a 85°C por 15 minutos, sob agitacao

manual.

A solucéo de gelatina foi preparada hidratando-se a gelatina em 50 mL de
agua destilada por 1 hora. Apds este periodo, a solugdo foi aquecida em banho-
maria a 70°C (marca Nova Etica modelo Dubnoff 304-DE, Vargem Grande
Paulista, Brasil) sob agitacdo manual até a gelatina estar completamente
dissolvida (FAKHOURI, GROSSO, 2003).

Uma disperséo de argila foi preparada em 50mL de agua destilada por 1
hora, sob constante agitacdo em agitador magnético a 500rpm (modelo TE-0851,
Piracicaba, Brasil).

As dispersbes obtidas, conforme discriminado acima, foram entdo
colocadas em um béquer contendo 10% de glicerol em relagdo a massa total,
agitadas por 1 minuto e colocadas em banho ultrassénico (Lavadora Ultra-sénica-
Modelo USC marca Unique Ultrasonic Clear, Indaiatuba, SP) a 70°C por 15
minutos. A solugéo filmogénica resultante foi distribuida em placas Plexiglas® de
14 cm de didmetro com aliquotas de 20mL e seca a 25°C em estufa com
circulacdo de ar (marca Tecnal, modelo TE-39412, Piracicaba, Brasil) por
aproximadamente 24 horas. Os filmes foram removidos e acondicionados de
acordo com padronizacao dos testes.
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2.3. Planejamento experimental

Para o estudo das formulacdes dos filmes, foi adotado um delineamento
composto central rotacional 22, incluindo os 4 pontos axiais e 4 pontos centrais,
resultando em 12 experimentos; aplicavel a metodologia de superficie de resposta
a fim de avaliar o efeito da concentracdo de MMT e quitosana nas propriedades
mecanicas e de barreira dos nanocompgésitos. Cada variavel foi estudada em 5

niveis diferentes conforme Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Niveis das variaveis independentes, concentracdo de quitosana e
MMT, no planejamento experimental da formulagdo dos nanocompdésitos,

contendo amido e gelatina.

Variaveis Independentes  -1,41 -1 0 +1 +1,41
Quitosana (%) 0 1,09 3,75 6,41 7,5
MMT (%) 0 1,5 5 8,5 10

As variaveis dependentes avaliadas para cada ensaio do planejamento
experimental realizado foram: (i) resisténcia a tracao (RT); (i) alongamento na
ruptura (ALO); (iii) permeabilidade ao vapor de agua (PVA); (iv) solubilidade em
agua (SOL) e (v) Opacidade.
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Os dados foram ajustados ao modelo de segunda ordem (Equagao 1) como

uma funcéo das variaveis dependentes.

Yi=bo+ b1 X1+ b2 Xo+ b 12 X124+ b 11 X12+ b 22 X22 (1)

Onde:

b, sdo coeficientes de regressao;

Yi sdo as variaveis dependentes (RT, ALO, PVA, SOL e Opacidade)
X1 € X2 Sa0 as variaveis independentes (Quitosana e MMT).

O objetivo do planejamento experimental foi obter uma maximizacao da RT e
ALO, e uma minimizacdo da PVA e SOL.

2.4. Espessura do filme

A espessura dos filmes foi determinada com a utilizagdo de um micrémetro
(Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG, Naucalpan de Juarez, México), fazendo-se a
média de 10 medidas aleatérias em diferentes partes do filme. Essa medida foi
obtida apds o acondicionamento dos filmes em dessecadores a temperatura de
25°C e 50% de umidade relativa durante 48 horas.

2.5. Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracédo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (ALO)
foram determinadas utilizando-se texturémetro TA.XT2 (Stable Micro System,
Hasleme, UK), operado de acordo com o método padrdo ASTM D 882-02 (ASTM,
2002). As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25°C). A
separacgao inicial das garras e a velocidade do “probe” foram de 50mm e 0,5mm/s,
respectivamente. A resisténcia a tracao foi calculada dividindo-se a forgca maxima
pela area seccional do filme (largura do filme x espessura inicial). A porcentagem
de alongamento na ruptura foi obtida dividindo-se os valores do diferencial de
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extensao pela separagao inicial das garras (50 mm) e multiplicando-se por 100.
Foram realizadas oito replicatas.

2.6. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes foi determinada
gravimetricamente, de acordo com o método padrao E-96-00%' da ASTM (ASTM,
2002). A amostra de filme, em forma de disco, foi selada em uma célula de
permeacgado feita de acrilico contendo cloreto de calcio e colocada em um
dessecador com temperatura e umidade relativa controlada (25°C e 75% UR). O
vapor de agua difundido através do filme foi determinado pelo ganho de massa do
cloreto de calcio, medido a cada 24 horas por sete dias. Os testes foram
realizados em triplicatas.

