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RESUMO

Filmes simples de alginato (FA) e filmes compostos de alginato e quitosana nas proporg¢oes
82,5:17,5 (FC1) e 65:35 (FC2), de baixo grau de reticulacdo com calcio (0,04 g
CaCl,.2H,0/g alginato) contendo glicerol como plastificante, foram confeccionados pela
técnica de casting. Esses filmes foram submetidos a uma reticulagdo complementar por
imersdo durante 30 minutos em uma solugéo contendo 5g CaCl,.2H,0/100 mL. Filmes FA,
FC1 e FC2 com espessura média de 48, 54 e 62 um, respectivamente, apresentaram massa
solubilizada em &gua de 0,15, 0,19 e 0,23 g/g massa seca, coeficientes de permeabilidade
ao vapor de agua de 4,04, 4,91 e 7,41 g.mm/m?.dia.kPa, intumescimento em &gua de 68,
102 e 195% (em massa), tenséo na ruptura de 96, 75 e 59 MPa e alongamento na ruptura de
8,4, 12,5 e 17,1%. Esses valores assim como o conteido de célcio e os espectros de FTIR
indicaram que, nas condi¢fes experimentais utilizadas, a interagdo do alginato com os ions
calcio foi mais efetiva do que com a quitosana, ndo havendo indicios de formacdo de
ligagdo amidica entre o alginato e a quitosana. A anélise da Tg por DMA também indicou
separacgdo de fases entre os dois polimeros. Os filmes com 35% de quitosana apresentaram
estrutura polimérica mais rugosa e heterogénea. As trés formulacGes receberam sorbato de
potassio (até 17 g/100g biopolimero) e natamicina (0, 0,5, 1, 2, 4 e 8 g/100g biopolimero)
como agentes antimicrobianos, e o efeito antimicético destes filmes frente as espécies
Penicillium roqueforti, Penicillium commune e Debaromyces hansenii foi avaliado através
do teste de difusdo em agar. O sorbato de potassio ndo apresentou efeito inibitério, e a
natamicina foi eficiente a partir da concentracdo de 0,5 g/100g biopolimero para o filme de
alginato puro e 1 g/100g biopolimero para os filmes compostos. Ensaios de liberacdo em
agua indicaram uma cinética muito lenta de liberacdo do antimicrobiano, sendo mais lenta
para os filmes compostos, provavelmente devido a interacdes eletrostaticas entre a
natamicina e a quitosana. Os coeficientes de difusdo da natamicina encontrados foram da
ordem de 10™*! cm?/s para FA e FC2 e de 10" cm%/s para FC1. A estrutura fisica menos
compacta da matriz polimérica do FC2 acelerou a liberacdo da natamicina. Nas
concentragcbes testadas, a adicdo da natamicina influenciou principalmente a cor,
transparéncia, rugosidade e morfologia dos filmes. Os resultados obtidos permitem afirmar
que os filmes desenvolvidos contendo natamicina apresentam excelente perspectiva de
atuacdo como filmes ativos (antimicrobianos) para alimentos.

Palavras-chave: alginato, quitosana, reticulacdo, natamicina, filmes ativos.
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ABSTRACT

Films composed solely by alginate (FA) and two composite films with different mass
proportions of alginate and chitosan, 82.5:17.5 (FC1) and 65:35 (FC2), were obtained by
casting. Using glycerol as plasticizer, the films were partially crosslinked by adding
calcium chloride (0.04 g CaCl,.2H,0/g alginate) to the film forming solution. The resulting
soluble films were further crosslinked by total immersion in a CaCl, solution (5g
CaCl,.2H,0/100 mL) for 30 minutes. FA, FC1 and FC2 with an average thickness of 48, 54
and 62 um, respectively, exhibited soluble mass in water of 0.15, 0.19 and 0.23 g/g dry
matter, water vapor permeability coefficient of 4.04, 4.91 and 7.41 g.mm/m®day.kPa,
swelling in water of 68, 102 and 195% (mass basis), tensile strength of 96, 75 and 59 MPa
and elongation at break of 8.4, 12.5 and 17.1%. The tendencies found for the physical
properties, complemented with values of calcium content in the films and results of FTIR
analysis indicated that under the experimental conditions used, ionic binding of alginate
chains with calcium ions was more effective than with chitosan, and no evidence of amidic
bonding between alginate and chitosan was found. DMA thermograms also indicated phase
separation between the two polymers, showing two Tg’s for composite films. Films with
higher content of chitosan showed rougher surfaces and less homogeneous polymeric
structure. The film formulations received potassium sorbate (up to 17 g/100g biopolymer)
and natamycin (0, 0.5, 1, 2, 4 and 8 g/100g biopolymer) as antimicrobial agents, and their
antimycotic effect against Penicillium roqueforti, Penicillium commune and Debaromyces
hansenii was evaluated by the agar diffusion test. Potassium sorbate did not show inhibitory
effect. Natamycin was effective at concentrations as low as 0.5 g/100g biopolymer for
alginate film and 1 g/100g biopolymer for composite films. Diffusion experiments in water
indicated very slow release kinetics of the antimicrobial, being markedly hindered for the
composite films, probably due to electrostatic interactions between chitosan and natamycin.
Diffusion coefficients in films were in the order of 10 cm?/s for FA and FC2, and 10
cm’/s for FC1. The addition of natamycin affected mainly the color, transparency,
roughness and morphology of the films, in the tested concentration range. The results
showed that the films containing natamycin obtained in the present work show excellent
perspectives for acting as active films intended for food applications.

Keywords: alginate, chitosan, crosslinking, natamycin, active films.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A garantia da seguranga microbioldgica e a manutencdo da qualidade nutricional
dos produtos alimenticios processados, bem como a necessidade de redugdo da utilizagdo
de embalagens sintéticas sdo alguns dos principais desafios enfrentados pelo setor de
comercializacdo de alimentos. Estas questfes tém contribuido, nas Gltimas décadas, para o
desenvolvimento de embalagens (filmes e coberturas) elaboradas a partir de matérias-
primas renovaveis tais como polissacarideos, proteinas ou lipidios. Ainda que a intencdo
destes filmes e coberturas ndo seja a substituicdo total das embalagens plasticas
tradicionais, eles apresentam um grande potencial para reduzir o seu uso, assim como atuar
como sistemas de liberagdo controlada de substancias ativas, e limitar a migracédo de

umidade, aromas e lipidios entre as fases que comp@e o alimento.

A tecnologia de biofilmes antimicrobianos vem despertando o interesse de muitos
pesquisadores, visando a compreensdo e controle dos mecanismos da transferéncia de
agentes ativos incorporados na matriz polimérica para a superficie do alimento. Com isso
tem-se a possibilidade de utilizacdo de menores quantidades de conservantes quimicos,
comparada as necessarias quando estes sdo incorporados diretamente no alimento, tendo
como principio que na maioria dos alimentos solidos e semi-solidos o crescimento

microbiano ocorre na superficie.

O Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em Biorrecursos (LEPPbio)
da FEQ/UNICAMP vem, desde 2000, desenvolvendo pesquisas com biofilmes de alginato,
tendo desenvolvido uma técnica de obtencdo de filmes de baixa massa solubilizada em
agua atraves da reticulacdo da matriz de alginato com ions céalcio. A possibilidade de
obtencdo de filmes compostos de alginato e quitosana despertou interesse devido ao

potencial desses dois biopolimeros de formar complexos polieletroliticos e com isto
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Capitulo 1: Introducao e Objetivos

melhorar as propriedades dos filmes em relagdo aos seus componentes puros. Além disso, a
quitosana é conhecida por sua atividade antimicrobiana inerente, o que poderia contribuir

para o carater de filme ativo desejado.

Devido a complexidade observada nas etapas de obtencdo dos filmes compostos
com polimeros de cargas opostas, como o alginato e a quitosana, optou-se por focar o
presente trabalho apenas no estudo da mistura destas duas macromoléculas como possiveis
matrizes para liberagdo controlada de agentes antimicrobianos (neste caso, o sorbato de
potassio e a natamicina). No entanto, a proposta inicial deste trabalho englobava, além da
avaliacdo dos filmes de alginato e quitosana, a obtencdo de filmes compostos de alginato e
pectina, os quais foram obtidos e caracterizados quanto as suas propriedades fisicas. Este
estudo acabou dando origem ao artigo “Alginate and pectin composite films crosslinked
with Ca®" ions: Effect of the plasticizer concentration” (Carbohydrate Polymers, v.77,
p.736-742, 2009) apresentado em anexo (ANEXO 1). Também foram feitos estudos
exploratorios de filmes multi-camadas, isto €, filmes estruturados sequencialmente, com
camadas individuais de alginato e quitosana, cujos resultados também se encontram em
anexo (ANEXO 2).

O presente trabalho visou a otimiza¢do do processo de elaboracdo de filmes de
alginato e de filmes compostos de alginato e quitosana. A eficiéncia de agentes antifngicos
(sorbato de potassio e natamicina), incorporados nestes filmes, contra trés microorganismos
de alta ocorréncia em queijos (Penicillium roqueforti, Penicillium commune e
Debaromyces hansenii) foi avaliada visando uma possivel aplicacdo como embalagem
antimicrobiana em alimentos de umidade intermediaria. Além disso, estudou-se a cinética
de liberagdo da natamicina nas matrizes poliméricas formadas, bem como o efeito da adi¢éo

desta nas propriedades fisicas-quimica dos filmes.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Filmes e coberturas comestiveis e/ou biodegradaveis para alimentos

2.1.1 Definicoes

Coberturas s@o aplicadas ou formadas diretamente no alimento enguanto que
filmes sdo estruturas pré-formadas, independentes, que podem ser usadas para envolver o
alimento ap0ds o seu processamento. Os filmes sdo aplicados sobre a superficie do alimento

ou separando os diferentes componentes de um mesmo produto.

Quando um filme ou uma cobertura é parte integrante do alimento, sendo
consumido juntamente com ele, a embalagem é definida como comestivel. Como séo
considerados componentes do alimento, filmes e coberturas comestiveis devem apresentar
0 minimo sabor possivel para ndo alterem as caracteristicas sensoriais originais do produto

e estar em conformidade com a legislacdo vigente (Guilbert et al., 1996).

O termo biodegradavel € aplicado quando o material é completamente degradado
por microrganismos em um processo de decomposicao, levando a formacgao de biomassa e
compostos naturais mais simples. O processo de biodegradacdo envolve etapas de
despolimerizacdo ou hidrélise (quebra da cadeia) e mineralizacdo a CO,, &gua e sais, na
presenca de microrganismos apropriados, meio ambiente favoravel e substrato polimérico
(Krochta e De Mulder-Johnston, 1997).
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2.1.2 Historico

A aplicacédo de filmes e coberturas comestiveis e/ou biodegradaveis, apesar de ser
0 objeto de recentes pesquisas, ja € utilizada em alimentos ha muitos anos. Nos séculos 12 e
13, cera era utilizada na China para evitar a desidratacéo de frutos citricos (Baldwin et al.,
1995; Tharanathan, 2003). O recobrimento de carnes com gorduras e posteriormente, com
gelatina, para evitar o encolhimento, tem sido praticado desde o seculo 16 (Kester e
Fennema, 1986). Um filme comestivel obtido a partir da nata do leite de soja fervido,
chamado Yuba, era tradicionalmente utilizado na Asia, desde o século 16, visando melhorar
a aparéncia e preservar alguns alimentos. No século 19, sacarose comecou a ser aplicada
em castanhas, améndoas e avelds para prevenir a oxidacdo e rancidez durante o

armazenamento (Debeaufort et al., 1998).

No entanto, a principal e mais conhecida aplicacdo de coberturas comestiveis
desde os anos 30 até hoje é 0 uso de emulsdes feitas de ceras e 0leos em dgua aplicada em
frutas e vegetais para melhorar a aparéncia (brilho, cor, textura) e aumentar a vida de
prateleira, controlando o amadurecimento, a perda de agua e a deterioracdo microbiologica
(Baldwin et al., 1995; Guilbert et al., 1996; Nussinovitch e Hershko, 1996). Nos ultimos 40
anos, um numero elevado de trabalhos cientificos e patentes referentes a formulacéo,
aplicacdo e caracterizacdo de filmes e coberturas foram desenvolvidos (Gennadios et al.,
1997; Debeaufort et al., 1998). Na ultima década vem se constatando um crescente
interesse por biofilmes comestiveis ou biodegradaveis, principalmente devido a
preocupacOes ambientais, demanda por produtos minimamente processados e de alta
qualidade e oportunidades para a criagdo de novos mercados para matérias-primas agricolas
sub-utilizadas que apresentam propriedades de formacao de filmes.

2.1.3 Processos de producéo

A formulacéo de filmes e coberturas requer o uso de pelo menos um componente
capaz de formar uma matriz estrutural com adequada coesividade (Guilbert et al., 1997;
Mariniello et al., 2003). As forcas coesivas dependem da estrutura do polimero, do solvente
utilizado, da temperatura e da presenca de outras moléculas tais como plastificantes e
agentes reticulantes (Tharanathan, 2003). As substancias formadoras de filmes,
normalmente polimeros de alta massa molar, sdo capazes de formar uma estrutura continua
pelo rearranjo e interacdo entre as moléculas sob a¢do de um tratamento quimico ou fisico.
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A formacdo do filme ou cobertura envolve um dos seguintes processos (Kester e
Fennema, 1986; Guilbert et al., 1996; Debeaufort et al., 1998):

- Fuséo e solidificagdo de gorduras, ceras ou resinas solidas;

- Coacervacdo simples, onde um hidrocoldide disperso em solugdo aquosa €
precipitado ou gelificado pela remocédo do solvente, adi¢do de um soluto ndo-eletrolitico no
qual o polimero ndo é solavel, adicdo de um soluto eletrolitico induzindo um efeito de

salting out, ou pela modificacdo do pH da solucéo;

- Coacervacao complexa, onde dois hidrocoldides em solu¢do com cargas opostas

s&o combinados, induzindo interacdes e a precipitacdo da mistura de polimeros;

- Gelificacdo ou coagulacdo térmica, através do aquecimento da solucdo da
macromolécula envolvendo sua desnaturacdo, gelificacdo ou precipitacdo; ou através do

resfriamento répido da solucéo hidrocoloidal induzindo uma transicéo sol-gel.

Filmes, que sdo estruturas independentes, tém sido obtidos em escala laboratorial
através do espalhamento da solucéo filmogénica em um suporte (casting), seguido por um
processo de secagem e posterior desprendimento do filme (Guilbert et al., 1997). Em
processos industriais, as técnicas utilizadas na fabricacdo de filmes plasticos flexiveis
podem ser adaptadas para a fabricacdo de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis. Estas
técnicas podem ser extrusdo ou coextrusdo, laminagdo, e secagem em rolos para a

evaporacgéo do solvente (Tharanathan, 2003).

2.1.4 Propriedades funcionais

Embalagens biodegradaveis e/ou comestiveis devem apresentar algumas
propriedades funcionais e especificas. A principal utilidade de biofilmes esta relacionada a
habilidade de melhorar a qualidade de alimentos, prolongando a sua vida de prateleira.
Biofilmes podem também melhorar as propriedades mecénicas do produto, facilitando o
seu manuseio e transporte; e sensoriais, tais como cor, brilho, transparéncia, rugosidade e
pegajosidade (Martin-Polo et al., 1992; Guilbert et al., 1996; Miller e Krochta, 1997,
Tharanathan, 2003).
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As caracteristicas exigidas para um biofilme dependem principalmente da
aplicagdo para qual o mesmo esta destinado. As principais propriedades funcionais sdo o
controle da transferéncia de umidade, de gases (O, e CO,), de 6leos e gorduras, bem como
melhoria das propriedades mecanicas, uso como carreador de compostos ativos e a reten¢ao
de compostos volateis.

O controle do contetdo de umidade de produtos alimenticios € um dos fatores
mais importantes para a manutencdo do frescor, textura e seguranga microbioldgica.
Biofilmes podem controlar a atividade de agua prevenindo seletivamente tanto a perda
como o ganho de umidade. O controle das trocas gasosas, particularmente CO;, e O,
permite um melhor acondicionamento de frutas (Kampf e Nussinovitch, 2000; Kittur et al.,
2001) e reduz significativamente a oxidagdo de alimentos e a rancidez de gorduras
polinsaturadas (Debeaufort et al., 1998).

A eficiéncia funcional do filme depende fortemente da natureza dos seus
componentes e da sua composi¢do e estrutura. Lipidios e substancias hidrofobicas tais
como ceras e resinas sdo mais eficientes como barreira a transferéncia de agua, porém
tendem a ser opacos e pouco flexiveis (Baldwin et al., 1995; Weller et al., 1998; Gallo et
al., 2000; Tharanathan, 2003). Por outro lado, polissacarideos e proteinas, devido a sua
natureza hidrofilica, apresentam propriedades limitadas de barreira a agua e ao vapor de
agua (Parris et al., 1995; Kester e Fennema, 1986), sendo que em alimentos com alta
atividade de agua eles tendem a intumescer, dissolver e se desintegrar. No entanto, a
permeabilidade a gases é normalmente mais baixa do que a de filmes plasticos, geralmente
os filmes proteinas e polissacarideos apresentam propriedades mecanicas melhores em

relacdo a filmes de lipidios e outras substancias hidrofobicas.

Uma combinagdo das vantagens funcionais apresentadas por cada material pode
ser obtida com filmes compostos feitos de hidrocoldides e lipidios em diversas propor¢des
(Tharanathan, 2003).

2.1.5 Caracterizacgao de filmes
O uso adequado de biofilmes depende fortemente das suas propriedades mecénicas

e de barreira. Consequentemente, metodologias precisas para a determinacdo do
desempenho dos filmes tém sido desenvolvidas, particularmente para a medida de
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permeabilidade, necessaria, por exemplo, em estimativas de vida de prateleira (Debeaufort
et al., 1998).

Além das propriedades mecanicas e de barreira contra umidade e gases, outras
caracterizacGes podem ser realizadas, tais como medidas de espessura, isotermas de sor¢éo
de umidade, massa solubilizada em &gua e em outros solventes, intumescimento,

propriedades térmicas, difusividade de substancias ativas, cor, brilho e opacidade.

Um filme ou cobertura com étimas propriedades de barreira pode ser ineficiente se
as suas propriedades mecanicas ndo permitirem a manutencdo da integridade do filme
durante os processos de manuseio, envase e transporte. Assim, a resisténcia mecanica e a
deformabilidade do filme ou cobertura devem ser avaliados. Métodos tradicionais usados

para filmes plésticos sdo perfeitamente adaptéveis para filmes biodegradaveis.

As propriedades mecénicas dos filmes estdo relacionadas com o tipo de
macromolécula e principalmente com sua coesdo estrutural. Coeséo € o resultado de uma
habilidade do polimero de formar fortes e/ou numerosas ligagdes moleculares entre as
cadeias poliméricas, impedindo a sua separacdo. Esta habilidade depende da extensdo da
cadeia polimérica, da sua geometria, da dispersdo das forcas moleculares, da natureza e
posicdo dos grupamentos laterais. Tecnologicamente, as propriedades mecanicas estéo
associadas a formulagdo (macromolécula, solvente, plastificante), ao processo de obtengédo
e & maneira de aplicacdo (casting, pulverizacdo no caso de recobrimentos, suspensdo
fundida) (Guilbert et al., 1996).

A tensdo e a deformacdo no ponto de ruptura de filmes comestiveis podem ser
determinadas em testes de tragdo (YYang e Paulson, 2000). A tensdo na ruptura é definida
como a maxima forca que um material pode suportar (Krochta e De Mulder-Johnston,
1997). A medida da tensdo na ruptura fornece informagdes da magnitude das forcas
intermoleculares envolvidas na matriz polimérica. O alongamento é usualmente medido no
ponto de ruptura do material e representa a capacidade do material em se estender,

refletindo, portanto sua plasticidade.

Galietta et al. (1998) definiram a propriedade massa solubilizada em agua (MS) de
filmes como a quantidade de matéria seca que é solubilizada ap6s 24 horas de imersdo. A
avaliagdo dessa propriedade € essencial, sobretudo para que seja definido campo de

aplicagdo do filme. Embalagens priméarias requerem uma baixa massa solubilizada em &gua
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devido ao manuseio, transporte e armazenamento das mesmas. Além disso, alimentos com

alta atividade de agua requerem filmes insollveis para seu acondicionamento.

Coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é definido como a taxa da
transmissdo de vapor de agua por unidade de area e espessura do material, e por unidade de
diferenca de pressdo de vapor entre duas superficies especificas, sob condi¢Ges de umidade
e temperatura especificas (Kester e Fennema, 1986; Debeaufort et al., 1998). A
permeabilidade ndo deve ser confundida com transporte através dos poros, uma vez que a
mesma consiste em um processo de dissolucdo e difusdo onde o soluto se dissolve em um
lado do filme, se difunde através do mesmo até o outro lado e é desorvido. Desta forma, a
transmissdo de vapor de agua através de filmes hidrofilicos depende da difusividade e
solubilidade da molécula de 4gua na matriz (Wijmans e Baker, 1995). Kester e Fennema
(1986), relatam que a etapa referente a difusdo depende do tamanho, forma e polaridade da
molécula permeante, bem como da mobilidade da cadeia polimérica dentro da matriz do
filme. Os fatores que afetam o movimento da cadeia do polimero incluem forcas de atracdo
entre as cadeias, como pontes de hidrogénio e interacdes do tipo Van der Waals, grau de
reticulacdo e cristalinidade. O método padrdo para determinacdo de PVA em filmes
comestiveis e/ou biodegradaveis € o método do copo, baseado em técnica gravimétrica
(Debeaufort et al., 1998).

O intumescimento de filmes € o resultado da difusdo de moléculas de solvente
para o interior dos mesmos e sua acomodacdo na estrutura polimérica. Essa retencdo de
moléculas ocorre, inicialmente, nos espagos vazios. O intumescimento, entretanto, envolve
inevitavelmente uma mudanga no arranjo espacial das cadeias poliméricas resultando em

um aumento de volume da amostra (Lucas et al., 2001).

Para o desenvolvimento de filmes que serdo utilizados como dispositivos para
liberagcéo controlada, testes de intumescimento devem ser realizados no filme sem o agente
ativo (Remufian-Lopez e Bodmeier, 1997). Nestes casos € necessario conhecer as
caracteristicas de intumescimento e sua influéncia na permeabilidade para que se possa

modelar a liberagcdo do agente ativo para o meio.
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2.1.6 Matérias-primas utilizadas na fabricacdo de filmes e coberturas
Quanto a natureza dos seus componentes, filmes e coberturas comestiveis e/ou
biodegradaveis podem ser formados por hidrocol6ides (proteinas, polissacarideos) e
lipidios (&cidos graxos, ceras, resinas) (Mariniello et al., 2003).

Os polissacarideos mais frequentemente utilizados sdo celulose e amido (e seus
derivados), quitosana, pectinas, extrato de algas (carragenas e alginatos), exudado de
plantas (goma arabica), sementes (goma guar e goma locuste) ou obtidos por fermentacao
microbioldgica (goma xantana e gelana) (Baldwin et al., 1995; Tharanathan, 2003). As
proteinas com maior potencial para fabricacdo de biofilmes sdo tanto de origem vegetal
(glaten, soja, caseina, zeina, etc.) quanto de origem animal (gelatina, albumina de ovo,
colageno, soro de leite, proteinas miofibrilares). As fontes lipidicas sdo constituidas de
parafina, cera de abelha, cera de carnalba, 6leos vegetais, acido estearico, acido caprilico,

resinas entre outros.

As diferentes fontes de biopolimeros destinados a fabricagdo de filmes e
coberturas bem como suas propriedades e aplicagdes como embalagens alimenticias tém
sido revisadas e exploradas por diversos autores nestes ultimos anos (Baldwin et al., 1995;
Guilbert et al., 1996; Miller e Krochta, 1997; Krochta e De Mulder-Johnston, 1997;
Gennadios et al., 1997; Debeaufort et al., 1998; Haugaard et al., 2001; Tharanathan, 2003).

2.1.6.1 Alginato

O alginato é um carboidrato coloidal hidrofilico extraido de diversas espécies de
algas pardas (Phaeophyceae) com soluges diluidas de alcalis. Ele também pode ser obtido
por microrganismos (Coviello et al., 2007). Em termos moleculares, o alginato ¢ um
copolimero linear composto de residuos do acido B-D-manurdnico (G) e do &cido a-D-
manurdnico (M) ligados por ligagdes glicossidicas do tipo (1-4) (Figura 2.1). Esses
mondmeros podem ser organizados em blocos de residuos G consecutivos (blocos GG), de
residuos M consecutivos (blocos MM) ou residuos alternados de M e G (blocos MG)
possibilitando a formacdo de quatro tipos de ligacGes e a nivel molecular. A composigdo e
estrutura sequiencial variam entre os diferentes tipos de alginato (Smidsrad, 1974; Ertesvag
e Valla, 1998).
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Figura 2.1. Estrutura do: (a) acido B-D-manurénico, (b) a-L-gulurdnico e (c) alginato
(Ertesvag e Valla, 1998)

Diversos trabalhos utilizando técnicas de fracionamento quimico e ressonancia
magnética nuclear (NMR) aliadas a modelos estatisticos tém demonstrado que a ocorréncia
de residuos G e M nas cadeias de alginato ocorre em blocos dispostos ordenadamente e ndo
aleatoriamente (Draget et al., 1997).

A principal aplicacdo comercial do alginato é na forma de sal, sendo os principais
alginatos de sddio, potassio e aménio. Devido as suas propriedades coloidais tais como
espessamento, estabilizacdo, suspensdo, formagdo de gel e emulsificacdo, este biopolimero
é amplamente utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e papeleira (Mancini
et al., 1996; Ertesvag e Valla, 1998).

No processo de gelificagdo de polissacarideos, o solvente é confinado nos
intersticios de uma rede tridimensional unida por “pontos de amarracdo” que envolvem a
associacdo cooperativa de longas regibes da cadeia do polimero. Essas regibes de
associagdo séo conhecidas como zonas de juncdo, apresentando-se na forma de ligacdes
covalentes com conformacgdo ordenada. Uma vez que a cadeia existe na forma sol, como
uma hélice randémica, a interconversdo sol-gel pode envolver a transicdo da conformacéao

que pode ser detectada e caracterizada por métodos espectroscépicos (Bryce et al., 1974).

Apesar de hidrocoldides como o alginato formarem filmes fortes, estes exibem
pouca resisténcia a agua devido a sua natureza hidrofilica (Rhim, 2004). No entanto a
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habilidade do alginato de formar géis fortes e insollveis com diversos cations polivalentes
pode ser utilizada para melhorar tais propriedades dos filmes de alginato. Allen et al.

(1963) classificaram o cloreto de calcio como o agente reticulante mais efetivo.

O alginato é o Unico polissacarideo que naturalmente contém grupos carboxilicos
em cada um dos residuos, sendo que o processo de gelificacdo esta baseado na afinidade
dos alginatos por certos ions e na habilidade de ligar estes ions seletivamente e
cooperativamente (Draget et al., 1997). Os grupos carboxilicos de cadeias adjacentes de
alginato reagem com ions calcio para formar uma rede tridimensional do polimero (Bryce
et al., 1974). O mecanismo que melhor descreve a formagdo de géis de alginato na presenca
de ions célcio é chamado modelo “caixa de ovos” (Figura 2.2) proposto por Grant et al.
(1973).

A ligacdo idnica mais seletiva esta estritamente ligada ao contetido de residuos do
acido gulurénico (G), ou mais precisamente, a extensdao dos blocos GG nas cadeias. As
regides de residuos G alinhadas lado a lado, resultam na formag&o de uma cavidade onde 0s
fons célcio fazem uma juncdo entre as cadeias. Um maior grau de ligacbes ibnicas é,
portanto encontrado em alginatos ricos em residuos G. A rede resultante é funcdo da
freqUiéncia e do tamanho dos blocos GG bem como da concentracdo e do tipo de cétion
utilizado. Mudancgas na concentracdo do cation podem alterar o nimero de zonas de juncéao
de cadeias de alginato unidas no modelo caixa de ovo alterando assim a forca do gel.
Acredita-se que a reticulagdo ocorra quando um bloco de vinte ou mais residuos do &cido
gulurénico ou manurdnico em uma cadeia sdo ligados a um bloco similar em uma outra

cadeia por um determinado nimero de ions calcio (Simpson et al., 2004).

Figura 2.2. Representacdo esquematica da transicao sol-gel para alginato, envolvendo zonas
de juncéo tipo “caixa de ovos” (Bryce et al.,1974)
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Estudos reoldgicos e de dispersdo de luz com alginatos sugerem que os blocos
aumentam a rigidez do gel na seqiiéncia G > MG > M. Um polimero volumoso e rigido é
encontrado nas regides de blocos G, tendo as regides MG rigidez intermediaria (Smidsrad,
1974). Segmentos da cadeia consistindo de residuos G e M alternados ndo interagem com o
calcio, mas servem para formar as estruturas agregadas, produzindo uma rede

tridimensional (Kester e Fennema, 1986).

Segundo Mancini et al. (1996), a obtencédo de filmes de alginato de célcio depende
do tipo de alginato, do grau de conversdo entre o sddio o e calcio, da fonte de ions célcio

(cloreto, fosfato, lactato ou acetato de calcio) e dos métodos de preparacéo.

Existem dois métodos mais usados para a gelificacdo do alginato de sodio com
calcio. No primeiro método, ions de calcio bivalentes sdo homogeneamente liberados
dentro de uma solugéo de alginato para causar gelificacdo uniforme, que pode ser alcangada
através da dispersdo prévia de um sal de célcio de baixa solubilidade. A medida que o
calcio ionizado na solucdo interage com polimeros de &cido alginico, mais sal sera
solubilizado, resultando eventualmente na formagdo de um gel homogéneo. Alteracdes no
pH ou na temperatura também podem ser utilizadas para controlar a liberacdo de ions de

calcio por toda a solugdo de alginato (Kester e Fennema, 1986).

Um segundo método de formacdo de géis de alginato envolve a difusdo de ions de
calcio para o interior da solugdo. Quando o célcio ionizado entra em contato com a solugao
de alginato, um gel desenvolve-se instantaneamente na interface. A gelificacdo prossegue
quando os ions célcio difundem através da interface gel-membrana (Glicksman, 1983).
Draget et al. (1991) propuseram uma técnica para uma liberacdo lenta do calcio de maneira

a formar um gel uniforme.

Remufian-Lopes e Bodmeier (1997) obtiveram filmes insoluveis de alginato de
calcio por imersdo de filmes de alginato de sddio em solucdo de cloreto de célcio. No
entanto, esses autores observaram diferencgas significativas na permeabilidade ao vapor de
agua e elasticidade com diferentes concentragdes de agente reticulador, sendo que filmes
tratados com altas concentracdes do agente foram mais permeaveis e mais flexiveis. Altas
concentragdes de agente reticulador podem induzir uma reticulagdo muito rapida na
superficie do polimero, diminuindo a velocidade de difusdo dos demais ions calcio para o

interior dos filmes. Assim altas concentragdes de ions calcio irdo requerer um maior tempo
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de exposigdo para que o processo de reticulagdo dos polimeros seja completo.

Pavlath et al. (1999) observaram que a massa solubilizada em agua de filmes de
alginato em &gua foi significativamente diminuida pela imersdo do filme em solucdes de
sais de ions multivalentes. Zactiti e Kieckbusch (2006) obtiveram filmes insoliveis de
alginato através da pulverizacdo da superficie dos filmes com solugéo de cloreto de calcio.
Estes autores observaram que a reticulagdo diminui a massa solubilizada em &gua e
permeabilidade ao vapor de agua, aumenta a tensdo de ruptura, porém diminui
drasticamente o alongamento dos mesmos. Rhim (2004), Roger et al. (2006) e Olivas et al.
(2008) obtiveram resultados semelhantes ao de Zactiti e Kieckbusch (2006) através da
imersdo de filmes de alginato em solucéo reticuladora de cloreto de célcio.

Um método alternativo de gelificacdo de matrizes de alginato foi proposto por
Sriamornsak e Kennedy (2006). Neste, a solugdo de polissacarideo era depositada sobre
uma membrana de didlise presa no interior de um molde cilindrico contendo na base
solucdo de cloreto de calcio (5% p/v). A membrana de diélise foi selecionada como uma
barreira de modo a reter a solucdo polimérica, porém permitir a difusdo dos ions célcio para
0 interior do gel. Apds esta etapa, um determinado volume da mesma solucéo reticuladora
era vertida sobre o gel “pré-formado” por um periodo de tempo. Os géis eram entdo lavados

com agua deionizada e secos.

Além dos géis ibnicos, os alginatos podem formar géis acidos abaixo do pK, do
acido gulurénico (pK; = 3,4). Géis com uma alta quantidade de blocos G exibem alta
porosidade, pouco encolhimento durante a gelificagdo e pouco intumescimento. Com o
aumento de blocos M o0s géis se tornam mais macios e tem uma porosidade menor
(Ertesvag e Valla, 1998).

2.1.6.2 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo natural derivado do processo de desacetilacdo da
quitina, sendo o segundo biopolimero natural mais abundante, depois da celulose. A quitina
é encontrada em exoesqueletos de crustaceos (principalmente carangueijo, camardo e
lagosta), na parede celular de fungos e em outros materiais bioldgicos (Krochta e De
Mulder Johnston, 1997; Park et al., 2001; Garcia et al., 2004).
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Em termos moleculares a quitosana (Figura 2.3 a) é formada pela repeticdo de
unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicose (ou D-glicosamina) unidas por ligacGes
glicossidicas do tipo B-(1,4), apresentando uma cadeia polimérica similar a da celulose.
Durante a desacetilacdo, parte das ligagdes N-acetil da quitina (Figura 2.3 b) sdo rompidas
com formacdo de unidades que contém grupamentos aminicos livres, conferindo a
quitosana uma natureza catidnica. Entretanto, a quitosana ndo é um composto uniforme e
sim um grupo de polimeros parcialmente desacetilados, dos quais 0s que apresentam grau
de desacetilagdo acima de 30% j& podem ser considerados como quitosana (Lazaridou e
Biliaderis, 2002; Garcia et al., 2004; Lopez-Caballero et al., 2005). A quitosana € insolavel

em agua, mas pode ser solubilizada em solucbes acidas.

As aplicacgdes e caracteristicas do polimero dependem fundamentalmente do grau
de desacetilacdo e do tamanho da cadeia do polimero. A quitosana é um polieletrdlito linear
em pH &cido com boa capacidade de formacdo de filmes dentre outras aplicacbes (Shu et
al., 2001).

H H H d
CHOH | H NH cHom 1
7 . u% um(
OH 0 OH ’“JC\
]
H NH H |
H H N H
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Jco‘,H"memF o ::zimH Hepon H o b
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Figura 2.3. (a) Estrutura da quitosana, (b) estrutura da quitina
(Einbu e Varum, 2004)

Devido a sua ndo toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade (Coma et
al., 2002), a quitosana vem sendo considerada hd décadas como um composto de grande
interesse industrial (Shu et al., 2001). Dentre as diversas aplica¢cbes destacam-se,

biomateriais para medicina, membranas filtrantes para tratamento de efluentes, filmes e
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coberturas comestiveis, fibra dietética e medicamento contra hipertensdo devido a sua agéo
quelante com ions cloreto. Na industria farmacéutica, a quitosana tem sido estudada
ultimamente para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada (Yao et al., 1996;
Shu et al. 2001).

A quitosana tem sido associada a inibi¢do do crescimento de uma ampla variedade
de fungos, leveduras e bactérias. Segundo Bégin e Van Calsteren (1999), as cargas
positivas da quitosana reagem com as cargas negativas das macromoléculas na superficie
do microrganismo, provavelmente competindo por ions céalcio nos sitios eletronegativos,
impedindo assim uma estabilidade dimensional causando rompimento da membrana

celular.

O potencial de uso da quitosana como um agente antimicrobiano tem sido
demonstrado especialmente contra o crescimento de bactérias como a Listeria
monocytogenes, a qual é inaceitavel em alimentos devido a sua patogenicidade. Bégin e
Van Calsteren (1999) demonstraram através de analises de epifluorescéncia que a quitosana
apresentou atividade bactericida contra cepas de Listeria innocua e Listeria
monocytogenes.

Coma et al. (2002) observaram uma diminuicdo da atividade antimicrobiana da
quitosana em funcdo do tempo em queijos recobertos por um filme de quitosana,
provavelmente devido a ligacdo de todos os grupos aminicos da quitosana com oS
componentes da parede celular das bactérias. Segundo estes autores, seria interessante
conciliar a liberagdo controlada de um outro agente ativo com a matriz de quitosana para

que se obtenha uma maior eficiéncia antimicrobiana.

Filmes de quitosana preparados em solucfes diluidas de acido acético foram
capazes de inibir o crescimento de Rhodotorula rubra e Penicilium notatum pela aplicagéo

direta do filme em colonias dos microrganismos segundo constatado por Chen et al. (1996).

As condicOes de fabricacdo dos filmes incluindo pH do solvente, forga idnica, tipo
de solvente sdo parametros importante para o controle da porosidade e das propriedades
mecanicas dos filmes. Forca idnica e pH podem ser manipuladas de maneira a reduzir as
repulsdes eletrostaticas inter e intramoleculares entre as cadeias de quitosana, permitindo
assim a aproximacéo das mesmas, promovendo ligacdes inter e intramoleculares por pontes
de hidrogénio (Chen et al., 1996; Arvanitoyannis et al., 1998).
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2.1.7 Agentes plastificantes

Na ciéncia dos polimeros sintéticos, um plastificante é definido como uma
substancia que incorporada a um polimero é capaz de aumentar a processabilidade,
flexibilidade e extensibilidade do mesmo (Levine e Slade, 1992). O agente plastificante é
um componente essencial na formulagcdo de biofilmes. Com o aumento da concentracdo do
plastificante, a temperatura de transi¢do vitrea (Ty) do sistema diminui devido ao
abaixamento da massa molar média da mistura polimero/plastificante. Galietta et al. (1998)
observaram que o aumento da concentracdo de glicerol diminuiu a Tg em filmes de
proteina de soro de leite. Da mesma forma, Zactiti (2004) observou um abaixamento da T
de filmes de alginato de sodio de 29,7°C para 24,9°C sem e com a adic¢do de glicerol (0,6
g/g de alginato).

O agente plastificante deve ser miscivel com o biopolimero e é normalmente
adicionado em concentragdes que variam de 10 a 60 g/100g de massa seca dependendo da
rigidez do polimero. Os principais agentes plastificantes sdo polidis, mono, di ou
oligossacarideos, lipidios e seus derivados. Os mais usados em pesquisas sobre biofilmes de
polissacarideos sdo o glicerol e o sorbitol. O glicerol é uma molécula hidrofilica de baixa
massa molar que pode facilmente se encaixar entre as cadeias poliméricas e estabelecer
pontes de hidrogénio como o0s grupos reativos do polimero, tendo sido adicionado na
maioria das formulagdes de biofilmes de alginato (Irissin-Mangata et al., 2001).

A adicdo de plastificantes em biofilmes normalmente evita que os filmes fiquem
quebradicos. Sua adicdo, no entanto, promove modificagbes na estrutura das cadeias
poliméricas (lrissin-Mangata et al., 2001; Lazaridou et al., 2003). Plastificantes tendem a
aumentar a permeabilidade ao vapor de agua, gases e solutos e diminuir a coesao de filmes.
Parris et al. (1995) observaram que filmes de alginato e de caseinato de sddio plastificados
com glicerol eram mais fortes e mais elasticos que filmes plastificados com sorbitol.
Lazaridou et al. (2003) constataram que a adicdo de sorbitol afetou as propriedades

mecanicas de biofilmes de pululana.

A presenca de plastificante também aumenta a concentracdo de residuos polares
em hidrocoldides, aumentando assim a sua massa solubilizada em agua. Zactiti (2004) e
Gallieta et al. (1998) constataram um aumento na massa solubilizada em &gua com o
aumento da concentracdo de plastificante de filmes de alginato e de proteina de soro de

leite, respectivamente.
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2.2 Filmes compostos

Uma abordagem mais recente, na tecnologia de biofilmes, tem sido o
desenvolvimento de filmes compostos através do uso combinado de diversos
polissacarideos, proteinas e lipidios compativeis, com o intuito de melhorar sinergicamente

suas propriedades (Kayserilioglu et al., 2003).

A blenda de polimeros sintéticos € um dos métodos mais efetivos para a obtencdo
de novos materiais poliméricos desejaveis para as mais diversas aplicacbes. Biofilmes
compostos podem entdo ser desenvolvidos para que se aproveite as vantagens de cada um
dos componentes puros. No entanto, assim com em polimeros sintéticos, as propriedades
mecanicas e de barreira de biofilmes compostos dependem enormemente das caracteristicas

e compatibilidade dos biopolimeros envolvidos (Garcia et al., 2004).

Dependendo da origem dos biopolimeros e do controle dos pardmetros de
processo, tais como pH, fragdo de cada componente na composicao, temperatura e agitacéo,
as propriedades funcionais de filmes compostos podem ser modificadas (Kayserilioglu et
al., 2003).

Comparados aos biopolimeros puros, os complexos polieletroliticos (PEC)
formados a partir de polimeros de cargas opostas tém apresentado vantagens quando
aplicados como coberturas e sistemas de liberagéo controlada (Yan et al., 2001, Marudova
et al., 2004). Neste sentido, complexos polieletroliticos compostos de quitosana e outros
polimeros hidrofilicos tais como polivinilalcool, pectina e alginato resultam em matrizes
mais insolUveis em &gua e com liberacdo mais lenta de agentes ativos quando comparados

as matrizes de ambos 0s polimeros separadamente.

A mistura de pectina e quitosana, por exemplo, ird formar um PEC em valores de
pH entre 3 e 6, de forma que esta combinacdo tende a formar filmes menos solveis, mais
resistentes a pH e com maior barreira a liberacdo de componentes ativos do que os dois
polimeros separadamente (Hiorth et al., 2003; Macleod et al., 1999). Hiorth et al. (2003)
estudando a producdo de filmes de pectina e quitosana fabricados por atomizacdo da
solucdo do biopolimero, para sistemas de liberagdo controlada, observaram que 0s
biofilmes mais promissores foram formulados com pectinas citricas de baixo teor de
metoxilacdo ndo-amidadas em combinagdo com quitosanas com alto grau de desacetilacdo.

Ofori-Kwakye e Fell (2001) estudaram a permeabilidade de paracetamol em filmes
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compostos de pectina/quitosana e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Os autores
observaram uma menor permeabilidade da droga em pH proximo de 3, em que
supostamente ocorreria a maxima interacdo entre 0os grupos carboxilicos ionizados da
pectina (pK, = 3,6 - 4,1) e 0s grupamentos aminicos da quitosana (pK, = 6,3) resultando na
formacdo de um PEC insollvel. Macleod et al., (1999) relatam que o menor grau de
intumescimento da matriz de filmes de pectina e quitosana foi observado quando a razéo

entre pectina e quitosana era 2:1 em pH 5,0.

Yan et al. (2000) observaram que filmes de quitosana e alginato apresentaram
boas propriedades mecanicas, entretanto com alta permeabilidade ao vapor de agua. Os
autores atribuem este fato a alta massa molar da quitosana em relacdo a do alginato. Para
que a reacdo de coacervagdo seja efetuada, os grupos aminicos da quitosana devem estar
préximos aos grupos carboxilicos do alginato. No entanto, a acessibilidade dos grupos
reativos € determinada pelas mudangas na conformacdo das cadeias dos polimeros em
solugdo. Se a cadeia de quitosana for muitas vezes maior que as cadeias de alginato, o
processo de coacervagdo ndo ocorre por completo. Desta forma, um elevado nimero de
grupos polares ficam vulneraveis para interagir com a agua. Yan et al. (2001), em outro
trabalho, estudaram o efeito de quitosanas de diferentes massas molares nas caracteristicas
de filmes de alginato e quitosana. Os filmes preparados com quitosana de baixa massa
molar apresentaram baixa permeabilidade ao vapor de agua e baixa massa solubilizada em
agua. Os autores constataram que existe um limiar de massa molar que resulta neste efeito,
visto que os outros dois filmes (massa molar média e alta) apresentaram propriedades

inferiores e muito semelhantes entre si.

Estudando a formacdo de membranas de alginato e quitosana, seguida de
reticulagdo com glutaraldeido, para utilizacdo na desidratacdo de misturas etanol/agua,
Kanti et al. (2004) observaram que a mistura dos polimeros resultou na formacao
espontanea de membranas polidnicas complexas insoldveis. Através de complexagdo com
quitosana, a eficiente seletividade a permeacdo do alginato pode ser apropriadamente
utilizada, sem que haja intumescimento excessivo da membrana, resultando em melhores
caracteristicas de fluxo e fatores de separacdo, e melhores propriedades mecénicas e

térmicas.

Filmes compostos de quitosana e metilcelulose foram desenvolvidos e

caracterizados por Garcia et al. (2004). Considerando que ambos 0s polimeros tém cadeia
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linear, as interacdes intermoleculares devem ser facilitadas e reforgcadas devido a diferenca
de cargas das duas moléculas. Os filmes obtidos apresentaram boas propriedades de
barreira ao vapor de dgua e podem apresentar propriedades mecanicas e massa solubilizada
em &gua especificas através da manipula¢do da razdo entre os dois constituintes da matriz
polimérica (quitosana/metilcelulose). Em outro trabalho com estes mesmos biopolimeros,
Pinotti et al., (2007) relatam que os filmes compostos apresentaram propriedades (massa
solubilizada em &agua e propriedades mecénicas) com valores intermediarios entre os

valores obtidos para os filmes formados pelos componentes individuais.

Xu et al. (2005) observaram que os filmes compostos de amido e quitosana
apresentaram melhores propriedades mecénicas e menores permeabilidades ao vapor de
agua, em relagdo ao filme de amido, com o aumento da concentracdo de quitosana na

formulagéo do filme.

Mais recentemente, Chillo et al. (2008) utilizaram a ferramenta de planejamento
experimental para definir uma formulacdo otimizada de filmes compostos de amido de
mandioca e quitosana que apresentasse as melhores propriedades mecénicas e de barreira.
Garcia et al. (2009) avaliaram filmes compostos de metilcelulose e quitosana tratados
eletricamente e observaram que as misturas apresentaram propriedades mecénicas e
permeabilidade ao vapor de agua intermediarias em comparacdo aos dois componentes

puros.

2.3 Embalagens ativas

O conceito tradicional de que a embalagem deve preservar a qualidade do produto
por meio de uma minima interacdo com o produto esta sendo superado frente as varias
tecnologias que vém sendo desenvolvidas nas Ultimas décadas, as quais tém por principio
justamente uma interacdo embalagem/produto/meio ambiente, como forma de prolongar a
qualidade e a seguranca do alimento (Alvarez, 2000; Quintavalla e Vicini, 2002; Suppakul
et al., 2003). Embalagens com estas caracteristicas sdo conhecidas como “ativas”, pois
além de atuarem como uma barreira a agentes externos, apresentam alguma outra fungéo

desejavel.

O termo “embalagem ativa” foi definido pelo European FAIR-project CT 98-4170

como “Um tipo de embalagem que altera as condi¢des de armazenamento para prolongar a
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vida de prateleira, aumentar a seguranca ou melhorar as caracteristicas sensoriais do

alimento mantendo a sua qualidade” (Quintavalla e Vicini, 2002).

As embalagens ativas desempenham fungbes que procuram corrigir deficiéncias
presentes nas embalagens convencionais. As fungdes ativas podem incluir, por exemplo,
absorcdo de oxigénio, umidade ou etileno; emissdo de etanol e sabores; e atividade
antimicrobiana (Han, 2000; Quintavalla e Vicini, 2002). Por outro lado, as embalagens
“inteligentes” sdo sistemas que monitoram variagdes no ambiente, na embalagem ou no seu
contetido, e comunicam estas alteracdes, incluindo indicadores de temperatura, indicadores

de O,/CO; e de qualidade microbioldgica.

Os componentes ativos podem ser incorporados diretamente ao material de
embalagem, em rotulos/etiquetas, ou estar contidos em sachés (Debeaufort et al., 1998). A
incorporagédo direta de agentes ativos na matriz da embalagem pode ser feita tanto em
embalagens fabricadas com polimeros sintéticos como em filmes comestiveis e/ou
biodegradaveis. Esta técnica tem a vantagem de que o alimento mantém contato com o
composto ativo em toda a sua superficie e nio somente em uma érea restrita (Alvarez,
2000).

2.3.1 Filmes antimicrobianos

O crescimento microbiano na superficie de alimentos é a principal causa de
contaminagdo e deterioracdo de diversos produtos refrigerados como carnes, frutas e
hortalicas (Rico-Pefia e Torres, 1991; Weng e Chen, 1997; Padgett et al., 1998; Coma et

al., 2002), reduzindo a vida de prateleira e aumentando o risco de intoxicagdes alimentares.

Apesar dos diversos métodos de preservacdo de alimentos, ha uma tendéncia atual
dos consumidores pela busca de alimentos minimamente processados e com teores
minimos de aditivos. Neste sentido, a embalagem antimicrobiana ¢ uma forma promissora
de embalagem ativa, pois possibilita a utilizagdo de menores quantidades de conservantes,
comparada as quantidades necessarias quando sdo incorporados diretamente no interior do
alimento (Bégin e Van Calsteren, 1999), tendo como principio o fato de que na maioria dos
alimentos solidos e semi-sélidos o crescimento microbiano se d& na superficie (Ouattara et
al., 2000a; Coma et al., 2002; Choi et al. 2005).
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Alternativas a aplicagdo direta de antimicrobianos nas formulacfes de alimentos,
tais como borrifamento e imersdo em solucGes contento agentes ativos, tém sido aplicadas
como tentativas de aumentar a seguranga ou retardar o crescimento de microrganismos
(Coma et al., 2002). Essas técnicas, no entanto, apresentam beneficios limitados, pois
podem resultar em uma inativagdo parcial dos agentes ativos e na rapida difusdo dos
mesmos para o interior do alimento, reduzindo sua eficiéncia na superficie (Quintavalla e
Vicini, 2002). Consequentemente, o uso de filmes antimicrobianos pode ser mais eficiente
por manter altas concentragcbes do agente na superficie do produto com uma liberagdo
controlada do mesmo para o alimento (Baldwin et al., 1995; Cagri et al. 2002; Choi et al.,
2005).

Filmes e recobrimentos podem ser utilizados como veiculos para incorporar
aditivos alimentares, como antioxidantes e antimicrobianos, na superficie dos alimentos
(Kester e Fennema, 1986; Gennadios et al.,, 1997). Alguns biopolimeros também
apresentam atividade antimicrobiana inerente, como por exemplo, a quitosana (Coma et al.,
2002). Ouattara et al. (2000a, 2000b) prepararam filmes antimicrobianos pela inclusdo de
varios acidos organicos e Gleos essenciais em uma matriz de quitosana e investigaram a
inibicdo do crescimento de bactérias nativas (bactérias laticas e enterobactérias) e
inoculadas (Lactobacillus sakei e Serratia liquefaciens) na superficie de embutidos
embalados a vacuo. A liberacdo de acidos organicos (&cido acético e propibnico) foi
inicialmente rapida, quando o gradiente de concentragdo do ion entre o lado interno da
matriz polimérica e 0 ambiente externo era alto, diminuindo com a liberagdo progressiva do
acido. Embora os filmes em estudo ndo tenham apresentado efeito sobre as bactérias
lacticas, o crescimento de enterobactérias e Serratia liquefaciens foi retardado ou
completamente inibido por até 21 dias de armazenamento a 4°C. A maior inibigdo foi
observada em superficies com menor atividade de agua (salame tipo Bologna), nas quais a
liberagdo do acido foi mais lenta, e com filmes contendo cinamaldeido, devido a sua maior
atividade antimicrobiana sob estas condigdes. Em outro trabalho, Cagri et al. (2002)
avaliaram a inibicdo de Listeria monocytogenes, E. Coli O157:H7 e S. Typhimurium DT104
em fatias de salames tipo Bologna e Summer por filmes de proteina de soro de leite
contendo &cido sérbico e &cido p-aminobenzdico. Os filmes mantiveram sua atividade

antimicrobiana por 21 dias a 4°C.
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Amostras de queijo Emmental inoculadas com Listeria monocytogenes recobertas
com quitosana apresentaram 10 vezes menos unidades formadoras de colbnias do que as
amostras sem recobrimento ap6s 36h de incubacdo a 37°C. Além disso, ap6s 132 h de
incubagdo a 37°C ndo foram detectadas col6nias nos filmes recobertos com quitosana
(Coma et al., 2002).

Diversos autores utilizam o “Teste de Difusdo em Agar”, também chamado de
“Método do Halo” na determinagdo da efetividade antimicrobiana de filmes ativos. Este
método avalia a atividade antimicrobiana de um dado componente ativo frente a difusdo do
mesmo através do filme para o meio de cultura solidificado inoculado com o
microrganismo alvo (Cagri et al., 2001). A difusdo do agente antimicrobiano resulta na
formacdo de uma zona de inibicdo do crescimento microbiano (Pranoto et al., 2005; Li et
al., 2006; Pires et al., 2008).

Chen et al. (1996), constataram que filmes de metilcelulose e quitosana contendo
benzoato de sddio e/ou sorbato de potédssio mostraram-se significativamente efetivos na
inibicdo dos fungos Penicilium notatum e Rhodotorula rubra. Estudando a liberagdo destes
agentes ativos em agua, 0s autores obseravram que nos primeiros 30 minutos, a 25°C,
aproximadamente 40% do agente ativo tinha sido liberado do filme. A maxima quantidade
de agente liberada nesta temperatura, em relacdo a quantidade incorporada inicialmente nos
filmes, foi 60%. Os autores atribuem este comportamento a interacdo entre as cadeias de

quitosana e dos agentes ativos.

Trabalhos recentes utilizam natamicina, nisina e pediocina como agentes
antimicrobianos incorporados em filmes de celulose. Pires et al. (2008) estudaram o efeito
da natamicina na preservacgéo de queijo muzzarela. Em outro trabalho, Oliveira et al. (2007)
avaliaram a inibicdo de fungos em queijo gorgonzola pela utilizacdo de filmes contendo
natamicina, nisina e a mistura desses dois agentes antimicrobianos, constatando que a
natamicina foi eficiente na inibicdo de fungos, enquanto que a nisina agiu mais sobre as
bactérias. Santiago-Silva et al. (2009) testaram a incorporacdo de pediocina em filmes de
celulose e avaliaram a eficiéncia antimicrobiana dos mesmos na preservacdo de presunto
fatiado, constatando que os filmes contendo 50% (m/m) de pediocina foram efetivos na
inibicdo da Listeria. innocua. Todos estes trabalhos utilizaram o teste de difusdo em agar
para avaliar a atividade antimicrobiana in vitro contra alguns microrganismos de interesse.

No entanto, neste tipo de teste, a comparagdo entre os resultados tem carater mais
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qualitativo, uma vez que ndo existe uma metodologia padronizada em relacdo ao diametro
de amostra, diametro da placa, método de medida da zona de inibi¢do e carga inicial de

microrganismos.

Bertan (2008) estudou a incorporacdo de sorbato de potassio em filmes compostos
de glaten, gelatina e amido e avaliou o efeito inibitério dos mesmos frente a espécies
fungicas presentes em pdo de forma. Em outro trabalho, Silveira (2005) avaliou a
incorporacdo e eficiéncia de sorbato de potassio em filmes de celulose e sua aplicacdo em
massa de pastel, obtendo reducéo da contagem de microorganismos meséfilos aerébios em

2 ciclos logaritmicos apds 40 dias de aramazenamento.

De acordo com Han (2000), diversos fatores devem ser considerados para o
desenvolvimento de um sistema de embalagem antimicrobiana, entre eles, a
compatibilidade do agente antimicrobiano com o material do filme, caracteristicas do
agente antimicrobiano e do alimento, temperatura de armazenamento, coeficientes de

transferéncia de massa e propriedades fisicas do filme apds a incorporacdo do agente.

Quando agentes antimicrobianos sdo incorporados a matriz do biopolimero, as
propriedades fisicas, mecanicas e a processabilidade dos filmes podem ser alteradas (Bégin
e Van Calsteren, 1999). Cha et al. (2002) estudaram o efeito antimicrobiano de diferentes
tipos de agentes ativos em filmes de alginato de sodio e k-carragena e as propriedades
desses filmes com e sem o0s agentes. Os autores constaram que as propriedades mecénicas
dos filmes com agentes ativos foram inferiores as dos filmes sem os agentes. A mesma
concentracdo de agentes antimicrobianos foi mais efetiva na matriz de alginato do que na
de k-carragena. Por outro lado, Chen et al. (1996) ressaltam que em filmes de metilcelulose
e quitosana, a incorporagdo de benzoato de sodio ou sorbato de potassio ndo afetou as

propriedades mecénicas dos filmes.

Bégin e Van Calsteren (1999) estudaram a influéncia de diferentes acidos na
dissolucdo de quitosana para a producgéo de filmes antimicrobianos e constataram que 0s
acidos latico e citrico resultaram em filmes mais espessos, porém mais fracos, enquanto que
0s acidos férmico, cloridrico e acético resultaram em filmes fortes e quebradigos. Os
autores atribuem esse comportamento dos filmes ao volume do ion utilizado na interacdo
com a macromolécula, sendo que o ion acetato representaria um limite maximo de volume

molecular, acima do qual a resisténcia do filme decresce muito rapidamente.
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2.3.1.1 Substancias antimicrobianas

Os conservantes séo definidos pela legislagdo brasileira em vigor como
substancias que impedem ou retardam a alteracdo dos alimentos provocada por

microrganismos ou enzimas (Brasil, 1997).

A escolha de um conservante para uma aplicacdo especifica € baseada em fatores
como, mecanismo de inibigdo, natureza quimica (solubilidade, pH, reatividade, toxicidade),
cinética de migracdo e difusdo do agente no alimento, caracteristicas fisico-quimicas do
alimento, tipo e populagdo de microrganismos, fisiologia do microrganismo alvo, processo

de fabricagdo do material de embalagem e aspectos relacionados a legislacdo (Han, 2000).

As substancias quimicas antimicrobianas geralmente incorporadas a embalagens
sdo acidos organicos e seus sais, sulfitos, nitritos, antibi6ticos, alcoois e antimicéticos.
Além disso, outras substancias quimicas tém sido testadas como conservantes e
esterilizantes, destacando-se o acido propibnico, peroxidos, ozdnio, éxido cloridrico,
eugenol, lisozima, nisina e EDTA (Padgett et al., 1998; Han, 2000). O sorbato de potassio é
um conservante amplamente utilizado pela industria de alimentos (Tfouni e Toledo, 2001),
enquanto que a natamicina € utilizada no tratamento de superficies de queijos e embutidos
(Stark e Tan, 2003). As caracteristicas destes compostos serdo descritas detalhadamente nos
itens 2.3.1.1.1. e 2.3.1.1.2.

De modo geral, um filme antimicrobiano ideal deve ser efetivo em um amplo
espectro e a baixas concentragfes, ndo causar alteracdes nas caracteristicas sensoriais do
produto, ter um custo compativel e atender a legislacdo vigente. Os maiores desafios da
tecnologia tém sido a estabilidade térmica, a eficacia a baixas temperaturas e o atendimento
as exigéncias legais (Suppakul et al., 2003).

Dentre as diversas propriedades de um produto, o pH é o que provavelmente mais
influencia a atividade antimicrobiana do conservante (Han, 2000). Por exemplo, um
abaixamento do pH aumenta a disponibilidade das formas mais ativas de acidos minerais
fracos (nitrito, sulfito) e de 4acidos lipofilicos fracos (sdérbico, benzdico, propibnico),
potencializando a atividade antimicrobiana (Rico-Pefia e Torres, 1991; Tfouni e Toledo,
2001).
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2.3.1.1.1 Acido s6rbico ou sorbato de potéssio

O é&cido sodrbico, encontrado naturalmente em alguns frutos, € um acido graxo
insaturado de cadeia linear, com massa molar de 112,13 g/gmol e pKa 4,8. Pode ser
utilizado puro ou como sal de sodio, potassio ou célcio. No entanto sua utilizacdo na forma
pura na industria alimenticia € limitada devido a sua baixa solubilidade em agua. O sorbato
de potassio, cuja estrutura molecular esta mostrada na Figura 2.4, é amplamente utilizado
como conservante fungicida e bactericida, por nédo interferir no sabor e ser fisiologicamente
indcuo (Tfouni e Toledo, 2001). O sorbato de potassio € utilizado em muitos alimentos, tais
como queijos, vinho, iogurtes, carnes secas, massas e sucos, como forma de prolongar a

vida de prateleira dos mesmos.

Uma vez que as moléculas ndo dissociadas sdo as responsaveis pela atividade
antimicrobiana, esta sera maior a baixos pH. Para o &cido sdrbico, a maior eficiéncia é
observada em pH menor que 6. O limite maximo de sorbato de potéssio permitido pela
legislagdo brasileira vigente para queijos é de 1000 mg/kg (Brasil, 1996).

O
WO‘N&“

Figura 2.4: Estrutura quimica do sorbato de potassio

2.3.1.1.2 Natamicina

A natamicina, também conhecida como pimaricina, € um antifingico macrolideo
poliénico com formula Cs3H47NO;3 e massa molar 665,75 g/gmol (Figura 2.5). Compostos
poliénicos sdo assim chamados devido ao numero de ligacbes duplas conjugadas que
constituem sua estrutura ciclica, enquanto que macrolideos sdo compostos que se
caracterizam pela presenca de um anel lactdmico. A natamicina é produzida em escala
industrial pela espécie Streptomyces natalensis por meio de fermentagdo submersa (Stark e
Tan, 2003).

A atividade antifingica da natamicina depende da sua ligagdo com o esterol da

membrana do fungo, principalmente o ergosterol, ocasionando o rompimento da mesma. As
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bactérias ndo sdo afetadas pela natamicina, pois suas membranas sdo desprovidas de

esterqis.

Figura 2.5: Estrutura quimica da natamicina

A natamicina apresenta baixa solubilidade (aproximadamente 50 pug/mL) em agua
devido a sua natureza anfifilica. No entanto este antiflngico é eficaz em concentragdes
muito baixas contra uma grande variedade de bolores e leveduras. A maioria dos fungos
apresenta uma concentracdo minima de inibicdo (MIC) menor que 10 ppm (Pedersen,
1992).

A natamicina foi descoberta ha cerca de 50 anos e vem sendo utilizada por mais de
30 anos na prevencdo de crescimento de fungos em alimentos como forma de prolongar a
vida de prateleira. Devido a sua baixa solubilidade é apropriada para aplicacdo na superficie
de alimentos, sendo utilizada no tratamento de superficies de queijos e embutidos. Como a
natamicina ndo tem ag&o contra bactérias, o processo de maturacdo natural destes alimentos

ndo é afetado negativamente.

A natamicina é estavel a temperatura ambiente. A estabilidade quimica da
natamicina, no entanto, pode ser afetada por temperaturas elevadas, pH (pouco afetada na
faixa de pH entre 5 e 7), exposicdo a luz solar e radiacdo UV, agentes oxidantes e metais
pesados (Pedersen, 1992).

O uso da natamicina é permitido pela Legislacdo Brasileira e do MERCOSUL,
sendo este composto considerado como um aditivo GRAS (Generally Recognized as Safe)
nos EUA e reconhecido com um preservativo natural (E235) pela Unido Européia (Koonst
e Marcy, 2003; Gallo et al., 2006). O limite maximo de natamicina no produto acabado

permitido pela Legislacdo Brasiliera é de 1 mg/dm?, devendo estar ausente a 2 mm de
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profundidade em queijos (Brasil, 1996) e de 1 mg/dm’ e ausente a 5mm de profundidade
em produtos carneos embutidos (Brasil, 2001).

2.4 Transporte de substéncias ativas em filmes poliméricos

Quando o filme entra em contato com o alimento, forma-se um sistema de duas
fases. A taxa de fornecimento do principio ativo do filme para o alimento passa a ser um
processo de dissolucdo-difusdo. Quando um soluto se move por difusdo através de sistemas
poliméricos, a forca motriz para a transferéncia de massa é a diferenca de potencial
quimico. Conseqgilientemente, a difusividade e a solubilidade de equilibrio do soluto no
sistema filme/alimento sdo as duas principais interacdes que governam a taxa de transporte
ou liberacdo e podem ser aplicadas para estimar o fluxo de uma substancia ativa do filme
para a superficie do alimento (Han, 2000).

Uma relagdo simples de solubilidades pode ser utilizada, caracterizada pelo
coeficiente de particdo (K), assumido como constante, isto €, independente da concentragdo
do soluto. O coeficiente de particdo estabelece a relacdo de afinidade da substancia ativa
pelo filme e pelo alimento (Equagdo 2.1), sendo introduzido em modelos difusionais de
transferéncia de massa para expressar a distribuicdo de concentragdo do soluto na interface

entre o filme e o alimento (Han, 2000).

C=Kc (2.1)

onde C ¢ a concentracdo do soluto ativo na fase filme, ¢ é a concentracdo do soluto no

alimento.

Alguns autores definiram o produto DK (permeabilidade) como sendo o
coeficiente de difusdo efetiva (De) (Axelsson e Persson, 1988; Zhang e Franco, 1999).
Existem muitos trabalhos sobre determinacdo de D. em géis e polimeros, focando
principalmente a sua dependéncia com a concentra¢do de polimero. Entretanto, a literatura

é confusa, tornando dificil identificar se D, ou D estd sendo determinado.
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2.4.1 Liberacédo controlada de agentes antimicrobianos

A tecnologia de liberagdo controlada tem suas raizes na industria farmacéutica e
vem sendo investigada e utilizada em outras areas, tais como de fertilizantes e alimentos
(Pothakamury e Barbosa-Canovas, 1995). Devido ao crescente interesse pelos filmes
antimicrobianos nos Gltimos anos, os sistemas de liberacdo controlada vém sendo
abordados e aplicados por muitos pesquisadores na area de alimentos (Ouattara et al.,
2000b; Teerakarn et al., 2002; Ozdemir e Floros, 2003; Buonocore et al., 2003; Sebti et al.,
2004; Choi et al., 2005; Wang et al., 2007; Gugcbilmez et al., 2007; Mastromatteo et al.,
2009; Gemili et al., 2009). O objetivo dos sistemas de liberacdo controlada para aplicagdes
em embalagens alimenticias é a transferéncia do agente antimicrobiano da matriz
polimérica para o alimento de maneira a manter uma concentracdo preé-determinada do
composto ativo na superficie do alimento por um determinado tempo (Buonocore et al.,
2003).

A difusividade depende do tamanho, forma e polaridade da molécula permeante,
bem como das interacBes entre as cadeias do polimero, tais como pontes-de-hidrogénio e
interacbes de Van-der-Waals, grau de reticulagdo e grau de cristalinidade. Filmes
fabricados com biopolimeros tém uma estrutura matricial suscetivel a variacbes das
condicbes ambientais e, portanto sua funcionalidade e caracterizacdo como embalagem

devem ser previamente estabelecidas (Han, 2000).

Uma alta taxa inicial de liberacdo do antimicrobiano poderia inibir o crescimento
celular nos estagios iniciais de armazenamento do produto. No entanto, esta caracteristica
também acarretaria em uma alta concentracdo do conservante na superficie do produto e
consequentemente aumentaria a taxa de difusdo da superficie para o interior do alimento
devido ao aumento do gradiente de concentracdo, podendo ent&o reduzir a eficiéncia
antimicrobiana do filme ativo em longos periodos de armazenamento (Chen et al.,1996).

2.4.2 Modelagem matematica

O beneficio préatico de uma modelagem matematica dos sistemas de liberagdo
controlada de agentes antimicrobianos consiste na possibilidade de se simular os efeitos dos
pardmetros experimentais na performance do sistema filme/alimento (Buonocore et al.,
2003). Assim é possivel explicar e estimar a cinética de liberacdo, a fim de se determinar os
periodos de armazenamento capazes de manter a concentragdo do agente antimicrobiano

28



Capitulo 2: Reviséo Bibliografica
acima do valor critico para inibicdo do desenvolvimento microbiano, de forma que a vida

de prateleira do produto possa ser estimada (Han, 2000).

A liberagéo do agente antimicrobiano uniformemente dissolvido no interior de um

filme, em sistemas difusivos, pode ser descrita pala 2° Lei de Fick, segundo a Equacéo 2.2.

2
% = DE (2.2)
ot oz°

onde C é a concentracdo de agente antimicrobiano, D é a difusividade, z é a coordenada

espacial na direcdo do transporte e t o tempo.

A metodologia para a integracdo dessa equacdo diferencial estd bem estabelecida,
caso se assuma que a difusividade e a espessura do filme permanecam constantes (Crank,
1975).

A condigdo de concentracdo na face em contato com o alimento é funcdo das
caracteristicas do alimento. Alimentos com alta atividade de &gua tendem a ter uma
difusividade dos solutos da ordem de 10®° cm?/s. Como a difusividade dos solutos no filme
é cerca de duas ordens de grandeza menor, Han (2000) simplificou a situacdo assumindo
que o alimento funciona como um sorvedouro, mantendo uma concentragdo muito baixa na

superficie do filme (z=06;C=0). Essa simplificacdo torna desnecessario o uso do

coeficiente de particéo.

A integracéo da Equacdo 2.2 conduz ao perfil de concentracdo dentro do filme, e a
integracdo deste perfil fornece a concentracdo residual média no filme. Um balanco de
massa permite calcular a massa total de soluto liberada (M), no intervalo de tempo de O a t
através da Equacéo 2.3.

0 _ 2_2
ﬂzl_%z 8 exp (2n+12 n°Dt 2.3)
Moo T n:0(2n+l) )

onde M., é a massa de soluto que seria liberada em um tempo infinito e & é a espessura do

filme.
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Uma maneira comum de investigar o0 mecanismo envolvido no processo de difusdao
em uma placa plana é o ajuste dos estdgios iniciais da curva de liberacdo, ou seja, quando

M¢/M., < 0,6, pelo Modelo da Lei da Poténcia (Equacgéo 2.4) (Crank, 1975).

M,

—=kt" 2.4
M 2.4)

onde k € a constante que caracteriza a matriz da macromolécula e n é coeficiente difusional

que caracteriza 0 mecanismo de liberagé&o.

Um valor de n igual a 1 indica um mecanismo de transporte no qual a taxa de
liberacédo é diretamente proporcional ao tempo (Caso I1). Para valores de n entre 0,5e 1,0, a
difusdo é conhecida como ndo-Fickiana ou difusdo anémala. Um valor de n igual a 0,5,
indica que a difusdo segue o modelo Fickiano e que a taxa de liberacdo depende de t°°
(Caso 1). Neste caso o coeficiente de difusdo pode ser calculado pela Equacdo (2.5), ou
seja, pelo ajuste linear da curva de My/M., versus t>°, para M/M., < 0,6 (Ozdemir e Floros,

2003). Esta solugdo é conhecida com solucdo de tempos curtos ou modelo de sélido semi-
infinito.

bt

. (2.5)

M
—t =1
Moo 8 T

Nas Equagdes 2.3 e 2.5, Mi/M., relaciona a variagdo da concentracdo média do
soluto no filme com o tempo, desconsiderando o efeito da fase do alimento. Um modelo
mais completo, considerando a difusdo transiente bicompartimentalizida (no alimento, A, e
no filme, F) poderia fornecer a concentracdo na interface. O perfil de concentragdo no filme
e no alimento sdo relacionados pela razéo das difusividades [(D¢/Da)"], bem como pelas
difusividades em cada camada (D e Da). Consequentemente a difusividade em uma
camada afeta o perfil de difusédo na outra camada, sendo que neste caso o coeficiente de
particdo (Equacdao 2.1) deve ser considerado (Han, 2000).

30



Capitulo 2: Reviséo Bibliografica

Buonocore et al. (2003) desenvolveram um modelo matematico capaz de
descrever a cinética de liberacdo de compostos ativos em matriz com alto grau de
intumescimento, levando em consideracdo os fendmenos envolvidos nessas matrizes, ou
seja, difusdo da &gua, relaxamento da matriz e difusdo do agente antimicrobiano através da
matriz polimérica. O modelo apresentou resultados satisfatorios para filmes de
polivinilalcool reticulados com glioxal, contendo lisozima, nisina e benzoato de sddio como
agentes antimicrobianos. Os coeficientes de difusdo e particdo dos agentes aumentaram
com a diminuigdo do grau de crosslinking em todos os casos e também aumentaram com a

diminuicdo da massa molar do agente antimicrobiano.

Um outro modelo matematico, utilizado para descrever a cinética de liberacdo de
substancias ativas incorporadas em matrizes de colageno, foi desenvolvido e aplicado por
Singh et al. (1995a). Neste caso, 0s autores consideram que o mecanismo de transporte é
governado por difusdo associada a interacoes eletrostaticas entre as cadeias do polimero e a
substancia ativa. A aplicacdo deste modelo torna necessério o levantamento de isotermas de

adsorcdo do ativo na matriz polimérica.

2.4.3 Determinacéao dos coeficientes de difusao

Em filmes antimicrobianos, assim como em muitas aplicagfes farmacéuticas, a
determinagdo do coeficiente de difusdo das substancias antimicrobianas ou drogas nas
matrizes poliméricas é necessaria para se estimar a liberagdo controlada dessas substancias
(Johansson e Lofroth, 1991).

A determinagdo experimental dos coeficientes de difusdo de solutos em geis e
matrizes poliméricas pode ser realizada com base em métodos de regime transiente e

métodos de regime permanente (ex. célula de diafragma) (Axelson e Persson, 1988).

Os métodos de regime transiente, conhecidos como ensaios de liberagdo ou
migracdo, medem o fluxo do soluto que difunde para dentro ou para fora da matriz, em
contato com uma solucdo bem agitada. O filme é imerso em agua (ou outro solvente) e a
variacdo de concentracdo do agente antimicrobiano é monitorada periodicamente para se
calcular a fracdo de massa liberada (M¢/M.) com o tempo (Han, 2000). Os pontos

experimentais obtidos sdo ajustados pela Equagéo 2.3.
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A maioria dos autores tambeém utiliza a solu¢éo para tempos curtos (Equacao 2.5)
para o ajuste dos pontos experimentais (Teerakarn et al., 2002). S&o determina¢Ges muito

rapidas, mas a difusividade avaliada pode estar sendo afetada pela difusdo da agua para o

interior do filme, que ocorre nos primeiros minutos de contato.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo apresentados os materiais empregados bem como os métodos
e procedimentos experimentais do trabalho. Primeiramente foram descritos os métodos
utilizados no desenvolvimento dos filmes de alginato e dos filmes compostos de alginato e
quitosana. Dois planejamentos experimentais foram delineados com o intuito de obter
formulagbes otimizadas do filme simples de alginato e do filme composto de alginato e
quitosana. Também foram descritos os métodos de caracterizacdo dos filmes e os métodos
de determinacéo dos coeficientes de difusdo da natamicina e da atividade antimicrobiana
dos filmes ativos.

3.1 Matérias-primas utilizadas no desenvolvimento dos filmes

Para a elaboracdo dos filmes simples e compostos foram utilizados alginato de
sodio de média viscosidade, obtido da alga Macrocystis pyrifera (Sigma-Aldrich Inc.,
EUA), com uma proporc¢do de blocos M:G de aproximadamente 58:42 (Martinsen et al.,
1991) e massa molar de 1,3x10° g/gmol (Apéndice A); e quitosana (GD>90%) (Polymar
Ind. e Comércio Ltda, Brasil) que apresentou grau de desacetilacdo de 96,7% e massa
molar média de 3,7x10° g/gmol (Apéndice A). Cloreto de calcio dihidratado (Merck,
Alemanha) foi utilizado como agente reticulante e glicerol P.A. (Synth, Brasil) como
agente plastificante. Como solventes foram utilizados &gua destilada e solu¢do aquosa de
4cido acético glacial (Synth, Brasil). Natamicina (Natamax®) (=54%) gentilmente cedida
pela Danisco (Dinamarca) e sorbato de potassio adquirido da Sigma-Aldrich (EUA) foram
utilizados como agentes antimicrobianos para a confec¢do dos filmes ativos. Natamicina
padrédo (min. 95%) (Sigma-Aldrich Inc., EUA) foi utilizada na construcdo da curva de
calibragéo da natamicina (Apéndice A).
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3.2 Processo de elaboracéo dos filmes de alginato puro

Os filmes obtidos na presente pesquisa foram obtidos segundo a técnica de
casting, que consiste na preparacdo da solucdo filmogénica e aplicacdo da mesma em um
suporte/molde com posterior evaporacdo do solvente. A metodologia de preparacdo
proposta envolve dois estagios de reticulacdo. A espessura dos filmes foi controlada através
do peso de solugéo filmogénica vertida no suporte.

Inicialmente, devido ao alto poder gelificante do Ca*?, foi necessario produzir um
filme de baixo grau de reticulagdo, sendo que a solucdo filmogénica contém alginato de
sodio, plastificante e CaCl,. Essa etapa inicial foi denominada 1° estagio. Primeiramente,
adicionou-se o glicerol (0,6 g glicerol/g alginato) em agua destilada (400 mL) a temperatura
ambiente sob agitacdo mecénica (hélice tipo pa dentada) constante (1000 rpm) (Fisatom,
modelo 713, Brasil) durante 3 minutos antes de adicionar o alginato (1,5% m/m). A mistura
era entdo mantida sob agitacdo mecanica durante 1 h, até a completa dissolu¢do. Mantendo-
se a agitacdo, a temperatura do sistema era elevada e mantida a 77°C através de uma manta
aquecedora (Fisatom, modelo 67, Brasil). