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RESUMO

Nano particulas de quitosana (NPQs) e O6leo essencial (OE) de alho foram
incorporados em diferentes proporcdes, em filmes de pectina, a fim de investigar a
interacdo de cada componente com a matriz nas propriedades fisicas de barreira e
propriedades antimicrobianas. Para isso, foram preparadas nanoparticulas de
quitosana (NPQs) com tamanhos médio de 317 nm através da polimerizagdo do acido
metacrilico (MAA), em solucdo de quitosana por condensacdo de refluxo, e
analisadas quanto ao seu tamanho médio e estabilidade (potencial Zeta). Os filmes
foram produzidos através da técnica de casting, a partir de suspensdes filmogénicas
compostas por: Pectina e 6leo essencial (OE) de alho em meio aquoso (controle)
(Solucéo A); pectina, 6leo essencial de alho e Tween 80 em meio aquoso (Solucdo
B); pectina e 6leo essencial de alho em solucdo de NPQs ( Solucdo C); pectina, 6leo
essencial de alho e Tween 80 em solucdo de NPQs (solugéo D). Os filmes passaram
por uma avaliacdo subjetiva, sendo classificados segundo sua homogeneidade,
continuidade e manuseabilidade. As andlises de permeabilidade ao vapor de agua
(WVP) apresentaram os valores de 0,87 g mm/KPhm para o o filmes contendo
apenas as NPQs, 0,39 g mm/KPhm? e 0,48 g mm/KPhm? para os filmes contendo
surfactante na auséncia e na presenca de NPQs respectivamente, tais valores foram
maiores em relacdo ao filme controle 0,21g mm/KPhm?. A presenca de surfactante
pode atuar diminuindo as interacdes intermoleculares entre as cadeias poliméricas
adjacentes permitindo a maior permeacdo do vapor de agua. A analise mecéanica
permitiu observar que a presenca das NPQs e do surfactante nas composi¢cdes do
filme controle, ndo influenciaram significativamente em algumas das propriedades,
mas que, o material apresenta uma tendéncia de melhora na tensdo e no médulo
elastico. Os resultados decorrentes da atividade antimicrobiana, demonstraram que
todos os filmes contendo o OE de alho apresentaram inibicdo apenas por contato
para bactérias do tipo Gram-positiva (S.aureus), isso demonstra que 0S compostos
ativos do OE de alho, ndo estdo sendo efetivamente imobilizados na estrutura dos
filmes, sendo assim, esses séo eficazes a apenas bactérias com estruturas mais
simples e sensiveis ao contato do filme. Enquanto que, para as Gram- negativas
(E.coli), a inibicdo ocorreu apenas pelos filmes contendo as NPQs, e por contato
direto na cultura. A partir de todos os resultados apresentados neste trabalho, os

autores concluem gue de modo geral, os filmes apresentaram aparéncia homogénea,



continuidade e maleabilidade, tendo, portanto, propriedades consideradas

satisfatérias para filmes comestiveis e inibicdo antimicrobiana.

Palavras-chave: Filmes comestiveis, nanoparticulas de quitosana, OE de alho,
surfactante, pectina.



ABSTRACT

In this work, films composed of pectin matrix incorporated with garlic OE and NPQs
with variation in the formulations were produced, to investigate the interaction of each
component with the matrix in the physical barrier and antimicrobial properties. For this,
chitosan nanoparticles (NPQs) with average sizes of 317 nm were prepared through
the polymerization of methacrylic acid (MAA), in chitosan solution by reflux
condensation, and analyzed for their average size and stability (Zeta potential). The
films were produced using the casting technique, from filmogenic suspensions
composed of Pectin and garlic essential oil (OE) in an agueous medium (control)
(Solution A); pectin, garlic essential oil and Tween 80 in an aqueous medium (Solution
B); pectin, garlic essential oil in NPQs solution (Solution C); pectin, garlic essential oll
and Tween 80 in NPQs solution (solution D). After obtained, the films underwent a
subjective evaluation, being classified according to their homogeneity, continuity, and
handling. Through the analysis of water vapor permeability (WVP) it was found that the
films containing the NPQs (0.87 g mm / KPhm) and surfactant (0.39 g mm / KPhm2
and 0.48 g mm / KPhm2) presented a higher value compared to the control film 0.21g
mm / KPhm2. The presence of surfactants can act by decreasing intermolecular
interactions between adjacent polymeric chains allowing greater permeation of water
vapor. The mechanical analysis allowed us to observe that the presence of NPQs and
surfactant in the compositions of the control film, did not significantly influence some of
the properties, but that the material tends to improve tension and elastic modulus. The
results from the antimicrobial activity showed that all films containing garlic OE showed
inhibition only by contact for Gram-positive bacteria (S.aureus), this demonstrates that
the active compounds of garlic OE are not being effectively immobilized in the
structure of the films, therefore, they are effective only for bacteria with simpler
structures and sensitive to the contact of the film. While, for Gram-negative (E.coli),
inhibition occurred only by films containing NPQs, and by direct contact in the culture.
Through all the results presented in this work, the authors conclude that, in general,
the films presented properties considered satisfactory for application as edible films,
demonstrating a homogeneous and continuous appearance, in addition to slight

transparency and malleability.

Keywords: Edible films, chitosan nanoparticles, garlic OE, surfactant, pectin.
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CAPITULO I: Introducdo




1. INTRODUCAO

Com o passar dos anos, a preocupacdo com a qualidade dos produtos
consumidos tem aumentado de forma significativa. Durante a estocagem e
comercializagdo, muitos dos alimentos sofrem mudangas em suas caracteristicas
sensoriais, nutricionais e higiénicas, as quais, podem alterar significantemente a
gualidade do produto. Baseado na manutencdo e qualidade dos alimentos, muitos
processos quimicos e fisicos desenvolvidos de novas embalagens visando a maior
preservacao e qualidade dos alimentos vem sendo apresentados (DEBEAUFORT et
al., 1998; VILLADIEGO, et al., 2005). A necessidade de proteger a vida util dos
alimentos nédo é algo recente e ja vem sendo apresentado desde os séculos Xl e XIlI
guando os chineses, nos quais os chineses utilizavam cera em frutas citricas, de forma
a retardar a desidratacdo e melhorar a aparéncia destas e, consequentemente,
aumentar a vida de prateleira dessas frutas (GENNADIOS et al., 1990; JUNG et al.,
1992; LAWTON, 1996; DE CORATO 2019; LIUA et al., 2020 ).

O uso do plastico, tornou-se preferéncia entre a industria alimenticia, pois
além de ser um material barato de facil obtencdo, este ainda apresenta grande
potencial de aplicagdo, com resisténcia suficiente para o0 transporte e
armazenamento seguro dos mais diversos tipos de produtos. Das caracteristicas
referidas as embalagens plasticas baseadas em derivados de petréleo, sua baixa
degradabilidade em longos periodos, tem resultado em preocupacdo recorrente,
tendo em vista que, quase metade dos residuos sélidos descartados nos ultimos
anos sao baseadas em polimeros sintéticos ndo-degradaveis (GUSTAFSSON et al.,
2019). Tal fato decorre tanto pela acdo das pessoas que mantém contato com tais
detritos como da falta de politicas publicas, de aterros sanitarios adequados e
campanha de conscientizacdo de uso de sacolas reutilizaveis ou biodegradaveis.

Nesse contexto, pesquisadores tém aliado esforcos para o
desenvolvimento de novas embalagens que apresentem as mesmas caracteristicas
das convencionais, mas que tenham como principal propriedade a
biodegradabilidade, e que sejam ainda provenientes de fontes naturais e renovaveis,

visando o menor impacto ambiental possivel.



Diante desses requisitos, entende-se que a substituicdo dos plasticos
convencionais por materiais provenientes de biopolimeros naturais € ambientalmente
necessaria. Dentre a classe dos biopolimeros, chamam a atencdo os polissacarideos
de origem animal e vegetal, que dispde de propriedades atrativas como:
biodegradabilidade, renovabilidade, disponibilidade, antioxidante entre outras
(GOMES et al., 2017).

De modo geral, além de ser um método menos amigavel a natureza, os
filmes e revestimentos comestiveis em alimentos possuem diversos objetivos dos
quais, reduzir a perda de umidade, controlar a permeabilidade aos gases, controlar
a atividade microbiana e preservar a integridade estrutural dos produtos, mantendo-
os frescos por mais tempo, tem se mostrado os mais relevantes (VILLADIEGO et
al., 2005). Apesar de todas as vantagens e caracteristicas ressaltadas para a
aplicacdo em embalagens, tais biopolimeros ainda apresentam limitacdes
comparados as embalagens convencionais, no que se refere as propriedades fisico-

guimicas (mecanicas, térmicas e de barreira) (ESPITIA et al., 2014a).

Essas limitagbes tém motivado o desenvolvimento de rotas alternativas
de preparacdo, dentre as quais, enaltece-se o uso de nanoparticulas sintetizadas a
partir de materiais poliméricos. Essas nanoparticulas, sdo incorporadas a matriz
polimérica, incrementando suas propriedades fisico-quimicas, como por exemplos
agentes de reforco nas propriedades mecanicas (MORADI et al., 2012;
VALENZUELA et al., 2013).

A utilizacdo de biopolimeros aliado a nanotecnologia mostram-se opcoes
concretas para obter materiais com propriedades comparaveis ou superiores a
matérias primas tradicionais aplicadas na fabricacdo de embalagens como forma de
contornar a sistematica da fragilidade desses materiais.

Sendo assim, apesar dos diversos estudos encontrados na literatura sobre
a utilizacdo de biopolimeros como matriz para o desenvolvimento de filmes e
revestimentos comestiveis, ha a necessidade de mais pesquisas voltadas para a
interacdo entre 0s materiais ativos naturais que atuam nas propriedades ativas, como
€ 0 caso dos Oleos essenciais, e de nanoestruturas como as nanoparticulas de

quitosana que atuam como refor¢go nos filmes, sendo um diferencial neste trabalho.



Para uma melhor apresentacédo e discussédo dos resultados obtidos, essa

tese foi subdividida como descrito a seguir:

- Capitulo I: “INTRODUCAO”. Nesse capitulo traremos uma breve

apresentacao da tese.

- Capitulo 1I: “REVISAO BILIOGRAFICA”. Nesse capitulo sera apresentada

uma revisao geral da literatura sobre elementos essenciais para a tese.
- Capitulo III: “OBJETIVOS”.

- Capitulo IV: “MATERIAL E METODOS’. Esse capitulo abordarad o método
de sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de quitosana, bem como os

meétodos de preparacao dos filmes e sua caracterizacao.

- Capitulo V: “RESULTADOS E DISCUSSAQ’. Nesse capitulo sera possivel
observar os principais resultados das caracterizagcdes tanto das nanoparticulas
(NPQs) quanto dos filmes.

-Capitulo VI: “POSSIVEIS APLICACOES”. Neste capitulo os autores

apresentam a aplicacdo proposta para o material desenvolvido.

- Capitulo VII: “CONSIDERACOES FINAIS”. Sera apresentado as principais
conclusdes desta tese.

- Capitulo VIII: “REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS”



CAPITULO Il: Revisdo Bibliografica




2.1 EMBALAGENS

As funcdes, das embalagens vdo muito além de oferecer protecdo ao
produto. Elas sdo vistas como estratégias para empresas de bens de consumo do
mundo todo, e deixaram de ser parte, para ser considerada parte do produto. Uma
embalagem inovadora ajuda na conquista de espacos nos pontos de venda, elevando

o valor da mercadoria e por consequéncia sua rentabilidade (SEIBEL, 2005).

