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RESUMO

O presente trabalho propds o desenvolvimento de filmes biodegradaveis de alginato
com adicdo de biomassa da microalga Phormidium autumnale visando a sua
aplicacdo em alimentos e/ou na agricultura. Filmes de alginato sem e com adi¢ao de
biomassa microalgal em diferentes concentracdes (0,06 e 0,1% m/v em relacdo a
solucdo polimérica), submetidos ou ndo ao processo de homogeneizacdo da
biomassa, foram produzidos e avaliados quanto as suas propriedades de aspecto
visual e morfologico, espessura, transparéncia, conteldo de umidade, solubilidade,
grau de intumescimento (Gl), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), estrutura
quimica (FTIR), concentracdo de nitrogénio total (NT) e concentracdo de compostos
fendlicos totais. Os filmes desenvolvidos apresentaram matriz polimérica continua e
homogénea, com coloracdo esverdeada nos filmes com biomassa, caracteristica da
microalga. A etapa de homogeneizacdo da biomassa se mostrou eficiente para
uniformizar a distribuicdo da biomassa na matriz polimérica. Houve a tendéncia no
aumento da solubilidade e do PVA, além do aumento significativo de Gl e NT nos
filmes com a adicdo da biomassa. A presenca da microalga também reduziu a
transmitancia e aumentou a opacidade dos filmes na regido do UV-Vis. Os filmes com
adicdo de biomassa apresentaram bandas acentuadas no numero de onda 3235 cm-
! indicando a presenca de compostos fendlicos e lipidios. Em relacédo aos compostos
fendlicos totais, houve o aumento significativo destes nos filmes com microalga em
relagdo ao filme de alginato puro, indicando um possivel carater antioxidante dos
filmes. Os resultados obtidos demonstram um potencial de aplicagdo dos filmes em
alimentos e/ou na agricultura.

Palavras-chave: microalga; cianobactéria; biopolimeros; filmes biodegradaveis.
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1. INTRODUCAO

Diversas pesquisas destacam o potencial biotecnolégico das microalgas,
as quais, devido a versatilidade de crescimento, sdo consideradas recursos
estratégicos, ja que nao requerem grandes areas como as culturas agricultiveis,
evitando a competicdo com o uso da terra. A imensa biodiversidade e variabilidade na
composicdo da biomassa microalgal obtida de diferentes fontes, aliada ao
melhoramento genético e ao desenvolvimento de tecnologias de cultivo em grande
escala, tem permitido o emprego comercial de diversas espécies de microalgas
(Sudhakar et al., 2019).

O cultivo de microalgas € explorado visando a producéo de biomassa tanto
para uso na elaboracdo de produtos, quanto para a obtencao/extracdo de compostos
de alto valor agregado. Dentre os compostos obtidos destacam-se proteinas, lipidios,
carboidratos, pigmentos, vitaminas, ester0is e outros compostos passiveis de
utilizacao nos diversos segmentos industriais, em alguns casos via aproveitamento de
subprodutos, caracterizando uma biorrefinaria (Sudhakar et al., 2019, Andrade et al.,
2020).

Neste sentido, o uso de biomassa microalgal e seus componentes ja sédo
propostos para diversas aplicacfes, tais como producéo de biodiesel a partir da fracéo
lipidica da biomassa, desenvolvimento de alimentos funcionais enriquecidos com
moléculas bioativas, uso como fertilizantes na agricultura ou aditivos em ragédo animal.
Além disso, outro mercado potencial para aplicacdo da biomassa microalgal, ainda
pouco explorado, é o desenvolvimento de materiais renovaveis e/ou biodegradaveis
para aplicacbes na area de alimentos, farmacéutica e na agricultura (Fabra et al.,
2017).

Estudos do nosso grupo de pesquisa tem apontado a viabilidade de cultivo
da cianobactéria filamentosa Phormidium autumnale tanto em meio sintético como em
efluentes agroindustriais, como a vinhaca de cana de aclcar, com remocdes de
carbono orgéanico total e nitrogénio total, além da biomassa gerada sugerir possiveis
aplicacoes (Visentin et al., 2019, Visentin, 2020).

O mercado de bioplasticos apresentou uma capacidade de producgéo global
de 2,11 milhdes de toneladas em 2019 e estima-se que este valor cresca 15% até
2024 (European Bioplastics, 2019). O setor de embalagens representa a maior
aplicacao dos bioplasticos com mais de 53% do total produzido em 2019, enquanto

aplicacdes na agricultura representam aproximadamente 8% desse total. Diante deste
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cenario, a demanda por biopolimeros também tem crescido nos ultimos anos em
termos de desenvolvimento tecnologico e aplicacbes comerciais (Fabra et al., 2018).
Dentre os polimeros naturais, polissacarideos como amido, celulose, alginato, pectina
e quitosana tem atraido atencdo especial devido a sua vasta disponibilidade, custo e
biodegradabilidade. (Medina-Jaramillo et al., 2016, Fabra et al., 2017, Carissimi et al.,
2018).

O alginato de sédio € um polissacarideo hidrofilico extraido de diversas
espécies de algas pardas (Phaeophyceae). Devido a sua capacidade de reagir
irreversivelmente com ions divalentes, sobretudo com o calcio, filmes de alginato
tendem a formar matrizes coesas com boas propriedades mecéanicas e de barreira
para aplicacdes nas areas de alimentos, farmacéutica, cosmética, téxtil e agricola,
porém, novos avangos ainda sdo possiveis através da incorporacdo de outros
recursos naturais que podem melhorar a performance dos biocompdsitos (Han &
Wang, 2017).

As microalgas representam uma matéria-prima promissora para utilizacao
como aditivo ou material de refor¢o na preparacédo de compostos biopoliméricos, pois
além da alta produtividade e da habilidade de crescer em ambientes diversos, 0s
aspectos fisicos da biomassa reduzem a necessidade de etapas de pré-tratamento e
extracdo, tornando o processo escalonavel a um menor custo (Zeller et al., 2013,
Fabra et al., 2017).

Alguns estudos relatam a producéo de blendas de polimeros sintéticos com
adicao de biomassa microalgal residual (RMB) do processo de producéo de biodiesel,
agregando valor ao produto devido ao menor custo de producéo e aproveitamento de
residuos. Processos comumente utilizados na industria de plasticos, como extrusao e
injecdo, tém sido avaliados para o desenvolvimento de compasitos plasticos hibridos
contendo RMB, demonstrando que a substituicdo de até 20% do polimero sintético
pela RMB é viavel resultando em materiais com propriedades mecanicas aceitaveis
(Torres et al., 2015).

No entanto, had poucos estudos sobre o uso de microalgas no
desenvolvimento materiais renovaveis e biodegradaveis, como filmes e coberturas
(Yanetal., 2016, Fabraetal., 2017, Fabra et al., 2018, Carissimi et al., 2018). Acredita-
se que este topico tende a despertar o interesse de pesquisadores como forma de
enfrentar os desafios da crescente demanda por matérias renovaveis e/ou

biodegradaveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microalgas

As microalgas abrangem um grupo de micro-organismos de diferentes
naturezas, incluindo tanto organismos fotossintetizantes eucariéticos como algas
cloroficeas (Chlorophyta), quanto organismos procariotos, como cianobactérias
(Cyanophyceae) (Mata et al., 2010). Tradicionalmente, a classificacdo das microalgas
tem sido realizada quanto ao tipo de pigmento, natureza quimica dos produtos de
reserva, constituicdo da parede celular, além de critérios da citologia e morfologia.
Além de serem micro-organismos predominantemente aquaticos, também se
encontram em ecossistemas terrestres, representando uma diversidade de espécies
em diversas condicbes ambientais (Andrade et al., 2020, Mata et al., 2010).

As microalgas podem ser divididas em Cyanophyta, Prochlorophyta,
Chlorophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta, Euglenophyta, Dinophyta, Cryptophyta,
Glaueophyta e Haptophyta, englobando diversas classes de microalgas com ampla
utilizac&o biotecnoldgica (Andrade & Colozzi Filho, 2014).

A divisdo Cyanophyta contempla as cianobactérias, micro-organismos
singulares por possuirem organizacao celular procariética e pela auséncia de flagelos
e da maioria das organelas (Lourenco, 2006). Por esse motivo estdo mais
relacionados as bactérias procariéticas do que com as algas eucarioticas. Sdo Gram-
negativos e exibem ampla diversidade morfologica, englobando seres de formas
filamentosas, unicelulares ou agrupados em colonias (Reviers, 2010).

Cianobactérias receberam esse nome devido a presenca de um pigmento
azul-esverdeado, chamado de ficocianina que juntamente com ficoeritrina (pigmento
avermelhado), tendem a mascarar a pigmentacdo da clorofila (Reviers, 2010).
Diferenciam-se das bactérias por possuirem clorofila a e por apresentarem
fotossistemas | e Il, possibilitando a realizacdo da fotossintese oxigénica. Possuem
um sistema elaborado de membranas internas responsaveis pelo transporte de
elétrons da cadeia respiratoria e fotossintética (Andrade & Colozzi Filho, 2014).

Com relagcdo a parede celular das cianoficeas, esta € composta
principalmente por peptidoglicano, polimero formado de N-acetilglucosamina, acido
N-acetilmuramico e outros aminoacidos, adjacente a membrana celular. Externamente
a camada de peptidoglicano tem-se outra de lipopolissacarideos (Lourenco, 2006). A

parede celular também é formada por uma bainha mucilaginosa, constituida de



13

carboidratos, que em alguns casos auxilia a cianobactéria no processo de
deslizamento (movimentacéo) (Reviers, 2010).

Cianobactérias possuem como principal produto de reserva um
polissacarideo formado por mondémeros de glicose unidos por ligacdes glicosidicas do
tipo a-1,4, chamado de "amido das cianoficeas", que se difere do amido por ter
ramificacbes maiores quando comparado a cadeia principal de polissacarideos
(Lourenco, 2006).

Além disso, cianobactérias continuam se adaptando a alteracfes
ambientais, tolerando flutuagdes de salinidade, mudancas de temperatura, pH e baixa
disponibilidade de nutrientes. Essa tolerancia provavelmente esta associada a
condicdo de ser procarionte, pela simplicidade de sua célula, se tornando uma
vantagem se tratando de sua fun¢cdo como organismo pioneiro em ambientes recém-
formados (Lourenco, 2006).

Da mesma forma, também atuam no aproveitamento de carbono, nitrogénio
e fosforo presentes no meio, realizando a ciclagem desses nutrientes em biomassa,
surgindo uma tecnologia promissora pelo equilibrio de vetores sustentaveis com o
aproveitamento de compostos poluentes (Santos et al., 2019, Visentin et al., 2019).
Sua biomassa oferece caracteristicas interessantes como alternativas de matérias-
primas para varias aplicacdes industriais, ambientais e em sistemas de biorrefinarias,
pois possuem capacidade de desenvolver bioprodutos como lipidios, proteinas,
carboidratos, pigmentos, possibilitando sua utilizacdo em biocombustiveis,
fertilizantes, cosméticos, alimentos para animais, medicamentos, entre outros (Zhu,
2015, Galanopoulos et al, 2019).

2.1.1. P. autumnale

7

P. autumnale é uma cianobactéria filamentosa que vem demonstrando
notoriedade em pesquisas (Rodrigues et al., 2015, Francisco et al., 2019, Santos et
al., 2019, Visentin, 2020). Apresenta filamentos de 3 a 6 ym de didmetro, ndo
ramificada (Figura 1), e é capaz de sobreviver, por longos periodos em ambientes
desérticos e ao congelamento, podendo tornar-se metabolicamente ativa apos

reidratacdo (Rodrigues et al., 2015).
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Figura 1. Visualizacdo de P. autumnale em aumento de 40x (Visentin, 2020)

Sua caracteristica morfolégica filamentosa facilita a separacdo da
biomassa dos meios de cultivo, o que deve ser levado em consideracdo, sendo um
dos gargalos tecnolégicos da producdo de biomassa microalgal em larga escala
visando a diminui¢cdo de custos (Lourenco, 2006, Klein et al., 2018).

Estudos tem demonstrado o potencial dessa cianobactéria para a utilizacéo
em processos de biorremediacdo e para producdo de Oleos unicelulares,
apresentando um teor médio de lipidios de 7% a 15%. Também se adapta em
efluentes com altas cargas organicas e nutricionais, podendo ser aplicada para
remocdo de matéria organica, nitrogénio total e fosforo além de gerar biomassa rica

em bioprodutos (Francisco et al., 2019, Santos et al., 2019, Visentin, 2020).

2.2. Usos de biomassa microalgal e seus extratos

Microalgas, incluindo as cianobactérias, além do alto teor proteico e lipidico,
sao fontes reconhecidas de substancias bioativas tais como pigmentos, acidos graxos
poli-insaturados, aromas, vitaminas, horménios, @ compostos fendlicos,
exopolissacarideos, dentre outras (Rizwan et al., 2018). Muitos destes compostos
derivados de microalgas tém sido comercialmente utilizados em diversas aplicacdes
na area de alimentos, farmacéutica, médica, cosmética e agricultura.

Nos ultimos anos, o interesse pelas microalgas como fontes comerciais
destes e outros biocompostos de alto valor agregado tem se intensificado, em parte
devido a tentativas de se viabilizar a producdo de biocombustiveis a partir de
microalgas. Neste sentido, o termo “biorrefinaria microalgal” inclui o aproveitamento
de &guas residuarias para o desenvolvimento de microalgas com posterior geragéao
de biomassa e extracdo de bioprodutos de alto valor agregado (Santos et al., 2016,
Rizwan et al., 2018).
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Microalgas como Spirulina, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus, e
Schizochytrium sao classificadas como fontes de alimentos sendo reconhecidas como
GRAS (Generally recognized as safe) pela Agéncia Americana para Alimentos e
Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA). Consequentemente, muitos
compostos de alto valor agregado produzidos por microalgas podem ser
administrados na forma de biomassa seca ou liofilizada, sem necessidade de extracao
(Walker et al., 2005). Dentre as principais espécies de microalgas utilizadas na area
de alimentos e farmacéutica estdo a Chlorella e a Spirulina, porém, outras vem
ganhando espaco no mercado de alimentos saudaveis como a Dunaliella,
Haematococcus, Schizochytrium, Scenedesmus, Aphanizomenon, Odontella e
Porphyridium. No entanto, ainda existem desafios a serem enfrentados em termos de
legislagdo e regulamentagdo do uso de microalgas e seus extratos nas diversas
aplicacfes, sobretudo em alimentos (Borowitzka, 2013, Chacon-Lee & Gonzalez-
Marifio, 2010).

As cianobactérias podem apresentar alto teor proteico, apresentando em
meédia 57% de proteinas, o0 que as torna fonte alternativa de nutricdo em relacao outros
alimentos, como a carne e a soja. Atualmente, a cianobactéria mais consumida como
suplemento de alto valor nutricional € a Spirulina, sendo comercializada na forma de
comprimidos, barras e como constituinte de outros produtos. Proteinas microalgais
também sdo utilizadas na alimentacdo animal, associadas a melhora na resposta
imunoldgica, aumento de fertilidade e ganho de peso, e na aquicultura como
alimentacao de larvas de diversas espécies de peixes, crustaceos e moluscos (Borba
& Ferreira, 2018).

