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RESUMO

A desacetilagao da quitina € uma etapa fundamental para seu uso (quitosana) como
gel ou bioplastico. Atualmente toda quitosana consumida no pais € importada e
muitos dos produtos ndo informam o grau de desacetilagdo. O presente projeto teve
como objetivo produzir quitosana com diferentes graus de desacetilacéo,
identificando a influéncia da desacetilagdo na formacao de bioplastico/biogel e a
atividade antimicrobiana contra Xanthomonas citri. A quitosana é um polissacarideo
candidato para preparar emulsdo com compostos bioativos, para aplicacdo na
agricultura. Uma quitina comercial (com baixo grau de desacetilagdo) foi submetida a
desacetilagdo com diferentes condi¢ées em reator, produzindo quitosana com graus
de desacetilacao de 54%, 62%, 69% e 76%. Essas quitosanas foram empregadas
na formulagcao de biogel para carrear eugenol. Como resultado, todas as amostras
de emulsdo apresentaram inibicdo bacteriana, além da formacdo de biofilmes
translucidos e homogéneos nos graus de desacetilagdo de 62%, 69% e 76%,
reforcando a relagao positiva entre o aumento do grau de desacetilacdo e a melhoria

da qualidade do filme.

Palavras-chave: Polissacarideo; biogel; compostos bioativos; 6leos essenciais.



ABSTRACT

The deacetylation of chitin is a fundamental step for its use (as chitosan) in gels or
bioplastics. Currently, all chitosan consumed in the country is imported, and many
products do not provide information about the degree of deacetylation. The present
project aimed to produce chitosan with different degrees of deacetylation, identifying
the influence of deacetylation on the formation of bioplastic/biogel and on the
antimicrobial activity against Xanthomonas citri. Chitosan is a polysaccharide
considered a candidate for preparing emulsions with bioactive compounds for
agricultural applications. A commercial chitin (with a low degree of deacetylation) was
subjected to deacetylation under different reactor conditions, producing chitosan with
degrees of deacetylation of 54%, 62%, 69%, and 76%. These chitosans were used in
the formulation of biogel to carry eugenol. As a result, all emulsion samples showed
bacterial inhibition, in addition to the formation of translucent and homogeneous
biofilms at degrees of deacetylation of 62%, 69%, and 76%, reinforcing the positive
relationship between the increase in the degree of deacetylation and the

improvement in film quality.
Keywords: Polysaccharide; biogel; bioactive compounds; essential oils.

Title in english: Evaluation of Biogel Produced with Chitosan with Different Degrees

of Deacetylation in the Incorporation of Eugenol.
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1 INTRODUCAO
1.1 Quitina e quitosana

A quitosana é um polissacarideo natural obtido a partir da desacetilagdo da
quitina, que possui na sua cadeia um grupo amino no carbono 2, e € constituido por
unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glucosamina. Pouco soluvel em agua, a
solubilizagéo ¢é feita através de um polication obtido a partir de acidos (minerais ou
organicos) em funcao da protonagado dos grupos aminos livres da cadeia polimérica.
Assim, a amina primaria da quitosana é responsavel pela obtencdo dos compostos
derivados, que por sua vez estdo diretamente ligados ao grau de desacetilagao

(parametro mais importante no aspecto quimico) (LLANOS et al., 2021).

Figura 1 - Estrutura quimica da quitina e da quitosana.
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Fonte: Adaptado de Younes & Rinaudo, 2015.

A quitina é o segundo polimero mais abundante depois da celulose, sendo
encontrada principalmente em cascas de crustaceos, como o camarédo e o
caranguejo, e também em paredes celulares de fungos, tendo uma produgéo anual
estimada em 10" e 10" toneladas em todo o mundo (SAGAR et al., 2025). Para seu
processamento, a quitina é extraida da casca dos crustaceos por tratamento acido
para dissolver o carbonato de calcio, seguido por uma etapa de extragao alcalina e
posterior descoloragdo (RINAUDO, 2006). A quitina é infusivel e apresenta baixa

solubilidade. Por apresentar baixa solubilidade, gera limitacbes relevantes no



desenvolvimento de métodos de processamento, uso e caracterizacédo (YOUNES &
RINAUDO, 2015).

A quitosana apresenta aplicagbes comerciais em industrias alimenticias,
quimicas e biomédicas, além disso, tem um potencial uso como conservante natural
de alimentos gracas a sua propriedade antimicrobiana contra diversos
microrganismos como fungos, bactérias e leveduras (EDO; YOUSIF;
AL-MASHHADANI, 2025). Outras propriedades da quitosana incluem a
biocompatibilidade, baixa toxicidade, biodegradabilidade, versatilidade de formas de
uso como gel, solugbes e membranas (FLAUZINO JUNIOR, 2021).