Cada embalagem € desenvolvida para atender a um determinado produto, e
acondiciona-lo de maneira a manter sua qualidade por um tempo maior. Para
alimentos, por exemplo, sdo projetadas de modo a protegé-los de fatores externos,
como temperatura, luz e umidade, os quais podem levar a sua degradacéo
(THOGERSEN, 1996, CAROCHO et al., 2015; SANTOS et al., 2017). Este ultimo,
influéncia de forma significativa na qualidade e na seguranca dos alimentos, por gerar
metabdlitos produzidos por microrganismos, 0s quais alteram significativamente o

sabor e o valor nutricional dos alimentos (LIU et al., 2017).

As embalagens podem ser classificadas entre primérias, secundarias e
terciarias. Embalagens priméarias sdo aquelas que estdo em contato direto com o
produto. As secundarias sdo designadas para conter uma ou mais embalagens
primarias, podendo em alguns casos, ndo ser indicada para o transporte, enquanto
gue as embalagens terciarias, agrupam diversos tipos embalagens primarias e
secundérias que auxiliam no transporte e armazenamento, como caixas de papelédo
ondulado, caixas de madeira, dentre outras. Geralmente, as embalagens terciarias
sdo reaproveitaveis, ou seja, podem ser reutilizadas em sua forma original para o
mesmo fim para a qual foi concebida e projetada (ABRE, 2017; ABNT NBR 9198). A
Figura 1 a seguir ilustra genericamente a divisdo das definicbes acima citadas


http://www.abre.org.br/wp-admin

Figura 1: Exemplo genérico da esquematizacdo de embalagem priméria, secundaria

e terciaria.

=
) Embalagem primaria
i m) Embalagem secundaria

» Embalagem Terciaria

Fonte: SEBRAE

Segundo um estudo macroecondmico divulgado pela associacdo brasileira
de embalagens (ABRE), cujo intuito fora analisar o crescimento de embalagens
primarias por categorias, do total de embalagens mensuradas, a maior parte destas
correspondem as embalagens flexiveis, seguidas por embalagens de plastico rigido
conforme mostra os graficos da Figura 2. Tais resultados tem despertado uma série
de discussbes de carater social e ambiental, como, o que fazer com os invélucros
apos seu uso. Nesse contexto, a busca por materiais alternativos como a utilizacéo de
biopolimeros no desenvolvimento de novos materiais de embalagens, tem crescido
consideravelmente, visando sua capacidade em formar matrizes continuas e

principalmente por serem biodegradaveis os tonando ecologicamente corretos.



Figura 2: Porcentagens por tipo de embalagens primarias consumidas e que serao

consumidas até 2024
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Fonte: ABRE 2019

2.2 FILMES E REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

O crescente interesse nos revestimentos e filmes comestiveis € motivado
pelo aumento da demanda do consumidor por alimentos que sejam seguros, praticos
e estaveis, e pela conscientizacdo dos efeitos ambientais negativos das embalagens
convencionais nao biodegradaveis. Embora os dois apresentem funcdes
semelhantes, vale mencionar que eles possuem definicbes completamente diferentes
(VILLADIEGO et al., 2005; SOUZA et al., 2010).

Os revestimento comestiveis sdo definidos como uma fina camada de
material comestivel, a qual aplicada na superficie dos alimentos na forma liquida,
geralmente por meio de imersdo do produto em uma suspensdo filmogénicas de
substancias formadoras da matriz estrutural, com a finalidade bésica, de proteger o
produto contra danos mecanicos e reac¢fes quimicas como barreira a umidade
(EMBUSCADO E HUBER, 2009).

Esse tipo de processo € amplamente empregado na conservacao de frutas
e hortalicas poés-colheita e embora eficientes, eles ndo substituem o uso das
embalagens ou garantem a eliminacao definitiva da conservacéo a frio, por exemplo,
mas sim atuam como coadjuvantes a outros processos de protecdo, contribuindo
assim para a preservacdo da textura e do valor nutricional, reduzindo as trocas

gasosas superficiais e a perda ou ganho excessivo de agua.



Ao imergir o alimento em uma solugéo filmogénica, a cobertura se forma
pela deposicdo das espécies poliméricas suspensas no meio, estabelecendo ligagoes,
fracas e fortes, com a superficie da fruta. ASSIS e BRITTO (2014) detalharam essa
interagdo em estudos publicados na literatura, onde podemos observar essa interacao
de modo generalizado na Figura 3.

Figura 3: Esquema ilustrativo da formacao de uma cobertura comestivel: Imersédo do
fruto em solucdo filmogénicas (a), atracdo entre o adsorvato (composto diluido na
solucéo filmogénica) e o adsorvente (casca) (b), evaporacdo do solvente e reticulagéo
do polimero, para a formacgéo da cobertura (c).

gt ) Leg

Fruto

Fonte: ASSIS e BRITO, 2014

Filmes comestiveis, sdo formados primeiro como uma fina camada ou
lamina ou folhas sodlidas, que podem ser aplicadas como um invélucro no produto
alimenticio ou ainda podem transportar componentes como: antioxidantes, agentes
antimicrobianos e flavorizantes, e/ou melhorar a integridade mecénica e as
caracteristicas de manuseio do alimento (KROCHTA, 1997; JIAN et al., 2019). Dentre
0s métodos de obtencéo destaca-se a técnica de casting a mais utilizada para filmes
baseados em polissacarideos, e pode ser dividida entre casting em bancada e casting

continuo.

A preparacdo de filmes por casting em bancada consiste em verter a
suspensao filmogénicas em substrato pré definidos ou superficies lisas, de forma que
o solvente (geralmente agua) seja evaporado, permitindo que as macromoléculas se
reorganizem de forma coesa. Uma representacdo esquematizada pode ser observada
na Figura 4 (OTONI et., al 2017). A espessura do filme é controlada pela quantidade
de suspensdo derramada no suporte ou usando uma régua reguladora de lamina

umida. Embora essa seja uma técnica simples e pratica na preparacdo de filmes,



certos parametros como espessura, temperatura, umidade relativa (RH) e a
velocidade do ar circulando podem interferir no produto, tornando-o insatisfatorio para
0 uso (MARTELLI et., al 2015). A secagem dos filmes é geralmente realizada em
ambiente aberto ou em fornos de circulagcdo de ar com temperaturas que nao passam
de 30 a 40°C, por um tempo de 12 a 48 h. (MARTELLI et., al 2013).

No casting continuo a suspenséo filmogénicas € espalhada continuamente
sobre um substrato em movimento, com uma lamina que pode ser ajustada para
controlar a espessura do filme. Esse substrato passa por uma camara de secagem e
apos esse procedimento, o filme seco e enrolado em rolos, conforme ilustra Figura
4B. Esse tipo de casting permite a producéo de filmes em escalas maiores em relacéo
ao casting de bancada, sendo 6timo para a estudo de escala apresentando vantagens
como a otimizag&o da uniformidade, a transferéncia de calor, eficiéncia de secagem, e
utilizacdo de menos espaco de trabalho. Embora todas essas vantagens, o casting
continuo pode afetar as propriedades fisicas dos filmes resultantes (DU et al., 2008;
ROSSMAN, 2009; OTONI et. al., 2017).

Figura 4: Representacdo esquematica da producdo de filmes pela técnica de: A)

casting de bancada, B) fotografias digitais do método de casting.

Solugéo filmogénica Substrato transportando a solugdo  Fijme seco e pronto para o enrolamento

filmogénica através de uma lamina de
espessura controlada

Fonte: Adaptado de OTONI et al., 2017



Essas diferentes vertentes de protecdo para alimentos discutidas até aqui,
estabelecem novas oportunidades para a aplicacdo comercial de embalagens de
maneira mais sustentavel. A embalagem comestivel por exemplo, pode ser usada
sempre que a aplicacdo de formas de embalagem convencionais for limitada, como,
invélucros, revestimentos, camada separadora para sistemas alimentares complexos
e com varios componentes, capsulas (incluindo capsulas em nano e microescala),
sistemas de liberacdo controlada de aditivos alimentares (embalagens ativas)
(KOWALCZYK et al., 2020).

Tanto os filmes quanto os revestimentos sao preparados a partir de
biopolimeros como os polissacarideos que podem ser de origem vegetal ou animal,
ou ainda proteinas e lipidios capazes de formar matrizes continuas, e que apresentem
caracteristicas como, ser transparentes, sem sabor, ndo interferindo nas propriedades
sensoriais dos alimentos, a ndo ser que essas caracteristicas sejam desejadas no

produto final.

2.3 BIOPOLIMEROS

Diferentemente dos polimeros convencionais obtidos a partir de fontes nédo
renovaveis (fésseis), as quais demandam milhares de anos para se formar, os
biopolimeros sdo homopolimeros ou copolimeros biodegradaveis, produzidos a partir
de matérias-primas de fontes renovaveis que podem ser de origem vegetal como
carboidratos derivados do milho, cana-de-agucar, celulose, ou residuos obtidos do
processamento de inddstrias de suco como a pectina, ou de origem animal como a
quitina e quitosana, obtidas a partir das carapacas de crustaceos (ABNT NBR 15448-
1; PEREIRA et al., 2013).

A principal vantagem do uso dos biopolimeros em embalagens € que além
de possuirem a capacidade de biodegradabilidade e compostagem ao meio ambiente,
eles podem ser consumidos junto com o alimento, caracterizando-os como
comestiveis. O termo biodegradavel é aplicado para os materiais que podem ser
degradados pela acdo enzimatica de organismos vivos, como bactérias, leveduras,

fungos tendo como produtos do processo de degradacdo, CO2, H20 e biomassa.
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Biodegradabilidade e compostabilidade s&o definidos e regulados pelas normas
internacionais: EN 13432, EN 14995, ASTM D6400-19, ABNT NBR 15448-1)

Os biopolimeros comestiveis, possuem propriedades intrinsecas de
formacdo de materiais, consequentemente a isso, a escolha do polimero para a
preparacao do filme/revestimento é uma etapa importante do processo. Eles devem
apresentar caracteristicas como baixa toxicidade, alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além de formarem filmes coesos e transparentes e serem
reconhecidos como seguros para o consumo humano (TABOADA et al., 2008;
PEREIRA et al.,, 2015; OTONI et al.,, 2017; LIU et al.,, 2017; CHEN et al., 2016;
KOWALCZYK et al., 2020).

2.3.1 Pectina

A pectina € um polissacarideo estrutural presente em varios tecidos
vegetais. Embora encontrada em abundancia nos vegetais, a pectina proveniente
dessas fontes, apresenta fraco comportamento gelificante, sendo assim, a principal
fonte, para obtencdo dessa matéria prima é o bagaco de macéa e a casca de laranja
(CIRIMINNA et al., 2015).

Esse polimero natural, remete a familia de polissacarideos, com
caracteristicas simulares. O estrutura da pectina € primariamente um homopolimero
de &cido galacturénico ligado em a (1—4) ( Figura 5A), com grau variavel de grupos
metil carboxilas esterificados de residuos de acido carboxilicoe / ou &cidos
poligalacturénicos amidados (Figura 5B) (VORAGEN et al., 1995; PEREZ et al.,
2003). De acordo com a quantidade desses grupamentos esterificados na cadeia, a
pectina é classificada entre alto grau de metoxilagdo (HM) ou baixo grau de
metoxilacdo (LM), e essa caracteristica determina sua capacidade de formar géis
(CANTERI, 2010).

11



Figura 5: Estrutura quimica do acido galacturbnico (A) e estrutura quimica

representativa da pectina mostrando grupos tipicos de repeticao (B).
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Fonte: WHITE et al., (1999).

O mecanismo de formacao desses geéis € determinado principalmente por
seu grau de esterificacao e sédo diretamente afetados por fatores como massa molar,
forca ibnica, temperatura, pH e outros solutos (SUNDAR et., al, 2012; GEERKENS et
al., 2015; LIU et al., 2015).

O processo de gelificacdo da pectina HM (grau de esterificacdo
tipicamente na faixa de 50 a 80%) requer condi¢cdes especificas, como baixo pH
(2,5-3,5), presenca de solidos soluveis; principalmente sacarose (55-75%) ou outros
co-solventes semelhantes (por exemplo, sorbitol, etileno glicol) ( ESPINOZA et al.,
2018). A sacarose nesse processo, exerce uma funcdo de extrema importancia, pois
ela reduz a atividade da agua e estabiliza as zonas de juncdo, promovendo
interagBes hidrofobicas (OAKENFULL et., 1984; LOFGREN et al., 2002; ESPINOZA
et al.,, 2018). O gel de pectina formado com essa propriedade € considerado uma
rede bidimensional de moléculas cujo solvente (dgua), juntamente com 0s co-solutos,
0 acucar e o0 acido sdo imobilizados. Como resultado, os géis preparados a partir
dessa pectina apresentam resisténcia a deformacdo e uma relacdo tenséao-
deformacgéo para pequenas deformacgdes, além de serem reversiveis termicamente
(SHARMA et al., 2006).

Nas pectinas LM (50% do total de grupos carboxila esterificados), a
gelificacdo acontece independentemente do teor de agucar e sdo quimicamente mais

estaveis a umidade e ao calor do que as pectinas HM. Além de serem mais
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resistentes ao pH do que as pectinas HM, podendo-se obter géis em uma ampla
faixa de pH (FRAEYE et., al, 2009). Nesse mecanismo, as pectinas LM podem
gelificar na presenca de cations divalentes, geralmente célcio (Ca?*), processo esse
reversivel apenas com a adi¢do de ions monovalentes como o sodio (Na*) e potéssio
(K*). Nestes sistemas, a gelificacdo € devida a formagcdo de juncdo das zonas
intermolecular entre pares de grupos carboxilas nas regides lisas

homogalacturdnicas de diferentes cadeias.

A capacidade de formacédo de gel das pectinas LM aumenta com a
diminuicdo do grau de metoxilagdo e a textura dos géis formados, pode ser
controlada ajustando o célcio a proporcdo de pectina. Um alto teor de pectina com
relativamente pouco calcio resultara em um modulo elastico menor, enquanto que o
uso de mais célcio com um minimo de pectina produzird um produto muito mais
fragil, possivelmente com alguma sinérese (MAY, 1990; AXELOS e THIBAULT, 1991,
ESPINOZA et al., 2018). Embora nesse mecanismo de gelificardo o aglUcar ndo seja
essencial, a presenca de pequenas quantidades (10 a 20%) de acUcar tende a
diminuir a sinérese e adicionam firmeza desejavel a esses géis, além de reduzir a
guantidade de célcio necesséria para formar o gel. Enquanto, grandes quantidades
de acucar, interferem na formacéo do gel, pois a desidratacdo do acguUcar favorece a

ligacdo de hidrogénio e diminui a reticulacao por forcas idnicas divalentes.

Em virtude disso, tanto a pectina HM, quando a LM, tem sido amplamente
utilizada em produtos, farmacéuticos, alimenticios e em uma série de outros produtos
industrias incluindo na preparacdo de filmes comestiveis (ABID et al., 2018). Os
filmes comestiveis podem ser classificados como produtos alimenticios, ingredientes
alimentares, aditivos alimentares ou materiais de embalagem de alimentos, uma vez
gue sao parte integrante da por¢cdo comestivel, assim, todas as caracteristicas de
formacdo de géis supracitadas, refletem diretamente na formacéo e na caracteristica
dos filmes finais (THAKUR et al., 1997; MOHNEN, 2008; ESPITIA et al., 2014).

A produgédo de filmes comestiveis a base de pectina € um assunto bem
difundido entre pesquisadores. A utilizacdo desse biopolimeros na composi¢cdo dos
filmes, tem sido uma das forma de contornar os problemas dos residuos gerados

pelo descarte de embalagens, produzidas a partir de polimeros sintéticos, problema
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esse, que vém crescendo a cada ano e constitui um grande problema do ponto de
vista ambiental ( DE MOURA et al., 2014; MANRICH, et al 2017).

2.3.2 Quitina e Quitosana

A quitosana (Qs), € um polissacarideo proveniente da desacetilacdo da
quitina, que é um polissacarideo catidnico de alto massa molar, com grande
capacidade de formacao de filmes, além de apresentar atividades antibacterianas e
antifingicas, encontrado principalmente no exoesqueleto de insetos e crustaceos ,
cuja as estruturas podem ser observadas na Figura 6 (LIANG, 2004; MOHAMED et
al., 2020).

Figura 6: Representacdo das estruturas primarias da quitina e quitosana sendo n o
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Fonte: SILVA et al., (2006)

A estrutura desses biopolimeros, vem sendo estudada desde 1859, com o
trabalho de Charles Rouget, que relatou que o tratamento da quitina com solucao
concentrada de potéssio caustico sob refluxo, provoca uma modificacdo da estrutura
da quitina, onde o produto resultante (quitosana) diferente da quitina é solivel em
acidos organicos (CIRINI, 2019). Assim os primeiros filmes e fibras de quitosana

foram preparados e patenteados em meados da década de 1930 por George W.
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Rigby, e nos anos seguintes ocorreu o primeiro uso na industria de papel, na industrial
téxtil, fotografia e como adesivos (RIGBY, 1936 a, b, c, 1937; LUBS 1937;
LARSON 1939; HECKERT 1937; MARASCO 1939; MAXWELL 1939, CIRINI,
2019) .

A quitosana possui estrutura semelhante a da celulose, porém é
guimicamente mais propensa a modificacdes. Isso ocorre, em razédo da presenca dos
grupos amino em sua estrutura (Figura 6). A presenca desses grupos permite
inimeras modificacBes quimicas, tais como imobilizacdo de agentes quelantes,
carboxilacdo, acilagéo, sulfonacdo, amidacdo e formacado de complexo polieletrolitico
(CRINI, 2019). A quitosana (QS), apresenta ainda propriedades bioldgicas, de extrema
importancia como baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, além de
possuir efeito antifingico e antibacteriano e ndo ser nociva a saude. (MIRANDA,
2004; JAYAKUMAR, 2010).

Diante das propriedades estruturais e funcionais presentes em sua estrutura,
atualmente a aplicacdo desse polissacarideo tem se tornado bastante atrativa em
varios campos, com aplicacdes desde a agricultura, alimentos, nutricdo, biotecnologia,
biomedicina, veterinéria e areas ambiental. Também tem ganhado grande destaque
na preparacao de filmes, sendo usada tanto como matriz polimérica, quanto como
estruturas nanométricas. Os filmes a base de quitosana sdo transparente, flexiveis e
resistentes apesar de apresentarem boa resisténcia a gorduras, 6leos e oxigénio, eles
sdo altamente sensiveis a umidade (MOURA et al.,, 2008; LARANJEIRA, 2009;
BIDGOLI, 2010; HOSSEINI et al, 2013; NAYIK et al., 2015; MOHAMED et al., 2020).

Desta forma, € evidente que a aplicacdo da quitosana em diversas areas € um
campo de pesquisa muito atraente, sendo comprovado pelo grande niamero de artigos
cientificos disponiveis na literatura (FRAGUAS et al., 2015).

2.4 ADITIVOS

Os aditivos sao substancias que sao adicionadas a determinado produto
com o proposito de manter, modificar ou melhorar suas propriedades. Em filmes
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comestiveis esses aditivos podem agregar caracteristicas como antifungica,
microbioldgica, sensoriais, nutricionais além de atuarem como agentes de reforco em

propriedades de barreira e mecanica.

A influéncia de um aditivo nas propriedades do filme, dependera de alguns
fatores importantes como: sua concentragdo na suspensado filmogénica, interacao
com a estrutura quimica da matriz e do seu grau de dispersao no filme (KESTER et
al., 1986).

2.4.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas naturais complexas de metabdlitos
volateis secundarios, 0os quais sao isolados de plantas por destilacdo a vapor. Eles
podem ser constituidos de mono e sesqui terpenos incluindo, carboidratos, alcoois,
éteres, aldeidos e cetonas. Sao responsaveis pelo aroma e pelas propriedades
biolégicas das plantas medicinais (DEL RE et al, 2012). As propriedades biol6gicas dos
Oleos essenciais abrangem um amplo espectro de atividades como, anti-inflamatorios,
antioxidantes, propriedades anticancerigenas e atividades biocidas. Devido a tais
propriedades, os Oleos essenciais vém sendo aplicados nos diversos setores
industriais, principalmente farmacéutico e alimenticio (DONSI et al., 2011).

Observa-se um interesse crescente em se conhecer os efeitos funcionais
dos antioxidantes naturais, presentes nessas especiarias, principalmente da industria
alimenticia, que tem buscado estratégias que aumentem a vida de prateleira dos
produtos (POKORNY, 2007). As ervas e especiarias sdo uma das principais fontes de
antioxidantes, e tem ganhado destaque, em estudos a fim de investigar e explorar as
possiveis aplicacdes dessa propriedade. Dentre as especiarias mais utilizadas,

destacamos o Allium Sativum, popularmente conhecido como alho.
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2.4.1.1 Oleo essencial de alho

O alho (allium sativum), é um vegetal da familia Amaryllidaceae e é muito
utilizado na culinaria e como medicamento ha centenas de anos em todo o mundo
(ETOH, 2002). Seu bulbu, popularmente conhecido como cabeca, é constituido por

vérios dentes conforme observa-se na Figura 7.

Figura 7: Bulbilhos e planta de Allium sativum.

Fonte: ANAPA, 2018

O principal composto da espécie é a Alicina (dialil-tiosulfinato) (Figura 8),
rica em substancias organossulfuradas, flavonoides e terpenoides, e que representa
70% dos compostos sulfatados, 0os quais sdo responsaveis por grande parte das
propriedades farmacolédgicas e tem como precursora a aliina que € um sulfoxido de
cisteina e o principal componente encontrado no alho cru (MARTINEZ-VALVERDE et
al., 2000; MIRON et al., 2004). Devido a grande porcentagem de compostos
organossulfurados o 6leo essencial de alho, tem sido amplamente utilizado como
agente antimicrobiano e antioxidante no desenvolvimento de biofilmes ativos, a fim de

substituir aditivos sintéticos, utilizados para auxiliar na preservacdo dos alimentos.
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Figura 8: Estrutura da Alicina
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Fonte: Adaptado de quimica nova interativa, 2018

Embora seja promissora a utilizacdo de 6leos essenciais de especiarias em
filmes, a incorporacdo direta desses aditivos ainda, encontra limitacdes tecnoldgicas.
Essas limitacdes estdo diretamente relacionadas com a natureza hidrofobica, reativa
e instavel das moléculas bioativas, que constituem o 6leo essencial. Assim ha a
necessidade, de encapsulamento em sistemas de carreamento adequados, para que
essas possam permanecer ativas. Tal atividade pode ser feita com a ajuda de um
surfactante, como o Tween 80 (WEISS et al., 2009; DONSI et al., 2011).

2.4.2 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos que possuem capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. Eles possuem uma tendéncia de
formar agregados chamados micelas que, geralmente, se formam a baixas
concentracfes em agua e sao estas propriedades que tornam esses compostos
adequados para uma ampla gama de aplicacdes industriais envolvendo: detergéncia,
lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo, disperséo
de fases e emulsificacdo (JONSSON et al., 1998; WATERS et al., 1991; BARROS et
al., 2007).

A industria de alimentos detém grande interesse nesses compostos,
principalmente por algumas atividades apresentada pelos surfactantes, como a
emulsdo. Por definicdo, uma emulsdo é um sistema heterogéneo, constituindo um
liquido imiscivel (fase interna descontinua) disperso em outro (fase externa continua)
(KACHHOLZ & SCHINGMANN, 1987). Nesse contexto, 0s surfactantes atuam
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reduzindo a tenséo interfacial, diminuindo a energia na superficie entre as duas fases
e prevenindo a coalescéncia das particulas através da formacdo de barreiras

estéricas e eletrostaticas.