Além do potencial para producéo de biodiesel devido a sua capacidade de
acumular altas concentracdes de lipideos unicelulares, as fragOes lipidicas das
cianobactérias também apresentam em seu perfil lipidico rico em acidos graxos poli-
insaturados (EPA e DHA - ©3) (Perez-Garcia et al., 2011).

As cianobactérias possuem paredes celulares diferenciadas em
comparacao com outras bactérias Gram-negativas. Essa diferenca esta na presenca
da camada de peptidoglicano que é mais espessa e apresenta um grau maior de
reticulacdo entre as cadeias polissacaridicas. Além disso, diversas cianobactérias
caracterizam-se pela presenca de exopolissacarideos (EPS), como € o caso da P.
autumnale, sendo de grande interesse para aplicagbes no setor alimenticio,

farmacéutico, biomédico e de biorremediacdo. Os EPS de cianobactérias sdo mais
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complexos quando comparados a outros micro-organismos, e apresentam fisico-
guimicas potencialmente Uteis (Di Pippo et al., 2013).

Em um estudo recente, Nascimento et al. (2020) apresentados dados de
composi¢cdo quimica, perfil de &cidos graxos, perfil de carotenoides e compostos
organicos volateis da cianobactéria P. autumnale cultivada em meio BG11 a 25°C,
com o intuito indicar o potencial de uso da biomassa desta microalga como alimento
ndo convencional. Em média, a composicdo da biomassa em umidade, proteinas,
lipideos, fibras, cinzas e carboidratos foi de 4,01%, 50,20%, 15,49%, 0,72%, 7,12% e
22,43%, respectivamente.

Morancais et al. (2018) relatam que existem trés classes de pigmentos
encontrados em microalgas, sdo eles as clorofilas, carotenoides e ficobiliproteinas,
sendo os dois Ultimos de maior interesse comercial, sendo amplamente utilizados em
cosmeéticos e alimentos. Rodrigues et al. (2015) indicaram que a P. autumnale foi
capaz de produzir quantidades consideraveis de carotenoides, clorofilas e
ficobiliproteinas em condi¢cdes de cultivo fotoautotréfico e sugerem o potencial
antioxidante desta biomassa.

Estudos também apontam aplicacfes das microalgas na agricultura como
biofertilizante de solo, principalmente pelo aproveitamento da biomassa residual
(RMB), apo6s a extracdo da fracdo lipidica para de biodiesel. Desta maneira, as
microalgas viabilizam a reciclagem de compostos nitrogenados e fosfatados e
minerais acumulados em sua biomassa, como um fertilizante (Mata et al., 2010;
Renuka et al., 2016; Suganya et al., 2016, Bettani et al., 2019). Coppens et al. (2016)
compararam o cultivo de tomate em estufa fertilizados com biomassa de microalgas,
com sistemas convencionais de fertilizantes inorganico e organico. Os autores
concluiram que os fertilizantes de microalgas melhoraram a qualidade dos frutos, pelo
aumento do teor de acucares e de carotenoides. Bettani et al. (2019), obtiveram
fertilizantes biodegradaveis de pectina com adi¢éo de vinhaca e RMB com potencial

de ser usado como fertilizante na agricultura.

2.3. Filmes Biodegradaveis

A crescente preocupagdao com o0s impactos ambientais gerados pelo
acumulo de materiais plasticos e o possivel esgotamento dos recursos naturais nao
renovaveis, vém impulsionando o desenvolvimento de novas tecnologias como a de

filmes biodegradaveis, produzidos a partir de biopolimeros como polissacarideos,
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proteinas e outros componentes que podem ser degradados no meio ambiente pela
acao de micro-organismos do solo. Estes materiais representam uma alternativa
viavel para a reducdo do emprego de materiais de origem petroquimica nas mais
diversas aplicagbes (Nesi¢ et al., 2019, Cazon et al., 2017, Jiménez et al., 2012).

A formulacao de filmes biodegradaveis requer o uso de pelo menos um
componente capaz de formar uma matriz estrutural com adequada coesividade. As
forcas coesivas dependem da estrutura do polimero, do solvente utilizado, da
temperatura e da presenca de outras moléculas tais como plastificantes e agentes
reticulantes (Tharanathan, 2003). As substancias formadoras de filmes, normalmente
polimeros de alta massa molar, sdo capazes de formar uma estrutura continua pelo
rearranjo e interagao entre as moléculas sob acéo de um tratamento quimico ou fisico.
Um dos métodos mais utilizados para a formacéo de filmes biodegradaveis é o casting,
gue compreende o preparo de uma solucao filmogénica da macromolécula, aplicacédo
dessa solucdo em um suporte ou molde adequado seguida de secagem sob
condi¢des controladas. Entre outros métodos que também podem ser empregados,
encontram-se as técnicas tradicionais do processamento de plasticos flexiveis, como
a extrusao, co-extrusao e laminacao (Debeaufort et al., 1998; Azeredo et al., 2014).

O processo de formacao de filmes, independente da técnica empregada,
geralmente envolve associacfes intra e intermoleculares ou ligacdes cruzadas entre
cadeias formando uma rede tridimensional semirrigida que promove a resisténcia
estrutural. As condi¢cdes de fabricagdo dos filmes incluindo pH do solvente, for¢a
ibnica, uso de agentes reticulantes e tipo de solvente sdo parametros importantes para
o controle da porosidade e das propriedades mecanicas e de barreira a umidade dos
filmes (Tharanathan, 2003).

Em alimentos, os filmes e coberturas biodegradaveis podem atuar
especificamente controlando a migracdo de agua, a permeabilidade a gases, a
migracdo lipidica, a rancidez oxidativa e, ainda, podem conter aditivos como
antioxidantes e antimicrobianos, os quais visam retardar a taxa de deterioracdo e
prolongar a vida de prateleira (Debeaufort et al., 1998, Silva et al., 2013, Bierhalz, et
al., 2013).

Filmes biodegradaveis para agricultura devem apresentar algumas
caracteristicas, incluindo propriedades mecéanicas adequadas para instalacdo e
durante o seu uso, e devem ser biodegradados no solo, preferencialmente antes da

proxima safra (Briassoulis, 2004, Immirzi et al., 2009, Liling et al., 2016).
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A mistura de biopolimeros (blenda) ou adicdo de outros compostos
(compositos) sdo estratégias eficientes para melhorar o desempenho das matrizes
formadas e adicionar novas funcionalidades ao material. No entanto, assim como em
polimeros sintéticos, as propriedades mecéanicas e de barreira de biofilmes compostos
dependem enormemente das caracteristicas e compatibilidade dos biopolimeros e
demais compostos envolvidos. Geralmente, quando os componentes utilizados sao
compativeis, os filmes compostos podem formar estrutura homogénea e com
melhores propriedades fisico-quimicas comparadas aos filmes de seus componentes
individuais (Sobral et al., 2004, Silva et al., 2009, Silva et al., 2013).

2.4. Biopolimeros

Os biopolimeros empregados na fabricacdo de filmes biodegradaveis
podem ser polissacarideos e seus derivados (alginatos, pectinas, quitosanas e
amidos), proteinas (gluten, gelatina e zeina) e lipideos (ceras, acidos graxos e resinas)
ou mesmo a combinacgéo destes. Outros aditivos, como plastificantes, ajustadores de
pH e agentes reticulantes, sdo geralmente combinados com os biopolimeros para
modificar as propriedades fisicas dos filmes (Han, 2014, Silva et al., 2009).

Os polissacarideos, ou hidrocoloides, geralmente, apresentam boas
propriedades mecéanicas e permeabilidade seletiva ao dioxido de carbono e ao
oxigénio. Porém, apresentam baixa resisténcia a umidade devido as suas
caracteristicas hidrofilicas. Dentre os principais polissacarideos destaca-se o alginato,
um polissacarideo abundante na natureza, extraido de algas pardas, que sera

utilizado neste trabalho.