A desacetilacdo da quitina envolve a remocgado de grupos acetil da cadeia
molecular, resultando na quitosana. O grau de desacetilagdo (GD) da quitosana é
definido como a razdo numérica de unidades de D-glucosamina para a soma de
unidades de N-acetilglucosamina e D-glucosamina (WEISSPFLOG et al., 2021).

A Unica empresa brasileira que produzia quitosana fechou, tornando
necessaria a importagcao deste produto. Contudo, algumas quitosanas disponiveis no
mercado nao apresentam em suas fichas técnicas informagdes relevantes, como o
grau de desacetilacdo. Essa informacdo é essencial para pesquisas cientificas
voltadas a producgédo de bioplasticos e biogéis. Nesse contexto, o presente estudo
tem como objetivo avaliar a influéncia do grau de desacetilacdo da quitosana na
producao de biogéis, os quais tém como finalidade carrear compostos ativos, sendo
utilizado, neste caso, o eugenol, substédncia que tem demonstrado eficacia no

controle do cancro citrico.

1.2 Eugenol

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € o principal componente do oleo de cravo ,
um composto aromatico, com propriedades analgésicas, antimicrobianas,
anti-inflamatérias, antioxidantes e anticancerigenas (DA SILVA et al.,, 2018). O
eugenol foi isolado pela primeira vez em 1929 como uma substancia volatil de
Eugenia caryophyllata (cravo da india), e sua produgado comercial iniciou nos EUA
em 1940 (CHEN et al., 2025; ULANOWSKA & OLAS, 2021; DA SILVA et al., 2018).

Esse composto pode ser obtido a partir de 6leos essenciais de plantas das

familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Myristicaceae (ULANOWSKA & OLAS,



2021), € um liquido amarelo-claro, de consisténcia oleosa e aroma caracteristico de
cravo. De acordo com Ulanowska e Olas (2021), o potencial antimicrobiano do
eugenol tem sido atribuido ao grupo hidroxila (-OH) livre de sua estrutura, como
mostra a Figura 2, danificando a membrana de bactérias Gram-negativas. No interior
da célula, esse composto € capaz de alterar sua estrutura, promovendo o
extravasamento dos componentes intracelulares (TAVVABI-KASHANI et al., 2024). O
eugenol apresenta um mecanismo de agdo antimicrobiana comum, capaz de
penetrar em membranas lipidicas, inibindo a proliferagdo de diversos

microrganismos, como bactérias, fungos e virus (CHEN et al., 2025).

Figura 2 - Estrutura quimica do eugenol.
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Fonte: ULANOWSKA & OLAS, 2021

O eugenol tem diversas aplicagbes na industria, como aromatizante de
alimentos, em produtos farmacéuticos, odontoldégicos, agricolas e cosméticos
(TAVVABI-KASHANI et al., 2024). Tradicionalmente usado por suas propriedades
antissépticas e analgésicas, atualmente o eugenol tem seu uso até mesmo em
embalagens de alimentos, onde atua como agente antimicrobiano, prevenindo a
contaminacdo e estendendo a vida util de alimentos, principalmente por sua
capacidade antioxidante (HYDERI et al., 2025).

1.3 Xanthomonas citri subsp. citri e o cancro citrico

A citricultura é uma atividade de grande importancia mundial, sendo

economicamente relevante em mais de 80 paises, distribuidos em diferentes



regides, em especial nas zonas tropicais e subtropicais (SENTELHAS, 2005). Os
lideres na produgcdo mundial desses produtos sao a China, com foco na tangerina e
grapefruit, o México lidera na producao de lima e limao enquanto o Brasil assume a
lideranga mundial na producdo de laranja doce (CITRUSBR, 2022). As primeiras
exportacdes de laranja brasileira datam de 1962 e desde entdo tornaram-se grande
potencial econémico no pais, cerca de 98% de toda a producgédo brasileira é
destinada ao comércio de suco mundial (NEVES, 2020). Além de grande
importancia no comeércio externo, o setor citricola possui uma grande geracéo de
empregos. Segundo o Cadastro Geral de Empregados e Desempregados (Caged) ,
a industria citricola € o setor agricola que mais emprega no estado de Sao Paulo,
com uma taxa de 1 empregado para cada 9 hectares cultivados. Para comparativo, o
setor da cana possui taxa de 1 empregado para cada 80 hectares cultivados
(CAGED, 2018).