2.4.3 Nanoparticulas

7

O campo da nanotecnologia € uma das areas mais populares para

pesquisa e desenvolvimento atual em basicamente todas as disciplinas e area.

Segundo a Organizacdo internacional de padronizacdo (ISO- sigla no
inglés) um "nanomaterial” € definido como qualquer material com estrutura interna ou
superficial em escala nanométrica, que apresenta tamanho de aproximadamente 1
nm a 100 nm (ISO 2008; ARTS et al., 2014), porém ciéncia, particulas com tamanho
abaixo de 1000 nm ainda podem ser classificadas como nanoparticulas por causa de
suas propriedades fisico-quimicas Unicas em comparacdo com materiais em escalas
normais ( LI E GU, 2011, LI et al., 2011).

Quando uma particula é reduzida a essa escala (nanomaterial), o material
resultante apresenta propriedades fisicas e quimicas que séo significativamente
diferentes das propriedades dos materiais em escalas maiores, constituidos pela
mesma substancia (DUNCAN, 2011). Como as nanoparticulas dispdem de alta area
superficial especifica, a dispersdo uniforme numa matriz resulta em grande éarea
interfacial entre ambos os componentes, alterando a mobilidade molecular e as

propriedades térmicas e mecéanicas do material (ALMEIDA et al, 2015).

As nanoparticulas apresentam-se sob varias formas podendo ser:
Esféricas, onde apresentam trés dimensGes na escala nanométrica. Bastdes
(nanotubos e nanofibras), sédo estruturas alongadas, com duas dimensdes na
nanoescala e uma terceira, que pode ter mais del00nm. Lamelas (placas) — como as
nanoargilas, que tém apenas a espessura na dimensao nanométrica (YEO & NAM,
2013, DOS SANTOS, 2016).

Devido a essas caracteristicas a nanotecnologia tem atraido grande
atencdo nos ultimos anos, por um amplo campo de aplicacdo, que vai desde a
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industria de eletroeletrénicos, aparelhos e equipamentos de comunicacgdes,
petroquimica; quimico, siderurgia, materiais; biocombustiveis; até a area de saude e
alimentos (CASANOVA, 2010; CRESPILHO, 2009).

Tais materiais podem ser incorporados a outros, como forma de aprimorar
e/ou potencializar as caracteristicas desses. Eles podem ser aplicados como agentes
de reforco, de- barreira, de condutividade dentre outros. Materiais de reforco com alta
razao de aspecto, ou seja, alta relacdo entre a maior e a menor dimensédo, sao
especialmente eficientes, por causa de sua alta area superficial especifica (DALMAS
et al, 2007)

Os nanomateriais podem ser desenvolvidos a partir de varias matérias
primas, uma delas sdo os biomateriais a base de polimeros como a quitosana, que
tem se destacado no meio cientifico. As nanoparticulas obtidas a partir da quitosana
(NPQs) sao hidrofilicas, ndo toxicas

ApOs a remocdo de unidades acetil dos residuos de D- glucosamina, a
guitosana passa a ter cargas positivas, 0 que a permite que ela se ligue fortemente a
superficies com carga negativa, tal fato € responsavel por muitas das atividades
biolégicas observadas ( MANIVASAGAN et al., 2013; LIANG et al., 2017) .
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CAPITULO Ill- Objetivos
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3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desse trabalho foi preparar filmes comestiveis a base de

biopolimeros naturais com a incorporacao de 6leo essencial de alho e nanoparticulas

poliméricas de quitosana (NPQs), para possivel aplicacdo como embalagem primaria

de alimentos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Esse trabalho teve como objetivos especificos:

Estudar a obtencdo de nanoparticulas de quitosana através da
polimerizacdo do é&cido metacrilico visando obter menores didmetros de

particulas, e maior estabilidade;

Preparar diferentes solucdes filmogénicas variando a composicdo de cada
uma para investigar o efeito de cada componente nas caracteristicas finais

do filme;

Investigar o efeito de cada componente nas propriedades fisico-quimicas
(mecénicas, térmicas e de molhabilidade a &agua), antimicrobianas e na
morfologia, dos filmes de pectina/surfactante/ OE de alho/ NPQs;
pectina/surfactante/ OE de alho; pectina/ OE de alho / NPQs e pectina/ OE

de alho produzidos por casting.

Aplicar os filmes obtidos na confeccdo de embalagem primarias para arroz e

testar o cozimento desse com prépria embalagem.
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CAPITULO IV: Material e Métodos
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4.1 MATERIAL

Os reagentes empregados na preparagdo e nos procedimentos
laboratoriais foram utilizados sem purificacdo adicional. Estes estdo descritos a
seguir: quitosana em poé da Polymar, Fortaleza-Brasil ( MW= 71,3 kDa, grau de
desacetilagdo 94%), acido metacrilico (MAA) da Aldrich chemistry ( MW= 86, 09 kDa,
St. Louis, USA), persulfato de Potassio P.AACS, (Dinamica PM: 270,32), Tween 80,
da Oxiteno, Sao Paulo-SP, 0leo essencial de alho da Lapiendrius Flavours,
ltaguaquecetuba- Brasil ( allium sativum; densidade: 1,0175 g/mlt; indice de refracéo:
1,569), pectina de alto grau de metoxilagcdo (HMP; DE> 50%) da CP Kelco ,Limeira —
Brasil e 4gar BHI.

4.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
QUITOSANA EM SOLUCAO

As nanoparticulas foram preparadas de acordo como métodos previamente
descrito por MOURA et. al, 2008 e SANTOS et al., 2019, que ocorre através da
polimerizacdo do acido metacrilico (MAA) em solucdo acida de quitosana. Esta se
procede em duas etapas: (1) solubilizou-se 0,2% (m/v) de quitosana em solucéo
aquosa de &cido metacrilico sob agitacdo constante por 5 horas; (2) esta solucéo foi
transferida para um condensador de refluxo e nesta foi adicionado o iniciador
persulfato de potassio (K2S20s). O sistema foi selado e mantido a 70°C para a
polimerizacdo do &acido metacrilico. Ao longo da reacdo, ocorre 0 aumento da
guantidade de poli (acido metacrilico) na solucédo, fato esse evidenciado pelo aumento
na opalescéncia da suspensdo, indicando a formacdo de nanoparticulas (NPQs).
ApoOs 1 hora de reacdo, a suspensdo foi imersa em banho de gelo, de modo a

interromper a polimerizagao.
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4.2.1 Distribuicdo do didametro médio e potencial Zeta

A distribuicdo do diametro médio e potencial Zeta das NPQs, foi obtido em
um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Inc., Irvine, Calif., E.U.A.),
gue se baseia no espelhamento dindmico da luz. As analises de potencial Zeta foram
realizadas em uma célula capilar contendo dois eletrodos, através da aplicacdo de um
potencial elétrico. Foram utilizadas solu¢des de NPQs sem diluicdo em temperatura
ambiente (25 °C). Para as andlises de didametro médio, foram utilizadas trés gotas de
cada suspensdo de NPQs diluidas em 3 ml de 4gua deionizada. As medidas foram

realizadas em triplicata a 25 °C.

4.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS FILMES

Foram preparadas quatro combinacdes diferentes de filmes, cujas
suspensdes foram submetidas a secagem por meio da técnica de casting variando

apenas a composicao das suspensodes filmogénicas descritas a seguir:
Solucédo A) Pectina e 6leo essencial (OE) de alho em meio aquoso (controle);
Solucdo B) Pectina, 6leo essencial de alho e Tween 80 em meio aquoso;
Solucao C) Pectina e 6leo essencial de alho em solucéo de NPQs;

Solucéo D) Pectina, 6leo essencial de alho e Tween 80 em solucao de NPQs.

Solucdes A e C: A pectina, com alto grau de metoxilacédo, foi solubilizada
(aquosa e/ou NPQs) e mantida sob agitacdo (15.000 rpm) durante 24h. Apdés total
dissolugdo da pectina, adicionou-se o OE de alho, e essa foi mantida agitagdo por
mais 24h.

Solugdes B e D: O surfactante foi adicionado a solucédo, e essa foi deixada
em agitacdo (15.000 rpm) por 24h. Apés esse periodo, adicionou-se o OE de alho
(1% mlv), na qual permaneceu em agitacdo por mais 24h. Posteriormente, foi
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adicionado a pectina com alto grau de metoxilacao (2% m/v), e deixado em agitagcéo

constante por mais 24h.

4.3.1 Determinacao de espessura

A determinacgéo das espessuras dos filmes, foram realizadas através de um
micrémetro digital (No. 7326, Mitutoyo Manufacturing, Japan) com precisao de 0,001
mm. As analises foram feitas em 3 diferentes posicfes do filme seco utilizando como

resultado a média final.

4.3.2 Angulo de contato

A molhabilidade da superficie dos filmes foi investigada por meio da técnica
de angulo de contato de uma gota de agua a superficie do filme, utilizando para isso o
KSV Instruments (Helsinki, Finlandia). As medidas foram realizadas em 5 pontos de
cada amostra, conforme descrito na ASTM D5725-99, e o resultado foi obtido através
da média aritmética dos angulos determinados nas extremidades direita e esquerda
da gota. O teste consistiu em depositar sobre a superficie do flme uma gota (5,0 pL)
de &gua destilada, e instantaneamente ao contrato da agua com a superficie, 60

imagens foram registradas em um intervalo de tempo de 60 segundos.

4.3.3 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

A MEV, foi realizada a partir de um microscopio eletrénico de varredura
computadorizado da marca ZEISS modelo EVO LS15 com voltagem de 12 kV.
Através dessa analise, € possivel avaliar a estrutura morfolégica interna dos filmes
através de micrografias que permitem analisar a compactacdo e porosidade dos

filmes, separacédo de fases entre 0s constituintes, agregacao, etc. Para essa analise,
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as amostras foram armazenadas em um dessecador de vidro com silica em gel
durante 24 horas, para eliminacdo da umidade presente no filme, apds esse periodo,

os filmes foram fraturados com nitrogénio liquido.

4.3.4 Determinagé&o dos efeitos antimicrobianos dos filmes

A atividade antimicrobiana das amostras, foi obtida segundo o método de
difusdo em disco contra E. coli (ATCC 25922) (Gram-negativa) e S. aureus (ATCC
25923) (Gram- positiva). Para tal, as coldnias de bactérias foram inoculadas 3 regides

diferentes (contagem de col6nia de 1,0 x108 UFC/ml) em dez mililitros de &gar BHI.

Os discos de testes dos filmes com diametros de 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 cm,
foram colocados em contato com a superficie bacteriana e as placas foram incubadas

a 37° C durante 24 h na camara de incubacédo apropriada.

4.3.5 Teste de solubilidade dos filmes

A solubilidade dos filmes foi obtida através do método adaptado de
GONTARD et.al 1994. Neste, os filmes foram cortados, (4 cm x 4 cm), colocados
individualmente em 50 ml de agua normal aquecida (100 + 5°C) e em temperatura
ambiente com agitacdo de 4000 rpm. Um cronémetro digital foi utilizado para registrar
0 tempo necessario para que o filme, apos total imersdo no meio, se solubilizasse e
visualmente ndo fosse observado nenhuma porcdo ndo solubilizada em um periodo

maximo de 20 min.

4.3.6 Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

A permeabilidade ao vapor de agua (WVP) dos filmes foi realizada de

acordo com o meétodo adaptado da norma ASTM E96-80, por MCHUGH et al. (1993)
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e descrito na literatura por véarios autores. (ASTM E96-80, 1980; MONTERREY-
QUINTERO et al., 1999; MOURA et al., 2009). Para tal, foram utilizadas celas de
acrilico em formato circular com profundidade de 1 cm como suporte para os filmes
conforme mostra a Figura 9. Os filmes foram cortados em formato circular (5 cm) e
acomodados na parte superior do suporte de acrilico contendo 6 ml de &gua
destilada. Em seguida, colocou-se uma segunda placa por cima do suporte e ambas
foram fixadas por parafusos, as andlises para cada filme, foram realizadas em

triplicata.