2.4.1. Alginato

O alginato é um polissacarideo anidnico extraido principalmente da parede
celular de diversas espécies de algas pardas (classe Phaeophyceae), podendo
representar até 40% da matéria seca. Quimicamente, € um copolimero linear (Figura
2) composto de residuos dos acidos B-D-manurdnico (M) e a-L-gulurénico (G), que
sdo unidos por ligagbes glicosidicas do tipo (1-4). Esses monémeros podem ser
organizados em blocos de residuos G consecutivos (blocos GG), de residuos M
consecutivos (blocos MM) ou residuos alternados de M e G (blocos MG) (Lee &
Mooney, 2012, Han & Wang, 2017).
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Figura 2. Estrutura quimica do alginato (Lee & Mooney, 2012).

modelo “caixa de ovos”

Figura 3. Representacao esquematica do modelo “caixa de ovos” para alginato

(Costa et al., 2018).
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A principal aplicacdo comercial do alginato € na forma de sal, sendo os
principais alginatos de soédio, potassio e aménio. Devido as suas propriedades
coloidais tais como espessamento, estabilizacdo, suspenséo, formacao de gel e
emulsificacdo, este biopolimero é amplamente utilizado nas inddstrias alimenticia,
farmacéutica, téxtil e papeleira (Han & Wang, 2017). Apesar de hidrocoldides como o
alginato formarem filmes fortes, estes exibem pouca resisténcia a agua devido a sua
natureza hidrofilica. No entanto a habilidade do alginato de formar géis fortes e
insollveis com cations divalentes, como o calcio, pode ser utilizada para melhorar tais
propriedades dos filmes de alginato (Liu et al., 2016). O mecanismo que melhor
descreve a formacéo de géis de alginato na presenca de ions célcio é chamado de
modelo “caixa de ovos” (Figura 3) e descreveram zonas de jung¢ao em alginatos como
consequéncia da interacdo entre 0s grupos carboxilicos de cadeias adjacentes (Lee
& Mooney, 2012, Costa et al., 2018).
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2.5. Uso de microalgas em materiais biodegradaveis

Além das diversas aplicacGes citadas para a biomassa microalgal, uma
area ainda pouco explorada € o seu uso no desenvolvimento de materiais
biodegradaveis. Microalgas, podem representar uma alternativa interessante como
matéria-prima, aditivo ou material de reforco na producéo de filmes biodegradaveis
pra aplicacdes como embalagens de alimentos ou para uso na agricultura. Além de
apresentarem alta produtividade e possibilidade de cultivo em diversos ambientes, as
microalgas sédo fontes de biopolimeros e outras moléculas bioativas que podem
acrescentar funcionalidades aos materiais desenvolvidos (Fabra et al., 2017).

Alguns estudos relatam o uso de microalgas em materiais de embalagem
de polimeros sintéticos. Materiais compostos com adicdo da microalga Chlorella em
resinas sintéticas, tais como polietileno (PE) (Zeller et al., 2013), polipropileno (PP)
(Zhang et al., 2000a) e cloreto de polivinila (PVC) (Zhang et al. 2000b) tem sido
estudados com o objetivo de produzir materiais ambientalmente amigaveis com
propriedades de fixagdo de CO2. Em um trabalho similar, Shi et al. (2012) produziram
filmes de resinas termoplasticas contendo diversas microalgas para a biofixacdo de
COg2, tendo propriedades mecéanicas comparaveis aos filmes puros de poliuretano e
polietileno. Processos comumente utilizados na industria de plasticos, como extrusao
e injecao, tém sido avaliados para o desenvolvimento de compésitos plasticos hibridos
contendo biomassa microalgal residual, demonstrando, por exemplo, que a
substituicdo de até 20% do polimero sintético biodegradavel polibutileno adipato-co-
teraftalato (PBAT) pela RMB € viavel resultando em materiais com propriedades
mecanicas aceitaveis para na agricultura (Torres et al., 2015).

No entanto, na literatura existem poucos relatos de utilizacdo da biomassa
microalgal ou seus extratos no desenvolvimento de filmes renovaveis e
biodegradaveis. Em um estudo recente, Carissimi et al. (2018) produziram filmes de
amido de mandioca com adi¢do de biomassa ou extrato das microalgas cloroficeas
Heterochlorella luteoviridis ou Dunaliella tertiolecta para uso como embalagens de
alimentos. A adicdo da biomassa (2%) aumentou a solubilidade em agua, reduziu
tensédo na ruptura e aumentou o alongamento dos filmes. Todos os filmes com adi¢&o
de microalga mostraram atividade antioxidante superior aos filmes controle, sugerindo
seu potencial como embalagem ativa.

Em outro trabalho, Fabra et al. (2018) avaliaram o efeito da adicdo de

biomassa de diferentes espécies de microalgas (Nannochloropsis, Spirulina e
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Scenedesmus) nas propriedades estruturais e fisico-quimicas em filmes de amido
termoplastico produzidos por prensagem. A adicdo de 20% de biomassa
Nannochloropsis, em relagdo a massa de amido, causou uma reduc¢ao na rigidez da
matriz polimérica e diminuicdo na permeabilidade ao oxigénio e ao vapor de agua,
indicando boas propriedades para uso em alimentos. Em estudo do mesmo grupo,
Fabra et al. (2017) demonstraram que a adicdo da biomassa integra ou tratada por
ultrassom da microalga Nanochloropsis gaditana sp. em filmes de amido de milho
tornaram os filmes mais hidrofébicos com melhoria nas propriedades de barreira pode
ser usada para produzir filmes hibridos de amido de milho com melhoria das

propriedades de barreira.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de
biomassa da microalga P. autumnale nas propriedades de filmes de alginato de célcio
e verificar o potencial como material biodegradavel para uso na agricultura ou como

embalagem ativa de alimentos.

3.2. Objetivos Especificos

e Obtencdo e preparo do inéculo da microalga P. autumnale para
incorporacao na matriz polimérica do alginato;

¢ Obtencéo da biomassa sem e com homogeneizacao para incorporagao nos
filmes;

e Producao de filmes de alginato de calcio sem e com adi¢cdo da biomassa
de P. autumnale (ndo homogeneizada e homogeneizada);

e Caracterizacdo dos filmes de alginato de calcio sem e com adicdo de
biomassa microalgal em termos de aspecto visual e morfolégico,
espessura, propriedades oticas, propriedades de barreira a umidade,

estrutura quimica (FTIR), teor de nitrogénio e fendlicos totais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matérias-primas

Para a confecgdo dos filmes foi utilizado o alginato de sodio de média
viscosidade (Sigma Aldrich®, EUA) proveniente de algas Macrocystis pyriferae.
Cloreto de calcio dihidratado (Synth, Brasil) foi utilizado como agente reticulante e
glicerol P.A. (Synth, Brasil) como agente plastificante. Todos os demais reagentes

utilizados foram de grau analitico.

4.2. Obtencao da biomassa de P. autumnale

A cianobactéria P. autumnale, isolada do Deserto Cuatro Cienegas no
México (26° 59' N 102° 03W), foi mantida e propagada em meio BG 11 (Rippka et al.,
1979) previamente esterilizado e com pH ajustado em 7,5. As culturas foram mantidas
m frascos Erlenmeyer de 500 mL, em agitador orbital e fotoperiodo de 12h (claro-
escuro) até atingirem as concentracfes desejadas para posteriormente ser utilizado

na producéo dos filmes.
4.3. Processo de fabricacdo dos Filmes

4.3.1. Filmes de alginato puro

Os filmes de alginato foram obtidos por casting seguindo metodologia
descrita por Bierhalz et al. (2013) em um processo que consiste em dois estagios de
reticulacdo. No primeiro estagio, o plastificante (0,6 g de glicerol/g de alginato) foi
adicionado em 370 mL de agua destilada, mantendo-se sob agitacdo mecanica (1000
rpm) antes de adicionar o biopolimero. Em seguida, foram adicionados 6g (1,5% m/v)
de alginato mantendo-se a agitacdo constante por 1h, até completa dissolucdo. A
solucéo foi pré-reticulada com a adicdo de 30 mL de solucdo de cloreto de calcio
(CaCl2.2H20) 0,8% m/v a uma vazao de 5 mL/min por meio de uma bomba peristéltica
(Tecnopon, LDP 101-3, Brasil). A solucdo filmogénica foi entdo transferida em
aliquotas de 50 g para placas de polipropileno (d=14 cm) e estas foram submetidas a
secagem a 40°C em estufa com recirculagéo de ar (Ethik, 420-2D, Brasil) por 24h. No
segundo estagio de reticulacao, os filmes foram retirados do suporte e imersos em 50
mL de solugéo de CaCl2.2H20 (5% m/v) e glicerol (5% v/v) por 20 min e em seguida
imersos em agua destilada com 5% de glicerol (v/v) por 1 min de cada lado para retirar

0 excesso de calcio. Apos este tempo os filmes foram mantidos em repouso sobre um
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suporte até a secagem. Todos os filmes foram acondicionados em dessecador a
temperatura ambiente e umidade relativa de 52% (controlada com solucéo de nitrato

de magnésio) durante 3 dias, antes da realiza¢do dos ensaios de caracterizacéo.

4.3.2. Filmes de alginato com adicdo de biomassa microalgal

Foram produzidos filmes com duas concentra¢cdes massicas de biomassa
microalgal em relagdo ao volume de solugéo polimérica. Além disso, avaliou-se o
efeito de uma etapa de homogeneizacdo da biomassa antes da incorporacdo na
solucéo de alginato. Para o primeiro teste utilizou-se uma suspensao de microalgas
cuja concentracdo era de 0,6 g/L de P. autumnale. Duas aliquotas de 400 mL desta
suspensédo foram concentradas a temperatura ambiente em centrifuga (SOLAB SL
701) a 1844 g por 20 min e a biomassa ressuspendida em 50 mL de agua destilada
cada. Uma das suspensfes (proveniente de uma das aliquotas de 400 mL) foi
transferida para um tubo Falcon contendo esferas de vidro e submetida a etapa de
homogeneizacao no vortex por 5 min. A biomassa concentrada foi entdo adicionada a
solucdo de alginato antes da etapa de pré-reticulacdo (conforme descrito no item
4.3.1) mantendo-se a concentracdo final de alginato em 1,5% m/v e da biomassa
microalgal em 0,06% m/v. ApGs esta etapa, a producdo do filme seguiu o0 mesmo
procedimento descrito para o filme de alginato puro, obtendo ao final 400 mL de
suspensao filmogénica (Iltem 4.3.1). No segundo teste utilizou-se duas aliquotas de
350 mL de suspensédo microalgal com concentracdo aproximadamente 1,2 g/L de
biomassa. O mesmo procedimento descrito acima foi realizado, obtendo-se solu¢cées
poliméricas 1,5% m/v de alginato e 0,1% m/v de biomassa microalgal. A Tabela 1
apresenta a composicao das solucdes poliméricas utilizadas na producéo dos filmes,

bem como a denominacao utilizada no trabalho.
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Tabela 1. Composicéo dos filmes de alginato sem e com adi¢céo de biomassa de P.

autumnale.
Filme*  Vigua Maginato  Vgiicerol  Vcaci2.2H20 M biomassa Homogeneizagéo
(mL) (@) (mL) (0,8% m/v) (g massa seca) biomassa

Alginato 370 6 2,9 30
0,06% NH | 370 6 2,9 30 0,24 Nao
0,06%H | 370 6 2,9 30 0,24 Sim

0,1% NH | 370 6 2,9 30 0,41 Nao

0,1% H 370 6 2,9 30 0,41 Sim

*Composicao para o preparo de 400 mL de solucéo filmogénica, **as denominacdes 0,06% e 0,1% se
referem a concentragdo de biomassa microalgal na solugdo filmogénica (g biomassa seca/100 mL
solucdo), NH — ndo homogeneizado, H — homogeneizado.

4.4. Caracterizagéo dos filmes

4.4.1. Aspecto visual

Foram realizadas avalia¢des subjetivas, considerando os aspectos visuais
e tateis como homogeneidade, continuidade, facilidade de desprendimento do suporte

€ manuseio.

4.4.2. Espessura

A espessura média dos filmes foi obtida pela média aritmética dos valores
de 15 medidas ao acaso em diferentes pontos do filme, utilizando-se um micrémetro
digital (Mitutoyo, MDC-25S, Japéao).

4.4.3. Propriedades radiométricas

A transmitancia dos filmes foi avaliada segundo método proposto por
Merino & Alvarez (2020). Os filmes foram cortados em retangulos (4x2 cm) e tiveram
a espessura determinada em 5 pontos, em seguida foram colocadas no interior da
cubeta. O espectro de transmitancia dos filmes na regido UV-vis foi obtido utilizando-
se um espectrofotbmetro HACH DR500 (Dusseldorf, Alemanha) na faixa de
comprimento de onda de 290 a 900 nm. Uma cubeta vazia foi utilizada como branco.

A opacidade dos filmes foi calculada pela Equacgao 1.

0 = —longeoo (1)
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Onde: O é a opacidade (1/mm), Teoo € a transmitancia a 600 nm e | é a espessura do

filme em mm.

4.4.4. Morfologia

A estrutura morfolégica dos filmes foi avaliada por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), em um microscopio Thermo Fisher Scientific® Prisma E
observando-se a superficie no aumento de 1.000x e secdo transversal no aumento de
4.000x (GOmez-Guillén et al., 2007).

As amostras também foram avaliadas por microscopia Otica em
microscopio MOTIC BA 210TL no aumento de 40x.

4.4.5. Contetido de umidade

O contetdo de umidade dos filmes foi determinado pelo método
gravimétrico em estufa a vacuo a 105°C por 24h, em triplicata (Irissin-Mangata et al.,
2001).

4.4.6. Solubilidade em agqua

A massa solubilizavel em agua foi quantificada gravimetricamente segundo
método proposto por Irissin-Mangata et al. (2001). Inicialmente, a umidade de uma
amostra de filme foi determinada (105°C, por 24h). Outra amostra do mesmo filme foi
entdo imersa em 50 mL de agua destilada e o sistema mantido sob agita¢&o (150 rpm)
a temperatura ambiente por 24h. Esse segundo filme foi entdo seco em estufa a vacuo
para determinacdo da massa nao soltuvel. A massa solubilizavel (MS) foi expressa em

funcdo da massa seca inicial e apés solubilizacdo em agua, conforme Equacao 2.

MS = mo(1-w)—mf 100 2)

mo(1-w)

Onde: MS = massa solubilizavel em agua (g MS/ 100 g massa seca), mo = massa total
inicial da amostra (g), ms = massa seca final ndo soluvel (g) e w = fragdo de massa de

umidade em base umida (g H20/g filme).