Apesar de ser um grande exportador de suco concentrado de laranja, o Brasil
enfrenta diversas barreiras, desde fatores climaticos e mercadoldgicos até fatores
legislativos e fitossanitarios por parte de grandes importadores, tal como os EUA e a
Unido Europeia (FUNDECITRUS, 2018). Isto se deve ao fato de que o Brasil ndo é
uma regiao livre de doencgas, tal como o cancro citrico dentre outras infecciosas que
atacam os pomares de citros. O cancro citrico € uma doenga de origem asiatica
causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, uma bactéria Gram-negativa
com formato de bastdo e aerdbia, provoca lesdes em folhas, ramos e frutos (Figura
3). A forma mais comum e disseminada da doenca causada pela X. citri é a
cancrose do tipo “A” ou asiatica, forma esta mais severa e agressiva. Para combater
os efeitos do cancro citrico os agricultores aplicam solugdes a base de cobre fixo,
que visam impedir a entrada e disseminacédo da bactéria, mas sem efeito curativo
algum (FUNDECITRUS, 2018).
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Figura 3 - LesGes causadas pelo cancro citrico (X. citri) em laranjas.

Fonte: Fundecitrus.

Apesar do cobre se mostrar eficaz no controle do cancro citrico, existem
diversas evidéncias de que sua aplicagdo tenha efeitos negativos ao meio ambiente
(BEHLAU et al.,, 2017). Para reduzir os impactos causados pela pulverizagao do
cobre nos pomares, ja foram realizadas diversas pesquisas com possiveis
substitutos para controle do cancro citrico. O zinco mostrou certa eficacia no
controle, mas néao é tao eficiente quanto o cobre (GRAHAM et al., 2016). Além dos
compostos inorganicos, foram testados compostos orgéanicos tal como o acido
hexanodico, que mostrou resultados satisfatorios (CACCALANO et al., 2021).
Pesquisas mais recentes apostam na utilizacdo de compostos naturais ou de
moléculas de origem natural que possuem agentes bioativos com capacidade
bactericida (CAVALCA, 2018; MORAO, 2018; ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021;
JOSHI et al., 2021; NG et al., 2021). A vantagem da utilizacdo dos agentes bioativos
€ a capacidade bactericida com baixa toxicidade e mecanismos de a¢ao especificos
para microrganismos procariontes (CAVALCA, 2018; MORAO, 2018; POLAQUINI et
al., 2019; MORAO et al., 2019).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Neste trabalho foi estudado em reator de ago inox a produgao de quitosana
com diferentes graus de desacetilacdo. Além disso, foi avaliado a incorporacéo de

eugenol nos biogéis e sua atividade antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

a) Desacetilar quitina em reator de ago inox determinando condigbes para
produzir quitosana com diferentes graus de desacetilagéo;

b) Avaliar a formagao de biogel/bioplastico com as quitosanas com diferentes
graus de desacetilagao;

c) Avaliar a atividade antimicrobiana do biogel com as quitosanas com diferentes

graus de desacetilacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

A quitina comercial empregada no estudo foi adquirida da empresa Paralab
(Brasil), produto de procedéncia da China e predominante no mercado brasileiro,
possui baixo grau de desacetilagdo, entre 10 e 15% (GD) conforme testes

potenciométricos.
3.1 Desacetilagao da quitina

Os testes de desacetilagao da quitina iniciaram conforme o método de Souza
(2017). Realizou-se duas séries de testes. Na primeira série, diluiu-se 200 g de
hidroxido de sédio (NaOH) em agua destilada até completar 400 mL de volume, para
obter a proporcédo de 50% (m/v), e em seguida foi adicionado 4 g de quitina
(LAVORGNA et al.,, 2010). Utilizou-se um reator de aco inox sob medida com
capacidade total de 600 mL, com agitagdo magnética, temperatura e pressao (Figura
4).

Figura 4 - Reator de ago inox.

Fonte: Autor.
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A amostra foi submetida a 800 rpm de agitagdo, sob temperaturas de 130,
135 e 140 °C durante 3 horas. Apds o término da reagao a amostra foi transferida
para um cadinho e submetida a filtragdo com agua destilada utilizando uma bomba
de sucgao a vacuo para remocao do NaOH. Apds a neutralizacdo do pH, a amostra

foi levada a estufa sob temperatura de 65 °C durante 24 horas.

Na segunda série dos testes utilizou-se um copo de teflon com capacidade de
200 mL de volume dentro do copo de aluminio do reator. Diluiu-se 100 g de
hidroxido de sodio (NaOH) em agua destilada até completar 200 mL, em seguida foi
adicionado 2 g de quitina (LAVORGNA et al., 2010). A amostra foi submetida a 800
rom de agitacédo, sob temperaturas de 120, 125, 130, 135 e 140 °C durante 2 e 3

horas.