Figura 9: Placas de acrilico em formato circular utilizada na analise de WVP

Placa de fixacdo do filme
¢
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Fonte: préprio autor

As placas contendo as amostras foram acondicionadas em um ambiente de
temperatura (25°C) e umidade relativa (50%) controlada em uma estufa marca QUIMIS
modelo Q317M. Em tempos pré-determinados essas placas foram pesadas e suas
massas anotadas. A partir dos valores de WVTR (Velocidade de transmissao de
vapor de agua), foi determinado o valor de WVP para os filmes, utilizado as Equacfes
delas3.

Velocidade de transmissio de  perda de massa do filme
vapor de agua(WVTR) irea do filme (1)

WVTR = mw.P.DIn[{p—pz)/(p-p,1 )]
RT.z (2)
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WVRT
(pz—pa) ~ (3)

WVP =

Onde: mw = massa molar da agua (18 g mol?);
D = difusividade do vapor de agua pelo ar a 298 K (0,102 m? s%);
P = pressao total (1 atm);
p1 = presséo de vapor a 298 K;
R = constante dos gases (82,1x10°m?® atm g* mol* K%;
z = altura média que o gas inerte atinge;
p2 = pressao parcial de vapor da parte inferior do filme;
ps = pressao parcial de vapor da parte superior do filme;

y = espessura média dos filmes.

4.3.7 Propriedades mecanicas

Os atributos mecanicos de tensdo maxima na ruptura e elongacao dos
filmes foram avaliados através das curvas de tensdo x deformacéo, quando os filmes
sdo submetidos a teste de de tracdo unixial. Os filmes foram cortados em forma
retangular nas dimensdes de acordo com o método ASTM D882-97 (15 mm de
largura e 100 mm de comprimento) como ilustra a Figura 10. As amostras foram
acondicionadas em um dissecador com umidade controlada (50%) e temperatura

ambiente por 24 h antes dos testes.

Figura 10: Molde para ensaio mecanico
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Fonte: proprio autor

O ensaio foi realizado na Instron Universal Testing Machine (Modelo 3369,

Instron Corp., Canton, Mass., U.S.A.). A velocidade de tracionamento utilizada foi de
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50 mm / min. Para cada tipo de filme foram realizados pelo menos 5 ensaios e
calculado a elongacgéao (g), tensdo (o) e modulo de elasticidade (E) descritos pelas

equacodes 4, 5 e 6 respectivamente descritas a seguir:
=1n (=) x 100
£E=11 o (4)

Onde:
L = comprimentos de elongacao do filme durante o experimento;

Lo = comprimento inicial do filme.

Para a determinacéo da tenséo (o) dos filmes, foi aplicada a equagao 5, na

qual foi medida a for¢ca necessaria para rompimento do filme.

__F
o= < (5)

F= forca de ruptura exercida
S= area seccional do filme.

O moddulo de elasticidade (E) foi calculado através da tensdo- deformacéo a partir da

inclinagé&o inicial da curva obtida

4.3.8 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram analisados pela andlise de variancia e teste

de Tukey com 95% de confianga utilizando o programa SISVAR.
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4.3.9 Espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica espectroscopica FTIR foi utilizada para analisar qualitativamente
a incorporacédo das nanoparticulas de quitosana e do 6leo essencial de alho na matriz
de pectina. Para obtencédo dos espectros na regido do infravermelho, utilizou-se um

espectrofotometro Nicolet 5SDXB FT-IR (Nicolet Instruments, Madison, WI).

Aproximadamente 150 mg de KBr foram macerados em um almofariz com
pistilo de &gata utilizando uma amostra suficiente para compor 2,0% (m/m) da
mistura. Um minimo de 64 “varreduras” foi empregado para cada amostra numa
resolucdo de + 4 cm?, na faixa de 4000 a 400 cm. Os reagentes empregados na

preparacao e nos procedimentos, foram utilizados sem purificacdo adicional.

4.3.10 Termogravimetria

As analises foram realizadas em um analisador térmico (TA Instruments
SDT Q600), cerca de 8 mg da amostra foram colocadas em um porta amostra de
platina, sendo entdo aquecida programando uma rampa de aquecimento da
temperatura ambiente até 800°C com a razédo de aquecimento de 10°C/min. A vazao

de nitrogénio durante as analises foi de 100 mL/min
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CAPITULO V: Resultados e Discussao
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5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

5.1.1 Potencial Zeta e tamanho médio de nanoparticulas

O diametro de particula e distribuicdo destes sdo caracteristicas importantes
das nanoparticulas, pois sdo fatores essenciais e que determinam o bom
desempenho destas ao sistema em quem serdo empregadas. Para as NPQs, o
diametro médio foi correlacionado a concentracdo de 2% (m/v) de quitosana, e
obteve-se resultados de particulas com tamanho médio de 317 nm conforme mostra a
Tabela 1. SCHAFFAZICK et al.,, 2003, relatam em estudos desenvolvidos para a
avaliacdo dos principais fatores que afetam o didmetro das particulas que; sistemas
de quitosana preparados através de diferentes métodos como polimerizagao in situ de
mondmeros dispersos ou ha precipitacdo de polimeros pré-formados, podem
apresentar diametros médios variaveis que vado de 50 a 300 nm. Foi reportado de
acordo com a literatura na qual esse trabalho se baseia (MARCIA et al.,2008 ), que as
particulas eram esféricas e estaveis tal afirmacéo pode ser comprovada através dos
resultados do potencial Zeta, onde a estabilidade das mesmas esta diretamente
ligada ao seu tamanho conforme mostra a tabela 1. Os resultados referentes a analise

estao publicados em trabalhos anteriores do grupo (SANTOS et al., 2019).

Tabela 1:Valores do diametro médio das nanoparticulas em solucédo e potencial Zeta

Tamanho (nm) Potencial Zeta (V)
316 +20,8
316 +20,9
320 +22,5
Média
317 21,4

Fonte: préprio autor

O diametro médio de nanoparticulas e sua carga superficial estdo
intimamente relacionados, quanto maior o tamanho das NPQs maior o potencial Zeta
(LOREVICE et al., 2014). No caso das NPQs esse aumento esta relacionado com a
guantidade de quitosana, consequentemente ocorrera um aumento na concentracao

de ions NHs*, acarretando uma maior carga positiva superficial. Deste modo, o0s
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valores indicam que a solucdo é favoravel a formacdo de suspensdo e para esse
sistema os resultados indicam estabilidade das particulas estaveis, uma vez que os
resultados mostram ser superiores em modulo, a 20 mV, segundo MOURA et al, 2008

indicando assim, a estabilidade dessas nanoestruturas.

5.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Foram realizadas analises subjetivas do que se esperava para cada filme,
levando em consideracédo trés aspectos: (1) continuidade (inexisténcia de rupturas e
fraturas depois de secos); (2) homogeneidade (inexisténcia de particulas que nédo
foram solubilizadas quando os filmes foram observados sem o auxilio de lentes ou de
instrumentos 6pticos, areas com textura ou cores diferentes); (3) manuseabilidade
(capacidade de manipulacéo dos filmes sem que haja rupturas). Para todos os filmes,
os resultados foram satisfatérios, onde a presenca ou ndo de NPQs, bem como a
auséncia do surfactante, ndo influenciaram em tais propriedades conforme ilustra as

imagens das fotogréficas digitais na Figura 11.
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Figura 11: Fotografias digitais dos diferentes filmes: Pectina + OE de alho (a); Pectina
+ OE de alho + Tween 80 (b) Pectina+ OE de alho+ NPQs (c); Pectina + OE de alho +
NPQs + Tween 80 (d).

Fonte: proprio auto

5.2.1 Determinacao da espessura dos filmes

A espessura do filme é um parametro fundamental no calculo das
propriedades mecénicas e nos valores de permeabilidade ao vapor de agua e essa,
depende fortemente do método de preparacgéo e das condigbes de secagem.

A espessura média dos filmes foi maior para aqueles contendo as NPQs se

comparados com contendo apenas a matriz (pectina) o OE de alho e o surfactante,
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conforme mostra a Tabela 2. A espessura pode ser influenciada pela quantidade e
tipo de componentes da matriz polimérica (SOBRAL, 2000). O aumento na espessura
dos filmes contendo NPQs pode estar relacionado com a quantidade final de soélidos,
uma maior massa em um espaco delimitado, resulta em maior volume e

consequentemente, em maior espessura.

Tabela 2:Espessura média dos filmes com seus respectivos valores de desvio
padréo, seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si seguindo o

teste de tukey com nivel de confianga de 95%

Tipos de filmes Espessura (mm)
Pectina + alho 0,0212
Pectina + alho+ Tween 80 0,0212
Pectina + alho + NPQs 0,057¢
Pectina + alhos + NPQs + Tween 80 0,031°

*Diferentes letras na coluna indicam significancia a P <0,05. Ou seja,a#b #c

Fonte: Dados do autor

5.2.2 Molhabilidade avaliada por angulo de contato

As medidas do angulo de contato permitiram avaliar a molhabilidade (natureza
hidrofilica/hidrofébica) da superficie dos filmes. Valores acima de 90° indicam
superficies com carater hidrofébico, enquanto valores menores que 90° sugerem
superficies mais hidrofilicas (ORTEGA-TORO et al., 2014). As analises foram
realizadas segundo as diferentes composi¢des das solucdes filmogénicas. Os resultados

podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12: Angulo de contato dos filmes (a) Pectina + OE de Alho (b) Pectina + OE de
Alho + Tween 80 (c) Pectina + OE de Alho + NPQs (d) Pectina + OE de Alho + NPQs

+ Tween 80

~—

A 65°+ 5 B 43°% 3

oD

Cc 7°:4 D 64°% 4

A

Fonte: Dados do autor

Todos os filmes tenham apresentado superficies hidrofilicas. E possivel
observar que o filme contendo a matriz e o OE de alho (controle) (Figura 12 (A))

apresentou um angulo de contato de 65°.

Com a presenca do surfactante (Tween 80) (Figura 12 (B)) o angulo de
contato diminuiu para 43°, indicando que este composto, proporcionou ao filme uma
maior afinidade entre sua superficie e o liquido, tornando-o mais hidrofilico,
melhorando a molhabilidade reduzindo e a tensdo superficial da solucdo
(RODRIGUEZ et al., 2006). Isso pode estar correlacionado a um possivel efeito
plastificante do surfactante na matriz, onde a parte hidrofilica do surfactante interage
com a agua, facilitando sua presenca entre as cadeias do polimero. Desta maneira,
ocorre a diminuigdo entre as interagbes polimero-polimero, e ainda a migracdo do

excedente para a superficie, aumentando a hidrofilicidade do filme (HIEMENZ e
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RAJAGOPALAN, 1997; RODRIGUEZ et al., 2006). De modo geral, embora todas as
composicdes contenham 6leo essencial de alho, as composi¢cdes que contem Tween
80 apresentaram hidrofobicidade baixa, tendo em vista que o surfactante intermedia a
interface Oleo/agua dificultando o efeito hidrofébico nas mediacGes da superficie do

filme.

Em contrapartida, o filme contendo as NPQs (Figura 12 (C)) apresentou um
angulo de contato igual a 78°, enquanto o contendo em sua composicdo NPQs, OE
de alho e Tween80 (Figura 12 (D)), apresentou um angulo de 64°. Os resultados
indicam que, o filme contendo em sua formulagdo NPQs promoveu menor afinidade
superficial pela agua em relacdo ao filme controle e a aqueles contendo em sua
formulacdo surfactante, uma vez que esse ultimo promove a dispersdo uniforme do
Oleo por toda a fase continua. Tal fato decorre, devido as NPQs proporcionarem ao
filme, uma matriz mais densa ocasionada pelo favorecimento de agregacdo do
agentes hidrofébicos presentes no 6leo essencial, durante o processo de secagem
(MUSCAT et al., 2014; BASIAK et al., 2015; KUREK et., al 2014). Diante dos
resultados, € possivel afirmar que a composicdo quimica do material influencia

diretamente nas caracteristicas hidrofébicas do filme final.