2.7. Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em agua foi determinada segundo o método
proposto por GONTARD et al. (1994). As amostras, em triplicata, foram
preparadas recortando-se discos de 2cm de diametro. O peso seco inicial das
amostras foi obtido apds secagem das mesmas por um periodo de 24 horas a
temperatura de 105°C em estufa de circulacdo e renovacdo de ar (TECNAL,
Modelo TE 394/2, Piracicaba, Brasil). Apds a primeira pesagem, as amostras
foram imersas em um recipiente contendo 50mL de agua destilada e colocadas
sob agitacdo suave em banho termostatico (marca Nova Etica modelo Dubnoff
304-DE, Vargem Grande Paulista, Brasil) durante 24 horas. Apés este periodo, as
amostras solubilizadas foram retiradas e secas a temperatura de 105°C por mais
24 horas, para a obtencdo da massa seca final.
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2.8. Difracao de raios-X

As amostras de argila e nanocompdsitos foram analisadas por difragcédo de
raios-X (DRX) para determinar a ocorréncia da intercalagdo/esfoliagdo das
camadas de argila apds a incorporagéo do polimero, visando identificar o tipo de
nanocomposito formado pela determinagdo da distancia interlamelar da argila. O
aparelho utilizado nesta andlise foi o Difratbmetro marca PHILIPS (modelo PW
1710, Holanda), usando radiagdo Ka do cobre (comprimento de onda 1,5405 A).
As medidas foram realizadas conforme geometria Bragg-Brentano, no intervalo de
2,0 a 40,0 (26) e tempo de contagem de 2 segundos. A amostra de argila foi
analisada sob a forma de pé compacto no porta-amostra do equipamento. As
amostras de nanocompdésitos foram preparadas cortando-se discos de 25 mm de

diametro e 0,7 mm de espessura.

2.9. Microscopia optica

A analise de microscopia Optica tem sido utilizada em alguns trabalhos
como método preliminar de avaliacdo da microestrutura (CHUNG et al. 2010;
CARASTAN et al., 2010; VERMOGEN et al., 2005). As amostras foram
observadas em um microscopio Leica-Q500IW (Cambrigde, UK ) com aumentos
de 50 e 200x e as fotomicrografias foram tiradas com uma camera CCD acoplada

ao microscopio.

2.10. Microscopia eletrénica de transmissao

A microscopia eletrdnica de transmissao dos filmes foi realizada segundo o
procedimento descrito por Standing et al. (2001). Amostras de 2 x 2 mm de filmes
foram cortadas. A fixacdo das amostras foi realizada com glutaraldeido 2%
(solugéo diluida com tampao cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,2) por 2 horas a 4°C.
As amostras foram lavadas com tampao cacodilato de sodio 0,1 M (3 vezes por 10
minutos) e apos foram fixadas em 2% w/v, OsO4 (solucdo diluida com tampao
cacodilato de sédio de Na 0,2 M, pH 7,2) por 2 horas.
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ApoOs a fixagao, foi realizada a lavagem em tampao cacodilato de sédio 0,1 M
(3 vezes por 10 minutos) e, posteriormente, as amostras foram deixadas em
tampao cacodilato de Na 0,1 M pH 7,2 durante 12 horas.

As amostras foram, entédo, desidratadas em séries de etanol por 15 minutos:
30, 50, 70, 90% v/v, e finalmente em etanol a 99,5% v/v (3 vezes por 15 minutos).
As amostras desidratadas foram imersas em 6xido de propileno e etanol 99,5%
(1:1) por 20 minutos, e em éxido de propileno puro por mais 20 minutos. Apéds
esse periodo, foi realizada a inclusdo das amostras em 6xido de propileno e resina
(2:1, 1:1 e 1:2) por 90 minutos em cada caso. Finalmente, realizou-se a inclusdo
em resina pura e deixou-se durante 12 horas em rotor a temperatura ambiente, em
capela. Concluido esse periodo, foi realizada a inclusdo em resina Epon no molde
e colocado em estufa a 60°C (48-72 horas).

Depois de realizados os cortes semi-finos (com navalha de vidro) e finos (em
um ultramicré6tomo da marca RMC modelo MT-7000 e faca de diamante da marca
Diatome tipo Cryoisto 45°) do material seco foi realizada a contrastacdo com
acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostras foram observadas em um
microscopio eletrénico de transmissdo (marca Carl Zeiss, LEO-906, Oberkochen,
Germany), operando a uma voltagem de aceleracao de 100 kV.

3. Resultados e discussao

A substituicdo de parte do amido e gelatina na formulacdo base por
quitosana (0 a 7,5%) e MMT (0 a 10%) causou diferencas significativas nas
propriedades de resisténcia a tragdo, alongamento, permeabilidade ao vapor de
agua, solubilidade e opacidade dos materiais obtidos (p<0,05).

A Tabela 6.2 apresenta o planejamento fatorial com os 12 ensaios
realizados, os valores codificados, os reais e os resultados das propriedades
mecéanicas (RT e ALO), PVA, SOL e opacidade dos filmes obtidos. Os
experimentos foram realizados aleatoriamente e os dados foram tratados com a
ajuda do Statistica 5.0 (Software Inc., USA).
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Tabela 6.2. Planejamento fatorial, valores codificados e reais das variaveis
independentes (Quitosana e MMT) e as variaveis dependentes (RT, ALO, PVA e
SOL) dos filmes.