3.2 Grau de desacetilagao

Para a determinacédo do grau de desacetilagao, utilizou-se a metodologia de
Tan et al. (1998) a fim de padronizar a determinagcédo do grau de desacetilagao (GD)

das amostras.

Dissolveu-se 0,05 g de quitosana (GD=75%) em 20 mL de HCI 0,1 mol/L mais
10 mL de agua destilada. A solugao de quitosana foi homogeneizada no agitador
magnético por 40 minutos e, em seguida, titulada com NaOH 0,1 mol/L. A partir do
registro dos valores de pH, conferidos a cada 0,25 mL de NaOH adicionados,
gerou-se uma curva de titulagdo potenciométrica, com dois pontos de inflexdo. O

volume de NaOH em cada ponto foi aplicado a equagao 1 (TAN et al. 1998).

DD = 100 — [4 / (W —2044) / 161 + A] x 100) .

Onde:
DD: Grau de desacetilagao
A: Quantidade de GIcNAc determinada / 204

W: Massa da amostra de quitosana utilizada.

)

Os testes para confirmar a metodologia foram feitos em ftriplicata e os

resultados obtidos podem ser observados na Tabela 1. Os valores do grau de
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desacetilacdo obtidos nas trés titulagdes estdo proximos entre si. Além disso, se
aproximam do valor fornecido pelo fabricante (GD=75%), o que confirma a

metodologia de Tan et al. (1998).

Tabela 1 - Teste potenciométrico.

Amostra Grau de desacetilagéo (GD) (%)
1 73,0
2 74,6
3 74,6

Fonte: Autor.

3.3 Formacao de biofilme em placa

Para a formagao do biogel seguido do filme, foi estabelecida uma proporg¢ao
de 1 g para 100 mL, no caso 0,4 g de quitosana desacetilada para 40 mL de acido
acético 2%. A amostra foi agitada a 600 rpm durante 2 horas (CHEN et al., 2009;
LAVORGNA et al., 2010). Apds a solubilizagdo da quitosana, adicionou-se 25% de
eugenol em relacdo a massa de quitosana, equivalente a 0,1 mL, seguido de 10%
de Tween 80 em relagcdo a massa de eugenol, equivalente a 0,01 mL. Nos ultimos
30 minutos de agitagdo, foi adicionado 20% de glicerina em relagdo a massa de
quitosana, equivalente a 0,08 mL/L. A amostra foi deixada em repouso durante 24
horas para remover as bolhas de ar. Posteriormente, foi adicionado
aproximadamente 38 g do material em placa de Petri de plastico redonda e levado a
incubadora DBO a 30 °C para secagem durante 2 dias (FAKHOURI, et al., 2007;
SILVA, 2011).
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3.4 Caracterizagao do biofilme em placa
3.4.1 Espessura

Para a determinagao da espessura, foi necessario um micrédmetro e o valor
final foi a média aritmética de seis medidas aleatorias em diferentes partes do
biofilme (FAKHOURI, et al., 2007).

3.4.2 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada em espectrofotometro. Os filmes
foram cortados em retdngulos e aderidos a parede interna da cubeta de vidro. A
leitura foi realizada em triplicata, com um comprimento de onda de 450 mm
(MATTEI, et al., 2013). Com o valor de absorbancia, calculou-se a opacidade como

uma relacao entre a absorbancia e a espessura do filme.
3.4.3 Solubilidade em agua

Foram cortadas amostras de 2 cm de didmetro e colocadas em estufa a 105
°C durante 24 horas, em seguida, foram pesadas, obtendo-se a massa inicial da
amostra. As amostras secas foram inseridas em Becker contendo 50 mL de agua
destilada, e agitadas lentamente a 25 °C por 24 horas. Apds esse periodo, a amostra
foi colocada em estufa a 105 °C durante 24 horas, para sua secagem e posterior
pesagem para obter a massa final (FAKHOURI et al., 2007; SILVA, 2011).

3.4.4 Umidade do biofilme

Foram cortadas amostras de 2 cm?, pesadas e inseridas em estufa a 105 °C
durante 24 horas. Apds secas, as amostras foram pesadas novamente, sendo

determinado seu percentual de umidade (SILVA, 2011).
3.4.5 Resisténcia mecéanica

A tensao de tracdo na carga maxima e o alongamento na ruptura - stress - do
bioplastico foram medidos no DMA 850 Discovery, TA Instruments com corpos de
prova com 3 cm de comprimento e 3,9 mm de largura. A espessura foi previamente
medida em regides diferentes e aleatdérias por um micrémetro digital (0-25 mm com
resolugao de 0,001 mm, Mitutoyo 293-230).
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3.5 Teste de inibicao bacteriana contra Xanthomonas citri

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, foram realizadas duplicatas,
utilizando o método de difusdo em disco em meio sélido, adaptado de Villamizar et
al., (2020). A cepa bacteriana X. citri com densidade O6ptica (DOsw) = 0,5,
correspondente a 10" UFC/mL, foi adicionada em meio NYG (Nutriente, Extrato de
Levedura e Glicerol). Foram adicionados 200 uL da suspensao bacteriana sobre a
superficie do meio de cultura, distribuido uniformemente com o auxilio de uma alga
de Drigalski estéril. Discos de papel filtro estéreis (6 mm de didmetro) foram
previamente posicionados no meio de cada quadrante das placas. Em seguida,
foram adicionados 30 pL de amostra de cada emulséo (54, 62, 69, 76 e 75%) sobre
os discos. As placas foram incubadas a 27 °C durante 72 horas. Apds o periodo de
incubacgao, foi realizada a medicdo dos halos de inibicao ao redor dos discos com o
auxilio de um paquimetro digital e o software Imaged, a fim de possibilitar a
comparagao e garantir maior precisao. A presenca e o didmetro dos halos foram
utilizados como indicativo da atividade antibacteriana. A taxa de inibigdo para cada
amostra foi calculada conforme a equacao 2, utilizando-se os valores médios dos

diametros dos halos de inibicdo, expressos em milimetros.

n gaEome o DIAM da amostra — Controle
Fes delinibieng: (e) = DIAM da amostra maxima X1

3.6 Analise estatistica

Os dados obtidos passaram pelo teste estatistico ANOVA (com grau
significativo de p<0,05) para a comparacao entre diferentes médias. Essas

analises foram realizadas no software BioEstat, versdo 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Desacetilagao da quitina e determinagao do grau de desacetilagao

Na primeira série dos testes (Tabela 2), os valores mostram que nao houve
variagdo do grau de desacetilagao entre as temperaturas de 130 e 135 °C, e a maior
eficiéncia foi a partir de 140 °C que apresentou 62% de desacetilagdo — o que foi
abaixo do esperado. Além disso, verificou-se que os materiais recuperados
apresentaram coloracao vermelho escuro, diferente do material inicial, 0 que indicou
suposta contaminagdo da amostra pela corrosdo da parede interna do reator devido

a alta concentragéo de hidroxido de sodio (NaOH).

Tabela 2 - Processo alcalino de desacetilagao da quitina.

Volume de Massa
Mas: ratur
NaOH (%) Ifaf-;‘;a de" Tempex an:lfl Tem?o = H20 gasto  recuperada GD (%)
quitina (g) do reator (°C) reacio (h)
(9) (2)
130 54
50 - 135 3 6,5 1.6 54
140 62

Fonte: Autor.

Na segunda série dos testes (Tabela 3), os resultados obtidos mostraram que
foi possivel obter diferentes graus de desacetilagdo da quitosana a partir da
desacetilagdo da quitina comercial, inclusive alcangar o GD da quitosana comercial
da Sigma-Aldrich. Comparando-se com a metodologia previamente utilizada
(SOUZA 2017; LAVORGNA et al., 2010), que operava entre 95°C e 110 °C por 3
horas, verificou-se que a nova abordagem permitiu alcangar GDs elevados em
menor tempo, mas com temperaturas mais elevadas, especialmente nas condigdes
de 130 °C e 135 °C por 2 horas, segundo Ismail et al. (2023), esse efeito pode estar
relacionado ao fato de que, em temperaturas mais altas, as interagdes moleculares
favorecem a ruptura dos grupos acetil, promovendo maior conversao de quitina em
quitosana. Foi a partir desses resultados (Tabela 3) que foram selecionados os

biofilmes para os testes de caracterizagao.

Observou-se também uma diminuicdo no volume de &agua para lavar o

material, o que ja era esperado uma vez que a massa de quitina utilizada no
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processo de desacetilagdo reduziu 50% do primeiro (Tabela 2) para o segundo
(Tabela 3). Entretanto, a redugado mais significativa foi a massa final recuperada que

caiu de 40% para 15% em relagdo ao primeiro teste (Tabela 2) que utilizava 4 g de

quitina.
Tabela 3 - Processo alcalino de desacetilagdo da quitina.
Volume de Massa
NaOH (%) _\I.as.;sa de Temperan:ra TemPo ie H20 gasto  recuperada GD (%)
quitina (g) do reator (°C) reacio (h)
L) (2
120 2 3 54
125 2 3 54
130 2 3 69
135 2 3 76
50 P 140 2 3 03 54
120 3 5 54
125 3 < 62
130 3 - 69
135 3 3 69
140 3 - 62

Fonte: Autor.

4.2 Formacao e secagem dos biofilmes

A etapa de formagao dos biofilmes teve inicio com a utilizagdo da quitosana
obtida a partir do processo de desacetilacédo da quitina (Figura 5A) e da quitosana
comercial da Sigma-Aldrich (Figura5B). O material desacetilado (Figura 5A)
apresentou coloragao acinzentada e aspecto granuloso mais fino quando comparado
a quitosana comercial (Figura 5B), que possui tonalidade bege. Essa diferenca
decorre, possivelmente, da presenca de impurezas do material primario ou das
condigbes do processo de desacetilacdo, que podem influenciar na cor. Essas
variagcbes nao comprometem necessariamente a funcionalidade do material, mas
indicam que o material obtido por desacetilagdo apresenta caracteristicas diferentes

do padrao comercial.
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Figura 5 - (A) Quitosana desacetilada com grau de desacetilagdo (GD) de 76%; (B)

quitosana comercial da Sigma-Aldrich.

Fonte: Autor.

A Figura 6 apresenta imagens de filmes a base de quitosana desacetilada em
diferentes graus (54%, 62%, 69%, 76%), além de uma amostra com quitosana

comercial da Sigma-Aldrich (75%), com eugenol e Tween 80 como aditivos.

O filme de 54% de desacetilacao (Figura 6A), apresentou coloragéo escura, o
que indicou baixa qualidade do filme, possivelmente devido a menor solubilidade e
interacdo dos grupos amino livres da quitosana com os demais componentes
(eugenol e Tween 80). Além disso, € o unico filme, entre as figuras, que esta na
placa Petri - ndao foi possivel remové-lo sem ruptura. A aparéncia sugere
instabilidade ou ma formacao do biogel devido ao baixo grau de desacetilagdo. O
filme de 62% (Figura 6B) e 69% (Figura 6C), apresentaram mais translucidez e
homogeneidade. Houve uma melhora visivel na integridade e uniformidade do
material com o aumento do grau de desacetilagcdo, principalmente para deslocar o
filme da placa Petri. Isso pode estar relacionado a maior disponibilidade de grupos
amino na quitosana, que favorece interagdes intermoleculares e compatibilidade
com os aditivos. O filme de 76% (Figura 6D), apresentou aspecto ainda mais
uniforme e transparente, o que reforca a tendéncia de melhora da qualidade do filme
com maior grau de desacetilagdo, podendo ser comparado com o filme de 75%
(Figura 6E) (Sigma-Aldrich), que apresentou aparéncia semelhante ao filme de 76%

(Figura 6D), ligeiramente mais claro e homogéneo. A quitosana comercial é
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geralmente mais pura e padronizada, o que pode explicar a leve superioridade
visual.

Figura 6 - Filmes a base de quitosana desacetilada com diferentes graus, eugenol e Tween
80, e quitosana comercial da Sigma-Aldrich: (A)54%, (B) 62%, (C) 69%, (D) 76%, (E) 75%
Sigma-Aldrich.

Fonte: Autor.

4.3 Caracterizagao dos biofilmes em placa

Para os testes de caracterizagdo fisica, quimica e mecéanica dos biofilmes,
foram selecionados os filmes de 62, 69, 76 e 75% (GD) da Sigma-Aldrich, com
excecao do filme de 54% que nao pbde ser removido sem ruptura da placa de Petri
por ter aderido a superficie.
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4.3.1 Espessura, opacidade e resisténcia mecénica

Em relacdo a espessura (Tabela 4), observou-se que os filmes de 62%, 69% e
76% apresentaram valores entre 0,19 + 0,03 mm e 0,24 + 0,05 mm, sendo maior que
a espessura do filme da comercial (75%), 0 que era esperado uma vez que a
uniformidade entre as amostras do mesmo material ndo é facilmente alcancada por
se tratar de material heterogéneo. A menor espessura do flme comercial pode estar

associada a maior pureza da quitosana em sua fabricacao.

Em relacdo a transmitancia, o filme com 76% destacou-se por apresentar o
maior valor (0,53 + 0,15), o que indicou maior transparéncia a passagem de luz. Em
contrapartida, o filme comercial apresentou a menor transmitancia (0,21 £ 0,01),
apesar de sua menor espessura, sugerindo que a composi¢ao do material exerce
maior influéncia na propriedade Optica do que a espessura. A absorbancia
apresentou tendéncia inversa a transmitancia. O filme com 69% apresentou a maior
absorbancia (0,71), seguido pelo filme comercial (0,67), enquanto o filme com 76%

obteve o menor valor (0,27).