5.2.3 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A micrografia de fratura criogénicas dos filmes foi estudada de modo a
investigar o efeito das interacdes entre as NPQs, e o surfactante nos filmes contendo
OE de alho. As imagens de A a D da Figura 13, correspondem as secdes transversais
dos filmes. E possivel observar que o filme controle (Figura 14A) contendo apenas a
matriz e o OE, apresentou uma estrutura compacta e ordenada, sugerindo que a

matriz (pectina) pode ser miscivel com alguns componentes do OE.

Ja o filme contendo as NPQs sem surfactante (Figura 13 C) apresentou
uma rede polimérica mais densa e compactada em relacdo ao filme controle. A
uniformidade de sua estrutura interna e a diminuicdo do tamanho dos poros, indica
gue as NPQs estdo atuando como agentes de refor¢o. Elas diminuem a quantidade
de poros dos filmes aumentando sua compactacao, diminuindo assim, a interagao da
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matriz com a agua atuando como uma barreira fisica para passagem do vapor d’agua,
tornando o filme mais hidrofébico, dessa maneira, contribuem de maneira satisfatoria
para melhores resultados nas propriedades de barreira dos filmes (MARTELLI et al.,
2013; LOREVICE et al., 2014). Ja nos filmes contendo Tween 80 (Figura 13 (B) (D)) &€
possivel observar poros internos, com dimensdes variaveis distribuidos
aleatoriamente dentro da matriz. Caracteristica da presenca do surfactante, que
contribui para diminuir os aspectos hidrofobicos e aumento da flexibilidade,
proporcionando ao filme uma estrutura mais amorfa (ZHONG, 2011; RUBILAR et al.,
2015).

Figura 13: Imagens de MEV com aproximacédo de 5.00 Kx dos filmes (a) Pectina +
OE de Alho (b) Pectina + OE de Alho + Tween 80 (c) Pectina + OE de Alho + NPQs
(d) Pectina + OE de Alho + NPQs + Tween 80.

2m
EHT= 500kvV Mag= 500KX FEIS-UNESP

2m

EHT= 500kvV Mag= 500KX FEIS-UNESP H EHT= 500kV Mag= 500KX FEIS-UNESP

Fonte: Dados do autor
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5.2.4 Atividade antimicrobiana

Os filmes foram analisados quanto a atividade antimicrobiana contra as
bactérias E. coli e S. aureus, devido a essas serem mais comumente encontradas em
alimentos. (MOGHIMI et al., 2016; JAMROZ et al., 2019; WU et al., 2019; ZHENG et
al., 2019). As Figura 15 e 16 mostram a area onde os filmes foram colocados e seus
arredores, apds incubagdo a 37 °C durante 24 horas. E possivel observar que a
inibicdo contra E.coli ocorreu apenas por contato, nos filmes contendo as NPQs
(Figura 15 (C) e (D)) com e sem surfactante. Os resultados sugerem que a atividade
inibitoria resulta da quitosana, que possui forte atividade bacteriostética, sendo essa
potencializada quando o polimero se encontra nanoestruturado na forma de NPQs.
Essas possuem uma grande area superficial, a qual permite um maior contato fisico
com a superficie das células bacterianas. Esse contato estabelece uma interacéo
ibnica da carga negativa da parede celular bacteriana o que ocasiona a ruptura de
suas células, alterando a permeabilidade da membrana, consequentemente, inibindo
a replicacdo do DNA da bactéria e subsequentemente sua morte ( YOUNG & KAUSS,
1983; PRANOTO et al., 2005; GOY et al.,, 2009; NAGY et al., 2011; WANG et al.,
2011; DIVYA et al., 2016; MA et al., 2017).

Ja os filmes contendo apenas O6leo essencial de alho com e sem
surfactante na matriz (Figura 14 A e B), ndo apresentaram inibicdo alguma. Esperava-
se gue todos os filmes apresentassem certa atividade inibitéria, devido a presenca do
Oleo essencial de alho e suas caracteristicas antimicrobianas. Contudo, os 6leos
essenciais por serem volateis, acabam evaporando facilmente antes mesmo da
difusdo no agar, acarretando na diminuicdo da propriedade antimicrobiana do filme.
ROSS et al. (2001), em estudos mais aprofundados sobre o comportamento do OE de
alho, comprovou tal afirmacéo, onde ele mostra que o uso do métodos de placas de
agar, acaba fornecendo uma maior exposicdo dos compostos presentes no alho
(sulfetos) ao ambiente, dessa forma, a atividade antimicrobiana do OE de alho torna-

se indetectavel.

Embora a mesma dificuldade tenha sido observada por NAZARI et al.
(2019), em seu trabalho € relatado a eficiéncia do encapsulamento desses OE para

contornar esse problema. Atraves de estudos da atividade antimicrobiana e liberagéo
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in vitro de nanofitossomas de OE de alho, pode-se comprovar que esse procedimento
resulta no melhoramento das propriedades antimicrobianas e antioxidantes dos OE,
aumentando assim a sua estabilidade, principalmente durante o periodo de
armazenamento. Sao relatados também, em varios estudos anteriores, que as
bactérias Gram-negativas de deterioracdo de alimentos e patdgenos de origem
alimentar como as E.coli, apresentam maior resisténcia aos diversos tipos de OE
devido a complexidade de sua estrutura, explicando assim o efeito antimicrobiano
insatisfatorio dos filmes (BURT, 2004, YUAN et al., 2016).

Figura 14: Propriedades antibacterianas dos filmes (A) Pectina + Alho (B) Pectina +
OE de Alho + Tween 80 (C) Pectina + OE de Alho + NPQs (D) Pectina + OE Alho +

NPQs + Tween 80 contra E. coli.

Fonte: Dados do autor

Para as bactérias S. aureus, todos os filmes apresentaram uma fraca
atividade inibitéria sem a presenca de halo de inibicdo, com excec¢ao ao filme contento
o OE de alho e surfactante em solu¢cdo aquosa, que ndo foi possivel observar
nenhuma inibicdo (Figura 15 (B)). Os resultados indicam que a atividade inibitéria dos
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filmes resulta tanto das NPQs quanto do OE de alho, devido a essas bactérias
apresentarem estruturas mais simples sendo assim mais sensiveis aos filmes
(PRANOTO et al., 2005). Estudos indicam que, filmes contendo quitosana
incorporados com diferentes OEs possuem uma maior eficacia contra bactérias Gram-
positivas do que Gram-negativas, devido a diferenca na caracteristica da membrana
externa entre as espécies. Tal fato explica o porqué de todos os filmes terem
apresentado atividade inibitria contra S.aureus enquanto para E.coli a penas os que

continham NPQs foram eficazes na inibicdo (BURT, 2004).

Figura 15: Propriedades antibacterianas dos filmes (A) Pectina + Alho (B) Pectina +
Alho + Tween 80 (C) Pectina + Alho + NPQs (D) Pectina + Alho + NPQs + Tween 80

contra S. aureus.

Fonte: Dados do autor
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5.2.5 Solubilidade dos filmes em agua

A solubilidade em agua dos filmes comestiveis € uma propriedade
importante quando se visa a aplicacao do produto final. Os resultados da solubilidade
em agua em funcdo do tempo, para cada formulacdo de filmes apresentados nesse
trabalho, podem ser observados na Tabela 3. Para todas as formulacfes, o tempo de
solubilidade total com aquecimento foi de 5 mim com excegao do filme contendo na
matriz pectina, o OE de alho e as NPQs. Nestes o tempo foi de 10 min para
solubilizacdo total. Isso pode estar relacionado com sua espessura (Tabela 2)(
GIANCONE T et al, 2011). De forma geral, todas as formulacdes apresentaram
solubilidade relativamente alta, devido aos filmes a base de pectina naturalmente
apresentarem essa caracteristica, quando comparados com outros biopolimeros
naturais. Tal fato, estd relacionado principalmente pela quantidade de grupos
carboxilicos esterificados presentes na estrutura da pectina. As interacdes
hidrofébicas dos grupos ésteres metilicos e formacdo de pontes de hidrogénio
intermoleculares aumentam a absor¢do de agua durante sua hidratacdo, o que lhe
compete uma alta hidrofilicidade (MORILLON et al., 2002; MARCOMBE et al., 2010;
SALAZAR et al., 2019).

Para a solubilidade em temperatura ambiente, os filmes contendo as
nanoparticulas de quitosana apresentaram solubilizacdo parcial. Atribui-se tal fato a
presenca das NPQs. Sistemas a base de pectina e quitosana apresentam interacoes
eletrostaticas entre grupos anibnicos da pectina (COO") e grupos catidnicos da
quitosana (NHs*) (Figura 16). Assim, quanto maior a quantidade de grupos amino
livres protonados (NHs*) presentes na quitosana, maior a interacdo eletrostatica entre
suas cadeias, que formam redes tridimensionais, diminuindo assim, a solubilidade do
filme (HAMMAN, 2010; LOREVICE, 2015; DA COSTA et al., 2016)
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Figura 16: Complexo de polieletrélitos entre pectina-quitosana.

OH OH OH
N 0 o} o Quitosana
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HO HO N
HO NH. NH; NH,’

Fonte: proprio autor

Essas interagfes acabam influenciando n&o apenas na solubilidade dos
filmes, mas também nas propriedades de barreira, mecanicas e térmicas conforme
descrito por LOREVICE et al. (2016) que em seus estudos adicionaram
nanoparticulas de quitosana em matrizes de pectina de baixo e alto teor de
metoxilagdo para avaliar as propriedades mecéanicas, barreira e térmicas dos filmes

nanocompadsitos e obtiveram resultados semelhantes.

Tabela 3: Solubilidade total em solugcéo aquosa dos filmes feitos a partir de diferentes

composic¢des de solucédo filmogénicas com e sem aquecimento.

Tempo (min)
Filmes Temperatura ambiente Com aquecimento
Pectina + alho 10 min 5 min
Pectina+ alho + Tween 80 10 min 5 min
Pectina + alho + NPQs Solubilizacéo parcial 10 min
Pectina + alho+ tween 80 + NPQs Solubilizacéo parcial 5 min

Fonte: Dados do autor
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5.2.6 Permeabilidade ao vapor de agua (WVP)

Os filmes comestiveis de forma geral apresentam resultados de
permeabilidade ao vapor que variam de acordo com a matriz utilizada, o que acaba
gerando a industria de alimentos, uma certa preocupacdo, jA que este, € um
parametro essencial na preservacgdo e qualidade dos alimentos. Nos filmes a base de
polimeros naturais essa propriedade € bem maior quando comparado a aqueles de
matrizes poliméricas derivadas de petréleo sendo assim, a necessidade de controlar
essa propriedade baseia-se no controle da difusividade e solubilidade das moléculas
de &gua através da matriz polissacaridicas do filme, permitindo determinar a
quantidade de agua que permeia por unidade de area e tempo (mm/KPhm?)
(GONTARD et al., 1992).

A Figura 17 mostra os resultados da WVP para as diferentes composicoes.
E possivel observar que, o filme contento a matriz pectina e o OE de alho (Figura 17
A) apresentou um valor de WVP de 0,21g mm/KPhm?2. Tal fato pode estar relacionado
tanto com a natureza da matriz, quanto com a hidrofobicidade do OE. Nesse sentido,
OJAGH et al. (2010) relataram que os polimeros interagem com os compostos EO, o
gue pode reduzir a disponibilidade de grupos hidrofilicos para formar ligacdes
hidrofilicas, o que na verdade diminui suas interacdes com a agua, diminuindo assim
a taxa de transmiss&o de vapor de agua do filme (BRAVIN et al., 2004; GONZALEZ et
al., 2009; GHANBARZADEH et al., 2011; ESPITIA et al., (2014); CAZON et al., 2017;
AITBOULAHSEN et al., 2020).
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Figura 17: Influéncia da composicdo do filme na permeabilidade ao vapor de agua.
Em (a) Pectina + OE de Alho (b) Pectina + OE de Alho + Tween 80 (c) Pectina + OE

de Alho + NPQs (d) Pectina + OE de Alho + NPQs + Tween 80.
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Fonte: Dados do autor

Além disso, os autores acreditam que devido a caracteristica hidrofilica da

matriz, as moléculas de agua estejam interagindo com os grupamentos polares das

cadeias poliméricas e ficando aprisionadas por interagdes de Van der Waals conforme

ilustrado na imagem da Figura 18.
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Figura 18: Modelo proposto para as interacdes entre o grupo funcional sulféxido da
alicina e grupos hidroxila das pectinas com moléculas de agua, aprisionadas por

interacOes de van der Waals.
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Fonte: préprio autor

Nos filmes contendo o surfactante (Figura 17 B e D), os valores de WVP
aumentaram para 0,39 g mm/KPhm? e 0,48 g mm/KPhm? respectivamente, quando
comparados com o filme contendo apenas a matriz e o OE de alho. Esse aumento
vincula-se aos surfactantes, pois estes podem atuar diminuindo as interagcdbes
intermoleculares entre as cadeias poliméricas adjacentes, ocasionando a reducao das
ligacbes de hidrogénio entre cadeias do polimero e consequentemente, aumentando

a permeabilidade ao vapor de agua nos filmes (MYLLARINEN et. al, 2002).

Por outro lado, as moléculas de Tween 80 provavelmente aumentam o
espacamento estre as cadeias de pectina, permitindo a maior difusdo das moléculas
de agua. Ainda assim, a maior quantidade de agua permeada para esta formulacdo
pode ser atribuida as interac6es que ha entre o Tween com as cadeias poliméricas ou
com OE de alho. Essas interacbes diminuem a quantidade de grupamentos polares
livres que poderiam interagir com as moléculas de agua. Os grupamentos nao livres
favorecem a maior mobilidade, e consequentemente, permeabilidade das moléculas
de agua, tais iteracdes podem ser observadas no modelo representativo da Figura 19
e 20 para os filmes contendo Tween 80 (BRANDELERO et al., 2010).
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Figura 19: Modelo proposto para as interacdes entre a matriz e o Tween, entre o OE
e a matriz e o OE de alho com o Tween presentes no filme de Pectina + OE de alho+
Tween 80
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Fonte: Préprio autor

Figura 20: Modelo proposto para as interacdes entre a matriz e o Tween, entre o OE
e a matriz, entre OE de alho e o Tween e entre as NPQs e a matriz, presentes no
filme de Pectina + OE de alho+ Tween 80 + NPQs.
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Fonte: proprio autor

O filme contendo as NPQs (Figura 17 C), o valor de WVP foi de 0,87 g
mm/KPhm?2. Esse aumento significativo pode estar relacionado com a espessura do

filme, uma vez que segundo SOBRAL, (2000) as propriedades de barreira dos filmes
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dependem de fatores como espessura e concentracdo de plastificante. Varios autores
relataram aumento na permeabilidade ao vapor de agua em funcdo do aumento da
espessura dos filmes. MCHUGH et al. (1993) observou que, a medida que a
espessura do filme aumentava, o filme proporcionava uma resisténcia maior a
transferéncia de massa através dele; consequentemente, a pressdo parcial de vapor
de agua de equilibrio na superficie interna do filme aumentou. Isso ocasionou um
aumento na permeabilidade devido ao maior gradiente de HR entre o filme e o
ambiente. Tais observacdes foram descritas também por PARK E CHINNAN, (1995) e
CHEN (1995) que observaram o mesmo comportamento em filmes a base de

proteinas.

Adicionalmente, a adicdo das nanoparticulas (superficialmente positiva)
estdo interagindo com os grupamentos polares da matriz, logo, esses grupos nao
estdo mais livres para interagirem com as moléculas de agua. No mesmo contexto,
entende-se que pode estar havendo uma interacdo repulsiva entre a superficie da
nanoparticula e os dipolos permanentes positivos das moléculas de agua
(hidrogénios) permitindo assim a maior difusdo entre todas as formulagdes, tais
interacOes estao representadas na imagem da Figura 21.

Figura 21: Modelo proposto para as interacdes entre entre o grupo funcional sulfoxido
da alicina e grupos hidroxila das pectinas e as NPQs e a matriz presentes no filme de
Pectina + OE de alho+ NPQs
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Fonte: proprio autor
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5.2.7 Propriedades mecanicas

As andlises das propriedades mecanicas para as embalagens de alimentos
sdo imprescindiveis, pois descrevem a resisténcia a ruptura, a deformacéo e a rigidez
dos filmes. Essas devem apresentar valores proximas ou superiores as embalagens
produzidas a partir de polimeros sintéticos para serem consideradas viaveis a
aplicacdo. Essas propriedades dependem das interacdes entre 0s componentes que
formam o filme, ou seja, da formacédo de ligagcbes moleculares fortes ou numerosas
entre as cadeias (ARFA. B et al., 2006; PHAN et al., 2009)

Segundo Garcia et al. (2000), a tensédo de ruptura (o) é a ultima tensao
suportada pelo material antes da quebra e pode ser definida como a forgca maxima
necessaria para que o filme deforme, ja a elongacao (¢ ) pode ser definida como a
deformacéo total, relacionada com a variacdo do comprimento inicial e final sofrida
pelo material durante a andlise enquanto que o mdédulo de elasticidade (E) € a relagédo
entre a resisténcia a tracdo e a porcentagem de alongamento; corresponde a porcao
linear de uma determinada curva tensédo-deformacéo sofrida pelo filme que pode ser
ainda reversivel (OLIVEIRA, 1996).

Todos os parametros supracitados referente a cada filme podem ser
observados na Tabela 4, conforme descrito a seguir: solucdo A (pectina + OE de
alho); solucéo B ( pectina + OE de alho + Tween 80); solucdo C (pectina + OE de alho

+ NPQs) e a solucao D ( pectina + OE de alho + Tween 80 + NPQs).
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Tabela 4: Resultados das propriedades mecanicas para as diferentes formulagdes de
filmes com seus respectivos valores de desvio padréo, seguidas de letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si seguindo o teste de tukey com nivel de confianca de
95%.

Filmes Resisténcia a Elongacéo (%) Médulo Elastico
tracdo (Mpa) (Mpa)

Solugao A 29,03+92 200+0,12 2097,77 £ 6472

Solucéo B 13,84 £ 2b 16+0,3¢2 1319,62 + 174"

Solugéao C 22,72 +44 196+12 1704,23 + 142

Solugéo D 26,36 + 42 255+14 1557,82 + 106"

Diferentes letras na coluna indicam significancia a P <0,05. Ou seja,a#b # ¢

Fonte: Dados do autor

Segundo a literatura, filmes a base de polissacarideos com adi¢cdo de OE,
apresentam resisténcia a tracdo e modulo de elasticidade baixos, quando
comparados com filmes contendo apenas o polissacarideo. Tal afirmacdo pode ser
observada em trabalhos publicado por DU et al. (2009a) que estudaram filmes
comestiveis a base de puré de macéa e pectina com adicdo de pimenta da Jamaica,
Oleos essenciais de canela e de cravo e observaram que a incorporacdo dos OE

diminuiu significativamente a resisténcia a tracdo e o médulo elastico dos filmes.

Apesar de néo variar estatisticamente, o material apresenta uma tendéncia
de melhora. Com a adicdo de NPQs é possivel observar um aumento na elongacéo
do filme referente a composicdo D em relacdo ao filme controle (solucédo A). Tal fato
pode estar relacionado com a presenca de grupos carboxilicos na pectina que
interagem com 0s grupos aminos da NPQs, além da interacdo dos componentes
hidrofilicos e hidrofébicos da matriz com o 6leo, que podem estar atuando como
plastificante, favorecendo ao aumento dessa elongacdo (MOREIRA et al., 2012;
OTONI et al., 2014).

De acordo com KOKOSZKA et al., (2010), os plastificantes enfraquecem as
interacbes intermoleculares entre as cadeias poliméricas de uma maneira que
aumenta o volume e a mobilidade livres, levando a menor rigidez, maior

extensibilidade e flexibilidade dos filmes.
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A adicdo do surfactante ocasionou uma reducéo significativa (p <0,05) na
resisténcia a tracdo comparado com o filme controle (solucdo A) apenas na
composicdo B. O Tween 80 € um surfactante hidrofilico com maior valor de equilibrio
hidrofilico-lipofilico e pode interagir com 4gua que enfraquece a ligagdo intermolecular
do hidrogénio, resultando consequentemente na diminuicdo das propriedades
mecanicas (ANDREUCCETTI, C et al, 2011; SONG et al. 2018).

A presenca das NPQs e o surfactante nas composicdes B, C e D dos filmes
proporcionou uma diminui¢cdo significativa no modulo elastico em relagdo ao filme
controle (solugcéo A). Tal resultado pode estar associado ao fato de que tanto as
NPQs quanto o surfactante interagem com o OE e a matriz podendo atuar como um

plastificante, conforme descrito por MOREIRA et al., 2012.

5.2.8 Espectro de infravermelho com transformada de Fourier

As Figura 22 e 23 mostram 0s espectros vibracionais na regido do

infravermelho das diferentes composi¢des dos filmes e seus componentes.

Os espectros do OE de alho (Figura 22a) tipicamente, apresentam quatro
principais bandas na regido entre 3.100 e 2.900 cm 1. O primeiro em 3.081 cm-
! corresponde a vibracéo de estiramento assimétrico de CH 2, o segundo entre 3011-
3007 cm ' ao estiramento C-H, o terceiro em 2980 a 2978 cm'!a vibracdo de
estiramento simétrico de CH 2, e o quarto entre 2914 e 2912 cm ~' ao alongamento
de — CH:2-. A segunda regido que vai de 1700 a 1000, apresenta picos importantes.
Nesta area, evidenciaremos os picos intenso em 1633 cm ! atribuido a C = C,
referente a vibracdo do grupo alil presente na estrutura do alho. Esse pico pode ser
observado com menor intensidade nos espectros referentes aos filmes (Figura 23 a,
b, c, d) indicando a presenca do OE de alho. O pico presente entre 1428 e 1401 cm -
! pode ser atribuido ao alongamento de —CH 2 —, e no comprimento 1217 cm ! temos
0os grupo referente ao alongamento CH 2= CH- (BARANSKA et al., 1987; DEAN,
1999; AYALA et al., 2008).
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Os espectros de FTIR da quitosana pura e das NPQS incorporadas nos
flmes, podem ser vistos nas Figuras 22c e 23c, d respectivamente. E possivel
observar uma banda entre 1657 cm™* e 1598 cm, referente ao grupo CO- NH2 da
estrutura da quitosana. Ja nos espectros referentes aos filmes contendo as NPQS, o
surgimento de duas novas bandas em 1638 e 1545 cm sdo atribuidos a interacdo
entre grupamento amina da quitosana (NH*3) e o grupamento do acido metacrilico
(COO) polimerizado. Segundo DE MOURA et al., (2008) o surgimento dessas duas
novas bandas indicam a interagao idnica entre PMAA e a Quitosana, associados com
a formacdo de nanoparticulas, porém, essas bandas podem ter sido sobrepostas
pelas vibracdes do grupo alil presente no OE de alho, assim, ndo encontrando-se tao
evidentes nos espectros. A banda acentuada, que pode ser observada no
comprimento de onda entre 3419 e 2859 cm é decorrente dos picos combinados do
alongamento assimétrico e simétrico das aminas primarias (NHz) e OH com ligacdes
de hidrogénio e podem ser observados tanto no espectro de quitosana puro e em
todos os espectros referente aos filmes, comprovando a presenca da quitosana na
estrutura ( BANERJEE et al., 2002. ; QI et al., 2004).

Para a preparacao dos filmes, usou-se como matriz a pectina de alto grau
de metoxilacdo, assim é possivel observar nos espectros referentes aos filmes picos
caracteristicos da pectina. Nos espectros da pectina pura (Figura 22 b) é possivel
observar picos bem evidenciados em aproximadamente 1750 cm™* e 1640 cm™, que
caracterizam grupos e banda de alongamento de ions carboxilato (COO’). O
estiramento simétrico de COO- mais fraco é seguido por padrées de absorcao
moderadamente intensos entre os comprimentos de onda 1300 e 800 cm,
denominados de regido de impressdo digital que € exclusiva da pectina, tais
estiramentos, podem ser observados também nos espectros referente aos filmes
mostrados na figura 23 a, b, ¢ ,d. (FILIPOV, 1999; GNANASAMBANDAM, 2000)
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Figura 22: Espectros no infravermelho: 6leo essencial de alho (a), pectina pura

(b) quitosana pura (c).
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Figura 23: Espectros no infravermelho: pectina + OE de alho (a), pectina + OE de

alho + Tween (b), pectina + OE de alho + NPQs (c), pectina + OE de alho + Tween +
NPQs (d).
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5.2.9 Termogravimetria (TGA)

A analise de TGA é uma técnica eficiente para avaliar a estabilidade
térmica dos filmes. Os termogramas dos filmes de pectina, pectina+ OE de alho,
pectina+ OE de alho+ Tween 80, pectina + OE de alho+ NPQs, pectina + OE de alho
+ Tween80 + NPQs e as DTG para cada termogramas sao mostrados nas Figuras 24

e 25 A, B, C e D respectivamente.

Figura 24: Curva de TG para: petina (A), pectina+ OE de alho+ Tween80 (B), pectina
+ OE de alho+ NPQs (C), pectina + OE de alho + Tween80 + NPQs (D).
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Figura 25: DTG para: pectina + OE de alho (A), pectina+ OE de alho+ Tween80 (B),
pectina + OE de alho+ NPQs (C), pectina + OE de alho + Tween80 + NPQs (D).
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Fonte: préprio autor

O estagio inicial comum em todas as curvas de TG na regido 100 °C pode
ser atribuido ao processo de volatizacdo da agua (umidade) e a eliminacdo de
compostos volateis (MONFREGOLA et al., 2011; ESPITIA et al., 2014; YANG et al.
2019). O termograma da Figura 25 A é referente a degradacdo da matriz pectina.
Geralmente a degradacdo destes materiais pode ser separada em trés estagios:
desidratacdo do material (até 100 °C), degradacdo térmica dos sacarideos (230°C) e,
por fim, degradacdo do restante da amostra em CO2 e H20 acima de 230°C.
(MARTELLI et al., 2013; ESPITIA et al., 2014).

Para os filmes contendo o surfactante (Figura 24 B e D) a temperatura de
inicio da degradacgéo (Td) diminuiu para 87,73°C e 100°C respectivamente, quando
comparados com o termograma da matriz PEC (Figura 24 A). Isso sugere que a

adicao do surfactante diminuiu as interacdes moleculares entre as cadeias adjacentes
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da pectina fortalecendo as ligacoes de hidrogénio entre os grupos hidroxila da PEC e
0s compostos polares (polifendis) encontrados no OE de alho interacdes essas que

podem ser observadas nos espectros de FTIR.

Resultados semelhantes foram mencionados por NORCINO et al., (2020)
que relatou uma diminuicdo na temperatura de inicio da degradacédo (Td) para os
filmes contendo 6leo de copaiba emulsionados com Tween 80 quando comparados
com da pectina. Tais resultados também foram relatados com a adicdo de extratos na
composi¢cdo do filme conforme relatados na literatura (CERRUTI et al., 2011;
JARAMILLO et al., 2016).

Para os filmes contendo as NPQs, acontece uma perda de massa lenta a
partir de 140 °C a 200 °C referente a decomposicado de polimero com baixa massa
molar como NHs3*. (GOMATHI et al.,, 2017). Em aproximadamente 243 e 325 °C
ocorre 0 inicio da degradacdo (TD), este evento corresponde ao processo de
desidratacdo do anel anidro glucosidico presente na molécula de quitosana,
despolimerizacdo e decomposicdo de cadeia lateral (REJINOLD et al., 2011; FENG e
XIA, 2011).

Em todas as amostras observou-se uma quantidade de residuo ao final das
analises (Tabela 5). Esses residuos séo as cinzas proveniente da queima, que neste
caso, podem ser constituidas de substancias inorganicas sao termicamente estaveis a

essa faixa de temperatura.
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Tabela 5: Valores da temperatura inicial (Ti), temperatura maxima (Tmax),
temperatura final (Tf), perda de massa e residuos para analises de TG pectina + OE
de alho (A), pectina+ OE de alho+ Tween80 (B), pectina + OE de alho+ NPQs (C),
pectina + OE de alho + Tween80 + NPQs (D).

Eventos térmicos

1° evento 2° evento 3° evento
Amostra
Ti Tmax Tf Ti Tmax Tf Ti Tmax Tf
(°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C)

Pectina/Alho | 26,60 52,17 111,13 | 191,41 236,87 543,67 - - -

Pectina/Alho/ | 25,17 49,33 103,32 191,60 239,72 297,26 310,76 385,35 514,64
Tween

Pectina/Alho/ | 25,89 60,69 140,26 | 173,75 232,61 325,67 352,69 391,03 | 541,67
NPQs

Pectina/Alho/ | 25,87 53,59 119,66 | 161,67 236,16 306,49 326,38 398,14 | 535,95
Tween/NPQs

Perda de massa (%)

Amostra 1° evento 2° evento 3° evento Residuo (%0)
Pectina/Alho 8,65 58,04 - 24,76
Pectina/Alho/ 5,15 38,99 29.55 18,08

Tween
Pectina/Alho/ 10,18 41.96 14,28 25,91
NPQs
Pectina/Alho/ 4,78 39,59 31.43 18.10
Twean/NIPNe

Fonte: préprio autor
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CAPITULO VI: Possiveis aplicacdes
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6.1 EMBALAGENS PRIMARIAS PARA ARROZ

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, uma das aplicacbes
sugerida para o filme final é a utilizacdo como embalagens primarias para arroz

integral.

No mercado ja é possivel encontrar porcbes de arroz integral embalados
individualmente na qual a embalagem é cozida juntamente com o alimento. Para a
comparacao das embalagens utilizou-se o arroz integral da marca Tio Jodo conforme

ilustra a imagem da Figura 26.

Figura 26: Arroz integral comercial cozido diretamente com a embalagem: A e B)

arroz antes do cozimento, C) arroz ap0s o cozimento.

Fonte: Proprio autor

A preparagdo do arroz segundo o fabricante, consiste em cozinhar a
embalagem juntamente com o conteddo em 1,5L de agua fervendo durante 20 min.

ApoGs esse periodo, a embalagem é retirada do cozimento e descartada, e 0 seu

conteudo interno pode ser temperado e consumido.

A sugestdo desse trabalho € substituir essas embalagens comerciais a
base de polietiieno que é um polimero convencional a base de petrdleo e nédo
biodegradavel, por uma embalagem que apresente as mesmas condi¢cdes de

armazenamento, porém confeccionada pelos filmes preparados nesse trabalho.

Foram realizados testes com todas as 4 formulagbes de filmes, em que
preparou-se a embalagem acondicionando o arroz e cozinhando-o na mesma
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proporcdo da embalagem comercial, segundo as instrugbes do comerciante, o

resultado pode ser observado na Figura 27.

Figura 27: Arroz integral na embalagem preparada a partir desse trabalho, cozido
diretamente com a embalagem: A) arroz antes do cozimento, B) arroz durante o

cozimento C) arroz apds o cozimento.

Fonte: Proprio autor

7z

A ideia principal da aplicacdo é a substituicdo de uma embalagem que
seria descartada ao meio ambiente, pela embalagem desenvolvida no trabalho, que é
totalmente degradavel e pode ser consumida juntamente com o alimento apds o seu

cozimento.

Nesse contexto, resultado do cozimento do arroz com a nova embalagem
foi satisfatéria quando comparado com os obtidos pela embalagem comercial. E
possivel observar (Figura 27 C) que o filme utilizado para confeccionar a embalagem
foi totalmente solubilizado, apés o cozimento com um tempo médio de 20 min,
alcancando assim o principal objetivo do trabalho que é diminuir o descarte de
invélucros no meio ambiente, como é feito com a embalagem convencional, além de

agregar sabor ao alimento devido a presencga do OE de alho.
Esse teste precisa ser confirmado com analises sensoriais, que até o

momento nao foram realizadas devido a complicacdes de locais para que iSso ocorra.
Mas 0s processos para a realizacao, ja estdo em andamento.
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CAPITULO VII: Consideracdes Finais
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7.1 CONCLUSAO
Diante dos resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que:

- A preparacdo das NPQs se mostrou eficaz, uma vez que o sistema se

apresenta estaveis conforme demonstra os dados de potencial Zeta.

- A presencga das NPQs na composigao dos filmes, ocasionou um amento
na espessura dos filmes, sendo assim essa, uma caracteristica influenciada pela
guantidade e tipo de componentes da matriz. A presenca das NPQs ainda, ocasionou
a diminuicdo da afinidade superficial do filme pela agua, aumentando assim sua
hidrofobicidade, resultados esses, comprovados através das imagens de microscopia

eletrbnica de varredura.

- Os resultados decorrentes da atividade antimicrobiana, demonstraram
gue todos os filmes contendo o OE de alho apresentaram inibicdo apenas por contato
para bactérias do tipo Gram-positiva (S.aureus), isso demonstra que 0s compostos
ativos do OE de alho, ndo estdo sendo efetivamente imobilizados na estrutura dos
filmes, sendo assim, esses sdo eficazes a apenas bactérias com estruturas mais
simples e sensiveis ao contato do filme. Enquanto que, para as Gram- negativas
(E.coli), a inibicdo ocorreu apenas pelos filmes contendo as NPQs, e por contato

direto na cultura.

- De forma geral, todas as formulagcbes apresentaram tempo de
solubilidade relativamente baixo, devido aos filmes a base de pectina naturalmente
apresentarem solubilidade alta, quando comparados com outros biopolimeros

naturais.

- A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes estudados variou de
acordo com a composi¢cao de cada filme, assim, o aumento da permeabilidade esta
relacionado com a presenca de surfactante na composicéo dos filmes.

- Os filmes contendo Tween 80 em sua composicdo apresentaram alta
hidrofilicidade, sendo comprovado através de valores do angulo de contato, enquanto
gue os filmes contendo as NPQs e o OE de alho apresentaram um angulo de contato

maior, indicando que esses filmes possuem uma menor afinidade superficial pela
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agua em relacado ao filme controle (sema presenca de NPQS) e a aqueles contendo

em sua formulacéo surfactante.

- Todas as 4 formulacbes de filmes mostraram-se de certa forma
satisfatorias para a confec¢do de embalagens a fim de posterior testes do cozimento
do arroz. Todos os filmes obtiveram solubilidade total na 4gua quente mostrando-se
capazes de associar-se ao arroz apos o final do cozimento, porém os filmes contendo
Tween 80, apresentaram-se com melhor manuseio e resisténcia mecanica para

acondicionamento do produto.

De modo geral, os filmes apresentaram propriedades consideradas
satisfatérias para aplicacdo como filmes comestiveis, demonstrando aparéncia
homogénea e continua, além de leve transparéncia e maleabilidade, sendo assim,
esse trabalho permitiu o desenvolvimento com sucesso de filmes para aplicagdo em

potencial embalagens primarias no setor de alimentos.
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