Ensaios Concentracdao Concentracao RT ALO PV.ZA SOL %
Quitosana% MMT% (MPa) % (gmm/m“dkPa)
1 -1 (1,09) -1 (1,5) 78,27 5,83 11,82 27,97
2 1(6,41) -1 (1,5) 76,35 5,83 12,47 21,76
3 -1 (1,09) 1(8,5) 43,64 1,31 8,73 17,19
4 1(6,41) 1(8,5) 44,99 3,29 12,15 18,56
5 -1,41 (0) 0 (5) 72,66 5,83 10,53 19,83
6 1,41 (7.,5) 0 (5) 59 5,5 14,81 21,69
7 0 (3,75) -1,41 (0) 72,87 4,29 7,06 24,36
8 0 (3,75) 1,41 (10) 34,17 1,2 8,71 15,08
9 0 (3,75) 0 (5) 60,47 4,59 11,08 15,61
10 0 (3,75) 0 (5) 60,01 4,58 11,4 15,25
11 0 (3,75) 0 (5) 64,13 4,6 10,27 15,21
12 0 (3,75) 0 (5) 57,53 4,33 10,65 14,09

MMT = montmorilonita sédica; RT = resisténcia a tracdo; ALO = alongamento na ruptura; PVA =
permeabilidade em agua; SOL = solubilidade em agua.

3.1. Resisténcia a tracao

Os efeitos das variaveis independentes sobre a resisténcia mecéanica dos
filmes estdo apresentados na Tabela 6.3. Em negrito, estdo os efeitos dos fatores
que sao significativos: média e MMT(L), admitindo um intervalo de confianca de
95%, ou seja, um nivel de significancia de 5% para a analise pelo erro padrao (MS

Residual).

O efeito estimado de uma variavel indica o quanto esta exerce influéncia
sobre a resposta. Desta forma, quanto maior for o seu valor, maior esta influéncia.
Um efeito positivo sobre a resposta indica que, ao passar de um valor minimo a
um valor maximo da variavel, o valor da resposta aumenta. No caso do efeito ser

negativo, indicard uma diminuigéo do valor da resposta.
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Tabela 6.3. Efeitos das variaveis independentes sobre a resisténcia a tracao dos
nanocompdsitos de amido, gelatina, quitosana e MMT (R?=0,96).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 60,5316 1,873601 0,000001
Quitosana (L) -4,9724 2,653645 0,110095
Quitosana (Q) 5,9048 2,974825 0,094376
MMT (L) -30,2292 2,653645 0,000027
MMT (Q) -6,4788 2,974825 0,072271
1 (L)X2(L) 1,6350 3,747235 0,677866

MMT = Montmorilonita sédica.

L = efeito linear e Q = efeito quadratico.

O parametro que exerceu influéncia na RT dos nanocompdésitos foi a
concentracdo de MMT (L), com o aumento da sua concentracado nas formulacoes
houve uma diminuicdo na resisténcia mecéanica. O filme que apresentou maior
resisténcia mecanica (78,27 MPa) foi o com 1,09% de quitosana e 1,5% de argila.

A média da resisténcia a tracao ficou em torno de 60,53 +1,87 MPa.

Este resultado é significativo comparando com outros estudos sobre filmes
compostos com polissacarideos e proteinas e nanocompdsitos de polimeros
naturais e argila (CHUNG, 2010, ZHONG e XIA, 2008, KAMPEERAPAPPUN,
2007, RHIM, 2006, XU, 2005)

Zhong e Xia (2008) desenvolveram filmes de quitosana, amido de mandioca,
gelatina e glicerol, pelo método de solugao (casting). O filme que apresentou maior
resisténcia a tracédo foi o com formulacao contendo 50g de amido de mandioca e
100 g de quitosana (49,40 MPa). A formulacdo com 50g de amido de mandioca e
50 g de gelatina por 100 g de quitosana apresentou uma resisténcia mecanica de
13,63 MPa. Estes autores verificaram que houve uma diminuicao na resisténcia a
tracdo com o aumento da concentracdo de amido e que houve uma correlacéo

negativa entre esta propriedade e a gelatina.
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Apés a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se por
analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianca, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,

conforme a Tabela 6.4.

Pela analise de variancia, verificou-se que o modelo apresentou regressao
significativa (F calculado 15,4 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,86, indicando que o

modelo explica 86% da variacao dos dados observados.

Os filmes apresentaram RT entre 34,17 e 78,27 MPa, sendo que estes
valores extremos correspondem aos tratamentos 8 e 1, respectivamente (Tabela
6.2).

O modelo codificado proposto para representar a resisténcia a tragdo dos
nanocompdsitos de amido de milho, gelatina, quitosana e MMT, é apresentado
pela Equacéao 5.

RT=60,34-15,11xz (5)
Onde : x» é o valor codificado da concentracao de MMT (%)

Tabela 6.4. Analise de variancia (ANOVA) para a resisténcia a tracdo dos
nanocompdsitos de amido, gelatina, quitosana e MMT (p<0,05; R?=0,86).