Em relacédo a resisténcia mecanica, observou-se que o filme de 62%
apresentou o maior valor de tenséo a ruptura (8,48 + 2,33 MPa), maior que o filme
de 76% de desacetilagdo (3,05 + 1,1 MPa), que era esperado ser proximo do filme
da quitosana comercial (75% Sigma-Aldrich — 30,38 + 8,23 MPa). Esse resultado
pode estar associado a uma melhor homogeneidade e sinergia entre os
componentes da formulacdo do filme de 62%. Esperava-se que o filme de 76%
apresentasse propriedades mecanicas superiores, devido ao maior grau de
desacetilagdo, mas o desempenho inferior sugere que outros fatores, como a
interacdo entre os constituintes, influenciaram mais o comportamento mecanico
observado, além disso, a adicédo de 6leo ao biofilme o torna mais maleavel e flexivel
(MARZO ROJAS, 2010). De acordo com Llanos et al., (2025), o filme de quitosana
com aditivos de eugenol, tween 80, e glicerol teve um aumento de aproximadamente
30% em relagdo a resisténcia a tragdo mecanica, reforcando que outros fatores

influenciaram a resisténcia do filme.
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Tabela 4 - Média e desvio padrdo de espessura, forgas de tensao e opacidade dos filmes.
Valores expressos em média + desvio padrdo, sem analise estatistica de comparacéo entre
0S grupos.

Filme (%) Espessura (mm) Transmitdncia  Absorbéancia Tensdo de
Ruptura (MPa)
62 0,24 £ 0,05 0,38 £ 0,01 0,41 8,48 + 2,33
69 0,19 £ 0,03 0,35 £ 0,01 0,71 5,22 +2,13
76 0,19 £ 0,03 0,53 £ 0,15 0,27 3,05+ 1,00
75* 0,10 £ 0,01 0,21 £ 0,01 0,67 30,38 £ 8,23

* Sigma-Aldrich

Fonte: Autor.

4.3.2 Solubilidade e umidade

A Tabela 5 apresenta os resultados de solubilidade em agua e umidade
perdida dos filmes de quitosana desacetilada com diferentes graus de desacetilagao

(GD), incluindo uma amostra comercial da Sigma-Aldrich (75%).

Em relacdo a solubilidade, o filme com 69% de GD apresentou a maior
solubilidade (79%), seguido pelo filme com 62% (73%). A medida que o grau de
desacetilagdo aumenta, a solubilidade tende a diminuir (exemplo: 76% = 60%,
Sigma-Aldrich 75% = 35%). Isso ocorre porque a desacetilagdo aumenta os grupos
amino livres, o que pode reduzir a afinidade do polimero pela agua. Em relagéo a
umidade perdida, todos os filmes exibiram valores proximos (26—29%), indicando

uma retencédo de umidade semelhante.
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Tabela 5 - Porcentagem de solubilidade em agua e umidade perdida dos filmes.

Filme (%) Massa inicial Massa final I'V_'I::lssa Solubilidade (%) Mass? inicial Mana final Um.idade
(sol.) () (sol.) (g) solubilizada (g) (umid.) (g) (umid.) (g) perdida (%)
62 0,046 0,012 0,034 73 0,065 0,046 29
69 0,034 0,007 0,027 79 0,048 0,034 29
76 0,033 0,013 0,02 60 0,047 0,033 29
75* 0,014 0,009 0,005 35 0,019 0,014 26

* Sigma-Aldrich

Fonte: Autor.

4.4 Teste de inibicao bacteriana contra Xanthomonas citri

Na Figura 7 encontram-se as placas de Petri (A - F) apresentando o
crescimento de X. citri no terceiro dia de incubacdo em meio NYG a 27 °C, com
aplicagédo de diferentes emulsdes de quitosana combinadas com eugenol sobre
discos de papel filtro distribuidos em quadrantes. Embora a emulsédo de 54% (GD)
nao tenha sido caracterizada por ndo descolar da superficie da placa Petri, foi
aplicada e analisada enquanto emulsdo. Apos as 72 horas, observou-se um
aumento significativo na dimensao e na visibilidade dos halos de inibicdo, presente
em todas as placas com amostras da emulsdo. A placa com amostra de 54% (Figura
7A) demonstrou o maior halo de inibicdo, com média de 9,08 mm (Tabela 6),
entretanto, esse dado diverge do encontrado na literatura, de acordo com Ke et al.
(2021), quanto maior o grau de desacetilacdo da quitosana, melhor é a atividade
antimicrobiana, porém, outros fatores como pH e peso molecular também interferem
nessa acao. Em seguida, destacaram-se as placas com amostras de 75%
(Sigma-Aldrich) (Figura 7E) e 69% (Figura 7C), com média dos halos de 8,5 mm e
8,41 mm, respectivamente. Por outro lado, a placa de 62% (Figura 7B) apresentou o
menor valor de halo de inibicdo, com média de 8,01 mm. A placa controle (Figura
7F), contendo apenas a bactéria sem emulsdo, ndo apresentou halos de inibigéo,

confirmando que o crescimento bacteriano ocorreu de maneira uniforme.
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Figura 7 - Placas de Petri com X. citri e emuls&o de quitosana apds 72 horas. (A) Emulséo
de 54%; (B) emulsao de 62%; (C) emulsao de 69%; (D) emulsao de 76%; (E) emulsao de
75% da Sigma-Aldrich; (F) controle.

Fonte: Autor.

Tabela 6 - Valores das médias + desvio padrao do halo de inibicdo no paquimetro digital e

software ImageJ.

Filme (%) Paquimetro (mm) Imagel) (mm)  Diferenga (Pag—U) (mm)
Controle 0 0 0

54 9,22 +1,28 9,08 + 0,01 0,14

62 8,03 + 0,67 8,01 + 0,03 0,02

69 8,46 + 0,39 8,41 + 0,09 0,05

76 8,25 +0,75 8,10+ 0,11 0,15

75* 8,63 + 1,00 8,50 + 0,10 0,13

* Sigma-Aldrich

Fonte: Autor.
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Tabela 7 - Valores da analise estatistica - ANOVA

Fonte de SQ (Soma dos 6L QM (Quadrado F calculado s
variagdo Quadrados) Médio)
Entre grupos 6,56 4 1,6 2,15 0,0949
Dentro dos
26,76 35 0,7 — —
grupos
Total 33,32 39 — — —

Fonte: Autor.

A partir da Tabela 7, fica evidente que ndo ha diferenca estatisticamente

significativa entre as médias dos grupos comparados, visto que o valor de p>0,05.

A figura 8, elaborado a partir da equacgao 2, apresenta os valores de inibigao

em porcentagem de cada amostra analisada, foram utilizados os dados de diametro

obtidos do software ImageJ devido a sua maior precisdo nos valores. Observa-se

que a amostra de 54% apresentou a maior taxa de inibigdo, atingindo 100%,

enquanto a amostra de 62% registrou o menor valor, com aproximadamente 90%,

evidenciando uma baixa variagao entre as amostras, dado em concordancia com o
resultado p=0,095 do teste ANOVA.
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Figura 8 - Taxa de inibicdo do crescimento de X. citri.
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A quitosana apresenta reconhecida atividade antimicrobiana, uma vez que
seu grupo amino, carregado positivamente, interage com a membrana celular dos
microrganismos, de carga negativa, provocando o extravasamento do conteudo
intracelular (YILMAZ ATAY, 2019), enquanto que o eugenol também gera
extravasamento do conteudo intracelular, além de ser bastante conhecido na
literatura contra diversas bactérias gram-negativas, como E. coli , Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, S. flexneri, dentre outras (HYDERI et al., 2025), transmitidas
principalmente por alimentos. O uso da emulsdo de quitosana e eugenol contra a X.
citri ja@ indicava um potencial antimicrobiano esperado, visto que ambos os

compostos apresentam, individualmente, atividade contra microrganismos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em relagdo ao processo de desacetilagdo da quitina, foi possivel chegar ao
grau de desacetilagdo da quitosana comercial (Sigma-Aldrich). Entretanto,
observou-se baixa quantidade de massa do material recuperado, o que indica perda
significativa durante a etapa de lavagemffiltragdo. Em relagdo a caracterizagao,
sugere-se aumentar o tempo de agitacdo da emulsdo e da intensidade, além de
utilizar agitador mecanico, a fim de melhorar a interacdo entre os compostos da
formulacdo. Essa adaptagcdo pode contribuir para a formacdo de um filme mais
estavel e, consequentemente, com mais resisténcia mecanica, principalmente nas
emulsdes de quitosana com maiores graus de desacetilagdo (69% e 75% GD). Era
esperado, também, que o desempenho do filme produzido com quitosana de 76% de
desacetilagdo se aproximasse dos resultados observados no filme de quitosana
comercial (75%) da Sigma-Aldrich nos testes de rompimento mecéanico. Em relagéo
X. citri, com a formagao de halos visiveis e média de valores proximos, indicando
acao antimicrobiana a partir do uso das emulsdes, sem variagao estatistica em
relacdo ao grau de desacetilagdo utilizado, evidenciando que embora amostras com
GDs menores nao formem filme, o potencial antimicrobiano é mantido quando
utilizados em forma de emulsdo. Entretanto, visto que o valor do teste estatistico
ficou proximo ao limiar (p<0,05), sugere-se novos testes com maior quantidade de

dados, para conferir maior poder estatistico.
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