4.4.7. Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor d’agua foi determinada gravimetricamente, em
triplicata, de acordo com o método E95-96 (ASTM, 1995), utilizando-se uma célula de
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acrilico com um volume interno de 30 mL e que dispde de uma tampa com abertura
central de 15,21 cm? na qual se fixa o filme. Cloreto de célcio anidro granulado (Ecibra,
Sao Paulo, Brasil) foi utilizado para preencher o fundo da célula até préximo a borda
que foi mantida dentro de outro recipiente de acrilico, de 500 mL, hermeticamente
fechado. O fundo desse recipiente continha uma solugcéo saturada de NaCl (Synth,
Diadema, Brasil) para manter o ambiente a 75% UR (Figura 4). A variacdo de massa
da célula com o tempo corresponde a taxa com que a agua que permeou pelo filme e
foi usada para calcular o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (Equacédo
3).

Figura 4. Aparato experimental utilizado para determinagdo da
permeabilidade ao vapor de agua.

PVA= —2 (3)
Ae APHZO

Onde: PVA é o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (g.mm/mZ.dia.KPa),
G é a taxa de permeacéo (g/dia) calculada por regresséo linear de ganho de massa
versus tempo, d é a espessura do filme (mm), Ae é a area exposta do filme (m?) e
APH20 € a diferenca de presséo parcial de vapor da agua no ambiente dos dois lados
do filme (kPa).

4.4.8. Grau de Intumescimento

O grau de intumescimento foi determinado segundo a metodologia

proposta por Xu et al. (2003). A massa inicial de uma amostra circular de filme de 2,5
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cm de diametro foi quantificada e imersa em 100 mL de agua destilada sob agitacéo
magneética. Apds um determinado periodo, o filme foi novamente pesado, retirando-se
0 excesso de agua para a determinacdo da massa do filme Umido. O grau de

intumescimento (%GI) foi calculado em funcdo da massa total inicial da amostra.

4.4.9. Estrutura quimica

A estrutura quimica foi avaliada através de espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR), utilizando-se um espectrometro
Brucker modelo Tensor Il. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente, em
modo ATR (reflexdo total atenuada), na regido de 550 - 4000 cm, com 16 varreduras
e resolucdo de 4 cm™~ ' (Costa et al., 2018, Santos et al., 2020).

4.4.10. Nitrogénio total

Uma amostra de 50 mg de filme foi dissolvida em 20 mL de solugdo de
citrato de sodio 3%. O teor de nitrogénio total (TN) foi quantificado em TOC-Control L.

A concentracdo de TN no filme foi expressa em mg/g de filme.

4.4.11. Compostos fendlicos totais

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais, amostras de 375 mg
dos filmes foram imersas em 20 mL de etanol absoluto. Aliquotas de 0,2 mL dos
extratos foram adicionadas em 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (10% v/v), ap6s
8 min houve a adi¢do de 0,8 mL de solugdo de carbonato de sddio (7% v/v). Em
seguida, as solu¢des foram mantidas no banho a 50°C por 20 min, resfriadas em
banho de gelo e as absorbancias medidas em 760 nm no espectrofotdmetro. O teor
de compostos fendlicos totais foi representado em mg equivalente de &cido gélico
(EAG) por g filme (Pifieros-Hernandez et al., 2017).

4.5. Andlises Estatisticas

A analise estatistica dos dados foi efetuada por meio de analise de
variancia (ANOVA) e do teste de Scott-Knott, a fim de determinar diferencas
significativas entre as médias, a um nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). O Software

Statistica v.7 (Statsoft Inc., EUA) foi utilizado para esses calculos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aspecto visual dos filmes de alginato sem e com adicdo de biomassa
microalgal esta apresentado na Figura 5. Todos os filmes apresentaram matriz
polimérica continua, flexivel e com textura lisa. Em comparac¢éo ao filme de alginato
puro, a adicdo da biomassa microalgal conferiu aos filmes coloracdo esverdeada
caracteristica da microalga, sendo que a cor se intensificou com o aumento da
concentragdo de biomassa adicionada. A etapa de homogeneizacdo da biomassa
antes da sua incorporac¢ao na solucéo polimérica mostrou-se efetiva para garantir uma
distribuicdo uniforme na matriz polimérica. Os filmes que continham biomassa nao
homogeneizada apresentaram filamentos aglomerados caracteristicos da P.

autumnale.

(a) Alginato (b) 0,06% NH

(d) 0,1% NH () 0,1% H

Figura 5. Aspecto visual dos filmes de alginato sem e com adic&o de biomassa
microalgal.

A Figura 6 apresenta as micrografias dos filmes obtidas em microscépio
6tico, com aumento de 40x. E possivel constatar a incorporacdo adequada da

biomassa microalgal na matriz polimérica dos filmes.
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(a) Alginato (b) suspenséo de P. autumnale

(c) 0,06% NH (d) 0,06% H

(€) 0,1% NH () 0,1% H

Figura 6. Microscopia Gtica dos filmes de alginato sem e com adi¢cdo de biomassa
microalgal com o0 aumento de 40x.

A analise da microestrutura interna e superficial dos filmes fornece informacgdes
relevantes quanto ao arranjo dos diferentes componentes, que por sua vez tem
possiveis impactos nas suas propriedades Oticas e de barreira a umidade. As
micrografias das superficies e das sec¢Oes transversais (apos fratura) dos filmes de
alginato sem e com adicdo de biomassa microalgal estdo apresentados na Figura 7.
O filme de alginato (Figura 7(a)) apresentou superficie e sec¢do transversal lisas e
homogéneas, consistente com a formacdo de um arranjo compacto das cadeias
poliméricas. Por outro lado, as micrografias sugerem alteracéo evidente na morfologia
das superficies e estruturas internas dos filmes com a adi¢cdo da biomassa microalgal.

Estes apresentaram superficie com aspecto rugoso sugerindo que o empacotamento
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das cadeias foi alterado pela presenca dos componentes da microalga,
comportamento ja observado anteriormente por Gomez-Guillén et al. (2007) e Han et
al. (2018). Nas superficies € possivel perceber a presenca de filamentos
caracteristicos da P. autumnale. Os filmes com microalga também apresentaram
secdo transversal com aspecto lamelar, menos compacto comparado ao filme de
alginato puro.

Pontos brancos de formato esférico foram observados com maior intensidade
nos filmes 0,1% NH e H, essa mesma observacao foi relatada por Fabra et al. (2018)
em filmes de amido com adicdo de biomassa de Nannochloropsis. Sugere-se que
sejam aglomerados da microalga com precipitacao de célcio proveniente da etapa de
reticulagao.

Superficie Secao transversal

[m} ¥ Hi t ode [m] b H t
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e [ Hi det ode
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%
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Figura 7. Micrografias da superficie e secdo transversal (ap0s fratura) dos filmes de
alginato sem e com adi¢do de biomassa microalgal.

A passagem da luz através de um determinado meio modifica a distribui¢céo
espectral da radiagdo que passa atraves deste. Os filmes utilizados na agricultura
como “mulching” podem reduzir a passagem da radiacdo fotossinteticamente ativa
(400-700 nm) e assim, limitar a luz que atinge o solo prevenindo o crescimento de
plantas daninhas e consequentemente a competicdo pela radiagcdo solar e nutrientes
para a cultura. Para determinar a transmitancia da radiagéo UV-vis dos filmes, o0s seus
espectros de transmisséo foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 290 a

900 nm (Figura 8(a)). Pode-se observar que em todos 0s casos a transmitancia
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aumenta com o aumento do comprimento de onda da radiacéo incidente, chegando a
88% para o filme de alginato puro. Resultado semelhante para filmes de alginato foi
relatado por Liling et al. (2016), onde a transmitancia dos filmes atinge a faixa de 80 a
90% com o aumento do comprimento de onda. A adigdo da biomassa microalgal nos
filmes alterou o espectro de transmitancia em comparacéao ao filme de alginato puro,
sendo que a transmitancia na regido espectral de UV-Vis diminuiu com o aumento da
concentracéo de biomassa. O filme 0,1% NH foi 0 que apresentou 0os menores valores
de transmitancia, ou seja, tem maior capacidade de bloguear a passagem da luz UV
e visivel. Esses resultados sdo positivos quando considerados para o uso na
agricultura por reduzir a radiacdo no solo, como explicado anteriormente.

O comprimento de onda de 600 nm é comumente utilizado para determinar
a opacidade dos filmes. A opacidade dos filmes de alginato sem e com adi¢do de
biomassa microalgal foram calculados pela Equacdo 1 e os valores estédo
apresentados na Figura 8(b). Conforme esperado, o filme de alginato apresentou 2,26
mm-, o menor valor de opacidade (mais transparente). O aumento da concentracdo
de biomassa aumentou significativamente a opacidade dos filmes, atingindo
5,27 mm* e 3,76 mm™ para os filmes 0,1% NH e 0,1% H, respectivamente. A etapa
de homogeneizacao da biomassa tendeu a reduzir a opacidade, porém a diferenca sé
foi significativa nos filmes com a maior concentracéo de biomassa (0,1% NH e 0,1%
H). Resultados semelhantes foram observados visualmente por Carissimi et al. (2018)
com filmes de amido contendo biomassa das microalgas Heterochlorella luteoviridis e
Dunaliella tertiolecta e Fabra et al. (2018) para filmes de amido contendo
Nannochloropsis, Spirulina e Scendesmus. Para aplicacbes em alimentos, a
diminuicdo da transparéncia da embalagem pode limitar sua aplicacdo em alguns
casos (Fernandes et al., 2015), porém a incorporacdo de microalga pode ter a
vantagem de proteger componentes do alimento sensiveis a luz. Para uso na

agricultura essa diminui¢cdo pode ser positiva, como ja mencionado.
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Figura 8. Espectro de transmitancia (a) e opacidade dos filmes de alginato sem e
com adi¢ao de biomassa microalgal.

As propriedades de umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de
agua e intumescimento sdo essenciais para definir as aplicacdes potenciais dos
materiais formados. Muitos fatores podem influenciar esses parametros, como
caracteristicas do polimero, a integridade da matriz, as interagbes entre a matriz
polimérica e outros componentes da formulacdo, presenca de plastificante, dentre
outros (Carissimi et al., 2018).
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A Tabela 2 apresenta os valores de umidade, solubilidade em agua e grau
de intumescimento dos filmes de alginato sem e com adicdo de biomassa microalgal.
Quanto ao teor de umidade observa-se que, com excecao do filme 0,1% NH, n&o
foram observadas diferencas significativas entre as umidades das demais amostras,
que obtiveram umidade de 18,23 a 20,24 H20/100 g. Os valores estdo de acordo com
faixas tipicas entre 18 e 20 g H20/100 g filme de umidade em filmes de biopolimeros
reportados na literatura (Silva et al. 2009, Rhim, 2004; Sobral et al., 2004). Ressalta-
se que pode ter havido erro experimental na determinacdo da umidade da amostra
0,1% NH e este analise devera ser reavaliada futuramente.

A solubilidade em agua é um parametro importante uma vez que um alto
valor de solubilidade pode comprometer a integridade dos filmes durante a aplicacéo.
Em relacdo a esta propriedade, os valores encontrados estdo proximos aos
constatados em literatura, na faixa de 12,8 a 19,9 g MS/100 g filme (Turbiani et al.,
2007, Silva et al. 2009). Para o material analisado, observa-se um aumento
significativo da solubilidade nos filmes 0,06% H, 0,1% NH e 0,1% H, na faixa de 16,01
a 20,68 g MS/100 g filme, quando comparado ao filme de alginato puro com
solubilidade equivalente a 12,54 g MS/100 g filme. Esse aumento na solubilidade por
ser atribuido a lixiviagdo de componentes da biomassa. Ainda assim, foi possivel
perceber que todos os filmes mantiveram estrutura integra apos 24h de imersédo em
agua. A baixa solubilidade é caracteristica de filmes de alginato reticulados com ions
calcio, garantindo aos filmes boa estabilidade e integridade (Turbiani et al., 2007).

Sem a etapa de reticulacdo com célcio todos os filmes eram 100% solUveis em agua.

Tabela 2. Umidade, solubilidade e grau de intumescimento dos filmes de alginato
sem e com adic&o de biomassa microalgal.

Filme Umidade* Solubilidade* %Gl equilibrio*
(g H20/100 g filme) (g MS/100 g filme) (gH20/100 g filme)
Alginato 19,52 +1,61° 12,54 + 1,882 63,44 + 3,662
0,06% NH 18,23 £ 0,10° 13,23 £ 1,942 76,39 + 1,52P
0,06% H 20,24 + 0,97 16,01 + 0,81° 80,69 + 2,82
0,1% NH 11,12 + 1,802 20,68 + 1,41° 85,33 + 1,55P
0,1% H 18,84 +1,22b 15,17 +1,32° 79,85 + 4,66

*Média + desvio padrdo de 3 determinacBes experimentais. Letras minUsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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O grau de intumescimento (%GI) de equilibrio (apés 1h de imersdo em
agua) e o perfil cinético de absorcao de agua dos filmes estdo apresentados na Tabela
2 e na Figura 9, respectivamente. Os valores de 63,44% para o filme de alginato puro
e entre 76,39% e 85,33% para os filmes com microalga, estédo dentro do esperado, de
acordo com estudos de Turbiani et al. (2011), onde foram observados %Gl na ordem
de 70%. Além disso, esses resultados indicam um aumento significativo no %GI com
a adicao da biomassa, em relacdo ao filme de alginato puro, sugerindo que a presenca
da microalga altera a microestrutura polimérica, permitindo maior absorcéo de agua.
Porém nao houve diferenca significativa entre as duas concentracdes de biomassa
testadas. Esta propriedade é importante pois as modificacdes na matriz polimérica
causadas pelo intumescimento influenciardo na difusividade de compostos ativos
através do filme. Além disso, 0 maior intumescimento € bastante desejavel para
materiais destinados ao uso na agricultura, pois a manutencdo de agua na matriz
polimérica pode permitir a reducdo dos intervalos de irrigacdo (Azeem, 2014,
Chiaregato, 2021).

Os perfis cinéticos de absorcdo de agua mostram comportamento
caracteristico de matrizes hidrofilicas, com um periodo de rapida absorcao de agua
até o estabelecimento do equilibrio, que se deu em torno de 5 min para os filmes de

alginato puro e 15-20 min para os filmes com biomassa microalgal.
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Figura 9. Perfil cinético de absorcao de dgua dos filmes de alginato sem e com
adicdo de biomassa microalgal.
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Os valores de espessura e permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de
alginato sem e com adicdo de biomassa microalgal estdo apresentados na Tabela 3.
As espessuras variaram de 0,027 mm para o filme de alginato puro a 0,056 mm para
o filme 0,1% NH (Tabela 3) e estdo de acordo com a ordem de 0,040 mm relatada
anteriormente em literatura (Santos et al., 2020). A tendéncia de aumento de
espessura com a presenca de biomassa esta provavelmente relacionada com o
aumento de sélidos soluveis na formulacdo. Os maiores valores de espessura
observados para os filmes com biomassa sem a etapa de homogeneizacéo (0,06%
NH e 0,1% NH) pode estar relacionado com a presenca dos aglomerados de
biomassa, como podemos observar nas Figura 5 e 7 (amostras b e d).

A transferéncia de agua em materiais poliméricos ocorre através da difuséo
molecular. Este processo envolve trés etapas: a absorcdo na matriz polimérica; a
migracao através dos poros formados na cadeia polimérica e posterior dessorcao a
partir da outra superficie do filme. Essa caracteristica de barreira pode ser avaliada
pela taxa de permeabilidade ao vapor de agua, definida como a taxa de transmisséo
de vapor de 4gua através de um filme de espessura conhecida, por unidade de éarea,
induzida por um gradiente de pressao parcial de vapor d’agua entre as superficies do
material (Debeaufort et al., 1998). Os valores dos coeficientes de permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes variaram de 3,67 a 7,47 g.mm/m?.dia.kPa (Tabela 3). O PVA
tendeu a aumentar com a presen¢a de biomassa microalgal, porém ndo houve
diferenca significativa entre os filmes com microalga que foram submetidos a etapa
de homogeneizacéo (0,06% H e 0,1% H) e o filme de alginato puros. A incorporacao
da biomassa ndo homogeneizada pode ter promovido pontos de heterogeneidade e
menor compactacao da matriz polimérica facilitando a passagem de umidade através
do filme. Os valores de PVA estdo de acordo com o encontrado nos trabalhos de
Bierhalz et al. (2013) e Santos et al. (2020) que reportaram valores de 3,67 e 6,40

g.mm/m?.dia.kPa, respectivamente, para filmes de alginato puro.
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Tabela 3. Espessura e permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de alginato sem
e com adi¢ao de biomassa microalgal.

) Espessura* PVA**
Filme _
(mm) (g.mm/mz2.dia.kPa)
Alginato 0,027 + 0,0022 3,67 £ 0,492
0,06% NH 0,044 + 0,009° 5,13 £ 0,292
0,06% H 0,033 £ 0,0032 5,30 £ 0,132
0,1% NH 0,056 + 0,005° 7,47 £ 0,15°
0,1% H 0,039 + 0,0072 4,01+ 0,342

*Média + desvio padrdo de 3 determinacfes experimentais. *Média + desvio padrdo de 15
determinacBes experimentais. Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

A técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foi utilizada com o intuito de se avaliar possiveis interacdes da microalga com
a matriz polimérica de alginato e caracterizar altera¢cdes na estrutura molecular dos
filmes. Os espectros obtidos para os filmes sem e com a adi¢cdo biomassa microalgal
estdo apresentados na Figura 10. O espectro do filme de alginato puro apresentou
bandas caracteristicas do estiramento dos grupos O-H, COO- (simétrico), COO"
(assimétrico) em 3235, 1594 e 1412 cm?, respectivamente. As bandas entre 800 e
1020 cm! estdo relacionadas com a estrutura polissacaridica do alginato. Estes picos
correspondem a uma regido chamada de “Impressao Digital” (Finger print) que é
caracteristica de cada polissacarideo e ligacGes glicossidicas. Todas as bandas
caracteristicas encontradas no filme de alginato estdo de acordo com resultados
descritos na literatura (Santos et al., 2020, Costa et al., 2018).

Os espectros com adi¢cao de biomassa microalgal apresentaram um padréao
similar, observando-se a preservacao das mesmas bandas de absor¢cao do filme de
alginato. As bandas em 1594 cm apresentaram maior intensidade nos filmes com
microalga, possivelmente devido a presenca de grupamento aminicos da biomassa.
As bandas em 2930 cm™ podem ser atribuidas a presenca de lipidios e compostos
fendlicos da biomassa (Yalcin et al., 2020). Visentin (2020), em trabalho anterior do
grupo pesquisa, obteve concentracées de 16,58 g lipidios/100g de massa seca e 31,7
g proteina/100 g massa seca para a biomassa de P. autumnale cultivada em meio BG
11.
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Figura 10. Espectros FTIR dos filmes de alginato sem e com adi¢cdo de biomassa
microalgal.

A Tabela 4 apresenta o teor de nitrogénio total (TN) dos filmes. Observa-se
um aumento significativo de TN com o aumento da concentracdo de biomassa na
matriz polimérica, atingindo o valor de 3,85 mg N/g de filme na amostra 0,01% NH.
Esses resultados podem sugerir um potencial de uso dos filmes como fertilizantes de
liberacéo lenta na agricultura onde fontes de N séo essenciais para o crescimento das
plantas (Miflin & Lea, 1976).

Tabela 4. Concentracao de nitrogénio total dos filmes de alginato sem e com adi¢ao
de biomassa microalgal.

Filme Nitrogénio Total (mg/g de filme)
Alginato 0,52 + 0,061
0,06% NH 1,12 £ 0,10°
0,06% H 1,30 £ 0,06°
0,1% NH 3,85+ 0,282
0,1% H 2,48 £ 0,34°

*Média + desvio padrdo de 3 determinagcBes experimentais. Letras minlsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A Tabela 5 apresenta a concentracdo de compostos fendlicos totais dos
filmes de alginato com adicdo de biomassa microalgal. Houve um aumento da
concentracdo com o aumento da concentracdo de microalga, com valores variando
de 0,75 a 1,40 mg EAG/qg filme para o filme 0,06% H e 0,1% NH, respectivamente.
Considerando a incorporacao da biomassa, os resultados demonstram uma tendéncia
de menor concentracdo de fendlicos quando ha homogeneizacédo da biomassa, nos
filmes 0,06% H e 0,1% H, podendo estar relacionado a degradacdo dos compostos
durante este processo. A biomassa de P. autumnale apresentou concentracéo de
fendlicos totais de 62,26 mg/g biomassa seca. Goiris et al. (2012) avaliaram o
potencial antioxidante de microalgas do grupo Cyanophyta e constataram
concentracbes entre 1,09 a 4,57 mg EAG/g de microalga seca. Por outro lado,
Chatterje e Bhattacharjee (2014) encontraram valores entre 8,62 a 117,15 mg EAG/ g
biomassa seca em extratos de Phormidium valderianum obtidos por extracdo com CO:
supercritico em diferentes condi¢des. JaA Nascimento et al. (2020) reportam valores de
160 e 155 mg EAG/g biomassa seca para extratos aquoso e acetona 50% de P.
autumnale, respectivamente. Apesar da grande variacdo dos valores reportados na
literatura, os dados indicam que a adicdo de biomassa da microalga P. autumnale nos
filmes de alginato pode também conferir caracteristicas bioativas, como propriedade
antioxidante a esses materiais. Porém, esses resultados precisam ser

complementados com outros testes para confirmacao.

Tabela 5. Concentracéo de compostos fendlicos totais dos filmes de alginato sem e
com adicdo de biomassa microalgal

Filme Compostos fendlicos totais (mg EAG/g filme)
Alginato 0,53 + 0,05¢
0,06% NH 1,14 + 0,10
0,06% H 0,75 + 0,084
0,1% NH 1,40 £ 0,322
0,1% H 0,98 + 0,07¢
Suspenséo microalgal 62,26 + 2,36*

*Média + desvio padrdo de 3 determinacBes experimentais. Letras mindsculas diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

*mg Equivalente Acido Galico/g biomassa seca
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6. CONCLUSAO

Todos os filmes apresentaram matriz polimérica continua e os filmes com
adicdo de biomassa microalgal (0,06 e 0,1% m/v em relacdo a solucdo polimérica),
submetidos ou ndo ao processo de homogeneizacao da biomassa, apresentaram cor
caracteristica da microalga. A etapa de homogeneizacdo da biomassa se mostrou
eficiente para uniformizar a distribuicdo da biomassa na matriz polimérica. A presenca
da biomassa reduziu a transmitancia dos filmes na regido do UV-Vis, nas
concentragbes de biomassa testadas houve uma tendéncia de aumento da
solubilidade, GI, PVA, concentracao de nitrogénio total e de compostos fendlicos totais
dos filmes em relacao ao filme de alginato puro. Pode-se considerar que 0os materiais
desenvolvidos sdo promissores e apresentam potencial como filmes biodegradaveis

para aplicacéo na agricultura e em alimentos.
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