Fonte de Somados Grausde Quadrado Ftao

. . o Fealc p-valor
variacao quadrados liberdade  médio (1;10;0,05)
Regressdao 1822,170 1 1822,170 63,27 4,10 0,00001
Residuo 287,982 10 28,798
Total 2110,151 11
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As curvas de contorno geradas pelo modelo para a resisténcia a tragao
encontram-se representadas na Figura 6.1. Pode-se observar que a melhor
condigdo para resisténcia maxima é na menor concentracdo de MMT utilizada
para obtencao dos filmes. Com o aumento da concentragcao de argila ocorre uma
diminuicdo desta propriedade, o que indica que ndo houve uma boa interacéo
quimica entre os polimeros e o filossilicato. A resisténcia a tragdo dos bio-
nanocompdsitos ndo sofreu influéncia com a substituicdo dos polimeros (amido e

gelatina) pela quitosana na faixa de concentragéo investigada.

MMT
4
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Figura 6.1. Curvas de contorno da resisténcia a tracao em
funcéo da concentragcéo de quitosana e MMT.
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3.2. Alongamento na ruptura

Os efeitos dos parametros lineares, quadraticos e interagdes no ALO dos
nanocompésitos de amido de milho, gelatina, quitosana e MMT estao
apresentados na Tabela 6.5, em que os valores em negrito sao significativos a um
nivel de significancia de 5%.

Tabela 6.5. Efeitos das variaveis independentes sobre o alongamento dos
nanocompoésitos de amido, gelatina, quitosana e MMT (R?=0,94).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 4,52541 0,268391 0,000003
Quitosana (L) 0,37980 0,380132 0,356302
Quitosana (Q) 1,07696 0,426140 0,044847
MMT (L) -2,86274 0,380132 0,000284
MMT (Q) -1,86052 0,426140 0,004740
1 (L)X2(L) 0,99000 0,536787 0,114692

MMT = montmorilonita sddica. L = efeito linear e Q = efeito quadratico.

O parametro que exerceu maior influéncia no ALO foi a concentracédo de
MMT (L), seguida pela concentracdo de MMT (Q) e quitosana (Q). O valor médio

do alongamento foi ao redor de 4,52+0,27%.

Apbs a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se, por
andlise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianga, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,
conforme a Tabela 6.6.
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Tabela 6.6. Analise de variancia (ANOVA) para o ALO dos nanocompdésitos de
amido, gelatina, quitosana e MMT (p<0,05; R?=0,89).

Fonte de Somados Grausde Quadrado Fiab

o . o Fealc p-valor
variacao quadrados liberdade médio (2;9;0,05)
Regressao 25,28 2 12,64 38,30 4,26 0,0001
Residuo 2,99 9 0,33
Total 28,27 11

Pela andlise de variancia, verifica-se que o modelo apresentou regresséo
significativa (F calculado 8,99 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,89, indicando que o

modelo explica 89% da variagdo dos dados observados.

O modelo codificado proposto para representar o alongamento dos
nanocompdsitos de amido de milho, gelatina, quitosana e MMT é apresentado
pela Equacéao 6.

ALO=4,52 +1,08x1%-1,43x5-0,93x,° (6)

Onde : X1 € 0 valor da concentracao de Quitosana (%)

X2 € 0 valor da concentracdo de MMT (%)

As curvas de contorno, geradas pelo modelo para o ALO, encontram-se
representadas na Figura 6.2. Através do grafico € possivel observar que com o
aumento da concentragdo de MMT ocorre a diminuicdo do alongamento. As
concentracdes de quitosana nos pontos de minimo e maximo causaram um leve
aumento do alongamento dos materiais, porém ainda muito menor que a dos
filmes sintéticos comerciais como o POLO BPS que é um filme de polipropileno
biorientado transparente utilizado para alimentos refrigerados e congelados que
apresenta um alongamento de 95% (POLO BPS, 2010).
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Figura 6.2. Curvas de contorno do ALO em fungdo da
concentracao de quitosana e MMT.

Os filmes apresentaram ALO entre 1,2 e 5,83 %, cujos extremos
correspondem aos tratamentos 8 (quitosana 3,75% e MMT 10%) e 1 (quitosana
1,09% e MMT 1,5%), 2 (quitosana 6,41% e MMT 1,5%) e 5 (quitosana 0% e MMT
5%) respectivamente (Tabela 6.2). Comparando com filmes comerciais, como por
exemplo, o filme de polipropileno biorientado, Polo TFW, com alongamento DM/DT
160%/50% (POLO TFW, 2010) serao necessarias mais pesquisas com a
finalidade de melhorar esta propriedade. O aumento de concentracdo dos
plastificantes utilizados nas formulacdes de filmes a base de polissacarideos e
proteinas pode melhorar esta propriedade, mas por apresentarem carater
hidrofilico aumentam a permeabilidade ao vapor de agua.
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3.3. Permeabilidade ao vapor de agua

Os efeitos das variaveis independentes sobre a PVA estao apresentados na
Tabela 6.7. Ao nivel de significancia de 5%, nenhum fator foi considerado
significativo. Os filmes apresentaram PVA entre 7,06 e 14,81 gmm/m?dkPa,
correspondendo estes valores extremos aos tratamentos 7 e 6, respectivamente
(Tabela 6.2). Estes podem ser considerados bons resultados, pois a diminui¢cao de
transferéncia de umidade entre o alimento e a atmosfera ao redor deste é
desejada. Garcia et al. (2006) encontraram valores semelhantes de PVA para
filmes de amido de amido de milho e quitosana com glicerol, variando de 3,87 a
15,25 gmm/m?dkPa.

Zhong e Xia (2008), no entanto, trabalhando com filmes de amido de
mandioca, gelatina e quitosana na propor¢do de 100:50:100, respectivamente, e
com 63% de glicerol, obtiveram valores de 52,41 gmm/m?dkPa.

Tabela 6.7. Efeitos das variaveis independentes sobre a PVA dos nanocompadsitos
de amido, gelatina, quitosana e MMT (R?=0,84).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 10,84697 0,555791 0,000001
Quitosana (L) 2,53374 0,787186 0,018166
Quitosana (Q) 2,34618 0,882462 0,037590
MMT (L) -0,27168 0,787186 0,741772
MMT (Q) -2,46746 0,882462 0,031324
1 (L)X2(L) 1,38500 1,111593 0,259223

MMT = montmorilonita sédica. L = efeito linear e Q = efeito quadratico.

O parametro que exerceu maior influéncia na PVA foi a concentragcao de
quitosana (L) seguido de MMT(Q) e Quitosana (Q). O valor médio da PVA nos
nanocompdsitos foi ao redor de 10,85+0,56 gmm/m?dkPa. Com um aumento da
concentracdo de quitosana (acima de 4%) nas formulacdes, a permeabilidade ao

vapor de agua aumentou. Este fendmeno pode estar relacionado a interagdo das
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pontes de hidrogénio com a agua, favorecendo a transmissao de vapor de agua

através dos filmes.

O aumento de concentragdo de MMT resultou em um efeito significativo na
diminuicdo da PVA dos filmes de amido, gelatina, quitosana e glicerol, como pode
se observar na Figura 6.3.
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Figura 6.3. Curvas de contorno da PVA em funcdo da

concentragao de quitosana e MMT.

Apbs a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se, por
analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianca, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,
conforme a Tabela 6.8.
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Tabela 6.8. Analise de variancia (ANOVA) para a PVA dos nanocompositos de
amido, gelatina, quitosana e MMT (p<0,05; R?=0,79).

Fonte de Somados Grausde Quadrado Ftab

. . L Fealc p-valor
variacao quadrados liberdade médio (3;8;0,05)
Regressao 35,71 3 11,90 10,04 4,07 0,001
Residuo 9,48 8 1,19
Total 4519 11

Pela analise de variancia, verifica-se que o0 modelo apresentou regressao
significativa (F calculado 2,47 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,79, indicando que o

modelo explica 79% da variagdo dos dados observados.

O modelo codificado proposto para representar a PVA dos nanocompdésitos
de amido de milho, gelatina, quitosana e MMT é apresentado pela Equagéao 7.

PVA=10,85+1,27x1+1,17 X% -1,24x,2 (7)

Onde : x1é o valor da concentracao de quitosana (%)
X2 € 0 valor da concentracao de MMT (%)

As curvas de contorno, geradas pelo modelo para a PVA, encontram-se
representadas na Figura 6.3. Através do grafico € possivel observar que houve um
aumento na PVA com o aumento da concentracdo de quitosana, quando 7,5%
desta matéria prima foi utilizada na formulagdo a PVA encontrada foi de
14,81(gmm/m?dkPa).O aumento da passagem do vapor de agua pelo filme indica
gue ndo houve uma boa interagdo quimica entre este polimero e o amido, gelatina
e argila.
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3.4. Solubilidade em agua

A solubilidade em agua é a medida da resisténcia das amostras de filmes a
agua. Os efeitos dos parametros lineares, quadraticos e interacdes na solubilidade
dos nanocompdsitos de amido de milho, gelatina, quitosana e MMT estéo
apresentados na Tabela 6.9, onde os valores em negrito sdo significativos a um
nivel de significancia de 5%. Os filmes apresentaram solubilidade entre 14,09 e
27,97 %, cujos extremos correspondem aos tratamentos 12 e 1, respectivamente
(Tabela 6.2).

O parametro que exerceu maior influéncia na SOL foi a concentracdo de
MMT (L), seguido pelos fatores Quitosana (Q), MMT (Q) e QuitosanaxMMT
1(L)X2(L). O valor médio da SOL nos nanocompésitos foi ao redor de
15,04+0,64%.

Casariego et al. (2009) prepararam filmes pela dispersao de particulas de
argila em uma matriz polimérica de quitosana. Verificaram que com o aumento da
concentragao de argila houve uma diminuicao na solubilidade do material em agua
a 25°C. Para filmes com 1,5% de quitosana e 3% de argila, encontraram uma
solubilidade em agua de 37,60%.
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Tabela 6.9. Efeitos das variaveis independentes sobre a SOL dos nanocompositos

de amido, gelatina, quitosana e MMT (R?=0,95).

Fator Efeito Erro padrao p
Média 15,03673 0,669382 0,000001
Quitosana (L) -0,55600 0,948068 0,578946
Quitosana (Q) 6,31023 1,062816 0,001019
MMT (L) -6,78639 0,948068 0,000375
MMT (Q) 5,26401 1,062816 0,002571
QuitosanaxMMT 1 (L)X2(L) 3,79000 1,338775 0,029921

MMT = montmorilonita sédica. L = efeito linear e Q = efeito quadratico.

Apbs a eliminagdo dos parametros nao significativos, verificou-se, por
analise de variancia (ANOVA), a significancia da regressao e do residuo ao nivel
de 95% de confianga, utilizando o teste F, para o planejamento estudado,

conforme a Tabela 6.10.

Tabela 6.10. Andlise de variancia (ANOVA) para a SOL dos nanocompdésitos de
amido, gelatina, quitosana e MMT (p<0,05; R?=0,95).

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado o Fiap o-valor
variagao quadrados liberdade médio (4,7;0,05)
Regressao 196,06 4 49,015 30,07 412 0,0001
Residuo 11,37 7 1,63

Total 207,43 11

Pela analise de variancia, verifica-se que 0 modelo apresentou regressao
significativa (F calculado 7,3 vezes superior ao F tabelado) e o coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para o modelo ajustado foi de 0,95, indicando que o
modelo explica 95% da variacao dos dados observados.
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O modelo codificado proposto para representar a SOL dos nanocompositos
de amido de milho, gelatina, quitosana e MMT ¢é apresentado pela Equagéo 8.

Solubilidade=15,04+3,16x12-3,39x2+2,63%2°+1,9 X1X2 (8)

Onde : x1é o valor da concentracao de quitosana (%)
X2 € 0 valor da concentragdo de MMT (%)

As curvas de contorno, geradas pelo modelo para a solubilidade,
encontram-se representadas na Figura 6.4. E possivel observar que a regido onde
os filmes apresentaram menor solubilidade em agua foi quando em torno de 8,5%
de argila e 3,75% de quitosana foram utilizados na formulagdo dos
nanocompésitos.

MMT

0 1,09 375 6,41 7.5 I 18

Quitosana

Figura 6.4. Curvas de contorno da SOL em fungdo da
concentragao de quitosana e MMT.
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3.5. Dispersao das camadas de argila

Como a formacao dos nanocompésitos ocorre em funcdo da presenca de
argila e devido a dificuldade da obtencdo dos cortes ultrafinos realizados com
navalha de diamante dos filmes obtidos emblocados em resina foram escolhidos
0s seguintes pontos do delineamento experimental para o estudo da dispersao da
argila usando difratometria de raio-X e microscopia eletrbnica: ensaio 7 sem a
presenca do filossilicato para poder comparar com as demais imagens obtidas;
ensaio 11 por ser o filme do ponto central do delineamento experimental e os
ensaios 1, 3, 5 e 8 foram escolhidos por conterem a menor e maior concentracao

de argila e valores intermediarios.

A Figura 6.5 apresenta os padrdes de raios-X dos filmes de amido, gelatina
e quitosana com argila, obtidos nos ensaios do delineamento experimental e para
a montmorilonita sddica. Nao houve pico de difragéo na faixa de 1,5° a 10° do 26
para o ensaio 8, correspondente a formulagdo com 3,75% de quitosana e 5% de
argila. A perda do pico d001 da argila € atribuida a uma boa dispersao da argila
devido a desordem dos tactbides da argila e baixa concentracao de aglomerados.
O difratograma do ensaio 1 (formulagédo com 1,09% de quitosana e 1,5% de argila)
e ensaio 7 (formulagdo com 3,75% e sem argila) apresentaram pico em 20 igual a

7,39°, 0 que significa que estes materiais possuem estrutura cristalina similar.

178



0% Q 5% MMT (Ensaio5)
3,75% Q 0% MMT (Ensaio?)

K -
W 1,09% Q 8,5% MMT (Ensaio3)

Intensity (u.a.)

3,75% Q 10% MMT Ensaio8
3,75% Q/5% MMT (Ensaio11)

MMT

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
2 (degree)

Figura 6.5. Padrbes de raios-X de MMT, filmes e nanocompoésitos de amido e

gelatina com diferentes concentracdes de quitosana / MMT.

Zhong (2008) apresentou difratogramas com estrutura semelhante a obtida
para a formulacdo com 3,75% de quitosana (ensaio 7) para filmes de amido de
mandioca, gelatina e quitosana. Rhao (2007) obteve nanocompdsitos de argila e
gelatina. Determinou os picos de difracdo de gelatina, que apresentou uma
estrutura cristalina similar a do ensaio 7. Em todas as formulacbes estudadas
neste trabalho, o polimero em maior concentracao utilizado foi a gelatina e nas
formulacbes com MMT, o primeiro pico de difragcdo se deslocou levemente para a
esquerda ou desapareceu.

Os picos caracteristicos de difragcdo apareceram em 26=7,56° para MMT;
20=6,89° para o ensaio 3; 26=7,06 para o ensaio 5 e 26=6,92 para o ensaio 11. A
Tabela 6.11 apresenta os angulos de difracao e distancia interlamelar dos planos
(001) da argila, calculadas pela lei de Bragg, e a diferenca (Ad) entre d dos
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nanocompositos e da Montmorilonita soédica. Um angulo de difragdo menor do que
a MMT indica a formacao de estrutura intercalada.

Tabela 6.11. Angulos de difracdo e distancia interlamelar dos planos (001) da
argila e a diferenca (Ad) entre d dos nanocompasitos e da argila sodica.

26 d (A) Ad (A)
Argila montmorilonita Cloisite® Na* 7,56 11,7 -
Ensaio 1 7,39 - -
Ensaio 3 6,89 12,82 1,12
Ensaio 5 7,06 12,51 0,81
Ensaio 7 7,39 - -
Ensaio 8 - - -
Ensaioi1 6,92 12,76 1,06

Xu et al. (2005) avaliaram a estrutura cristalina de quitosana em pd, amido
de milho ceroso e filmes de quitosana e amido de milho ceroso. Observaram dois
picos principais de difragdo de raios-X na quitosana em po (26=11,6° e 20,25°).
Nos filmes, devido a gelatinizacdo do amido e a secagem da solugdo, uma
estrutura amorfa foi encontrada para o amido de milho ceroso. Com o aumento da
concentragcdo de amido, os picos cristalinos da quitosana foram suprimidos,
demonstrando uma interacdo entre estes dois polimeros. Bourtoom (2008)
encontrou estruturas semelhantes para filmes de amido de arroz e quitosana.

Pela microscopia Optica, foi possivel observar a superficie dos filmes
biodegradaveis. As Figuras 6.6 e 6.7 apresentam as micrografias dos filmes de
amido e gelatina com diferentes concentragdes de quitosana e MMT em duas
ampliagdes ( 50 e 200 vezes).

180



Figura 6.6. Microscopia o6ptica em diferentes
aumentos dos nanocompdsitos de gelatina, amido
contendo as seguintes concentracdes de quitosana
e MMT, respectivamente: a) 1,09%; 1,5%; b) 1,09%;
8,5%; ¢) 0%; 5%.

Pelas Figuras 6.6a, 6.6¢ e 6.7a, € possivel observar que com a presenca da
quitosana no filme houve a formagdo de um numero maior de aglomerados
mesmo na auséncia de argila (Figura 6.7c).

Com o aumento na concentracao de argila e quitosana nos filmes, houve a
formacao de uma superficie mais rugosa e heterogénea (Figuras 6.6a, 6.6b e
Figuras 6.7c € 6.7b).

O filme que apresentou uma superficie mais homogénea com a menor
quantidade de aglomerados foi a formulacado da Figura 6.6¢c com 0% de quitosana

e 5% de montmorilonita sédica.
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Figura 6.7. Microscopia Optica em diferentes

aumentos dos nanocompdsitos de gelatina, amido
contendo as seguintes concentracdes de quitosana
e MMT, respectivamente: a) 3,75%; 0%; b) 3,75%;
10%; c) 3,75%; 5%.

Para confirmar a formacdo de nanoestrutura dos materiais estudados e
verificar as conclusées do DRX, MET foi realizada. As Figuras 6.8 e 6.9 mostram
as micrografias dos filmes de gelatina, amido, quitosana e argila em dois niveis de
ampliagdo. As linhas escuras e a area clara representam a argila e a matriz de

gelatina, amido e quitosana, respectivamente.
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(a) 10000x 2000 nm (b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 nm

100000x 200 nm

Figura 6.8. MET micrografias de filmes e Nanocompoésito de

gelatina, amido de milho com quitosana e MMT nas seguintes
concentragdes: Ensaio_1 (1,09%/1,5%); Ensaio_3 (1,09%/8,5%) e
Ensaio_5 (0%/5%).

E possivel observar pelas micrografias dos filmes que com o aumento da
concentragdao de MMT, o material passa a apresentar morfologia intercalada (1,5%
MMT, Figura 6.8a; 8,5% MMT, Figura 6.8b; 5% MMT, Figura 6.8c; 10% MMT,
Figura 6.9b e 5% MMT, Figura 6.9c). Uma disperséo boa e aleatéria da argila na
matriz de gelatina, amido e quitosana foi observada. No filme sem a presencga da
argila (Figura 6.9a), pode-se verificar que a estrutura ndo € completamente
homogénea, indicando que nao houve uma boa interagédo entre a quitosana com a
gelatina e o amido, o que pode ter influenciado nas propriedades de resisténcia
mecanica e de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes.
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(a) 10000x 2000 nm (b) 10000x 2000 nm (c) 10000x 2000 nm

100000x 200 nm 100000x 200 nm 100000x 200 nm

Figura 6.9. MET micrografias de filmes e Nanocompoésito de
gelatina, amido de milho com quitosana e MMT nas seguintes
concentragdes: Ensaio 7 (3,75%/0%), Ensaio_8(3,75%/10%) e
Ensaio_11(3,75%/5%).
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4. Conclusoes

Pelas superficies de resposta obtidas para avaliar o efeito da concentragcéao
de MMT (faixa estudada de 0 a 10%) e quitosana (concentragéo investigada de 0
a 7,5%) nas propriedades mecanicas e de barreira dos nanocompdésitos de
gelatina e amido plastificados com 10% de glicerol, verificou-se que:

- Com o aumento da concentracdo de MMT houve uma diminuicdo na
resisténcia mecéanica e alongamento dos filmes, sendo que a formulagdo que
apresentou maior RT (78,27 MPa) e ALO (5,83%) continha 1,09% de quitosana e
1,5% de MMT em relacao a massa total de gelatina e amido.

- O filme com 10% de MMT e 3,75% de quitosana apresentou menor RT
(34,17MPa) e ALO (1,2%).

- Com o aumento da concentragcdo de quitosana nas formulagées, a PVA
aumentou. O valor médio da PVA dos nanocompdsitos investigados foi de 10,85
gmm/m?dkPa.

- Com o aumento da concentracdo de quitosana e MMT houve uma
diminui¢do na solubilidade dos filmes, sendo o valor médio encontrado de 15,04%.

- A opacidade dos materiais aumentou com o aumento da concentragao de
quitosana e MMT.

- Pela técnica de difracdo de raios-X, observou-se que com o0 aumento da
concentracdo de argila, a estrutura dos filmes tornou-se amorfa. As micrografias
obtidas pela microscopia eletrbnica de transmissao confirmaram a formacéao de
estrutura intercalada/esfoliada da argila, porém foi possivel observar que nos
filmes com 0% de MMT houve a formagcdo de uma estrutura ndo homogénea,
indicando que ndo houve uma boa interacao entre a quitosana com a gelatina e o
amido de milho, o que pode ter influenciado na diminuigdo da RT e ALO e no
aumento da PVA.
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Conclusao Geral

Filmes de amido, gelatina e glicerol foram preparados pela técnica de
solugdo. Foram testadas nas formulagées amido de milho nativo e dois amidos de
milho modificados comerciais. Dentre os tipos de amidos avaliados, o amido de
milho modificado SNOW-FLAKE® 6308 foi escolhido para elaboracao dos
nanocompositos em func¢do dos filmes por eles obtidos serem mais transparentes
(haze de 3,91%) e mais resistentes (RT igual 82,10 MPa).

A adicdo da argila resultou em filmes mais opacos, mais resistentes (RT
igual 86,13 MPa), com menor solubilidade (16,32%), PVA (4,82 gmm/m?dkPa) e
elongacéo (3,34%).

Através das anadlises de DRX foi possivel verificar a formacao da estrutura
de nanocompdsitos através do aumento do espago interlamelar da silica; e das
micrografias a estrutura intercalada/esfoliada da montmorilonita com a matriz de
amido e gelatina formada durante o processo de solugao.

O delineamento experimental mostrou que as propriedades funcionais dos
nanocompdsitos de amido de milho e gelatina podem ser modificadas pela
variagdo na concentragdo de MMT de 0 a 10% e IPS de 0 a 10%, utilizados no
preparo dos materiais.

Filmes com maior RT (71,04 MPa) e ELO (6,12%) foram obtidos quando 5%
de MMT e IPS foram utilizados na formulacdo para a obtencdo dos
nanocompdsitos. Os menores valores de PVA (7,21 gmm/m?) e SOL (13,9%)
foram encontrados nos nanocompdsitos formulados com a concentracao de MMT
em torno de 8,5% e IPS 1,46%. A opacidade dos filmes aumentou com o aumento
da concentracdo de argila.

As solugbes filmogénicas obtidas pela metodologia investigada para
obtencdo de nanocompdsitos de amido, gelatina, isolado protéico de soja,
quitosana e argila, além de muito viscosas, ndo foram homogéneas devido a
insolubilidade da quitosana em pH acima de 6, ndao sendo possivel obter filmes

com esta mistura de polimeros.
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Pelas superficies de resposta obtidas para avaliar o efeito da concentracao
de MMT (faixa estudada de 0 a 10%) e quitosana (concentragéo investigada de 0
a 7,5%) nas propriedades mecanicas e de barreira dos nanocompésitos de
gelatina e amido plastificados com 10% de glicerol, verificou-se que:

Com o aumento da concentracdo de MMT houve uma diminuicdo na
resisténcia mecanica e elongacado dos filmes, sendo que a formulacdo que
apresentou maior RT (78,27 MPa) e ELO (5,83%) continha 1,09% de quitosana e
1,5% de MMT em relacao a massa total de gelatina e amido.

O filme com 10% de MMT e 3,75% de quitosana apresentou menor RT
(34,17MPa) e ELO (1,2%).

Com o aumento da concentracdo de quitosana nas formulagdes, a PVA
aumentou. O valor médio da PVA dos nanocompésitos investigados foi de 10,85
gmm/m2dkPa.

Com o aumento da concentragdo de quitosana e MMT houve uma
diminui¢do na solubilidade dos filmes, sendo o valor médio encontrado de 15,04%.

A opacidade dos materiais aumentou com o aumento da concentragdo de
quitosana e MMT.

Pela técnica de difracdo de raios-X, observou-se que com o aumento da
concentracao de argila, a estrutura dos filmes tornou-se amorfa. As micrografias
obtidas pela microscopia eletronica de transmissdo confirmaram a formagéo de
estrutura intercalada/esfoliada da argila, porém foi possivel observar que nos
filmes com 0% de MMT houve a formacao de uma estrutura ndo homogénea,
indicando que ndao houve uma boa interagao entre a quitosana com a gelatina e o
amido de milho, o que pode ter influenciado na diminuicdo da RT e ELO e no
aumento da PVA.
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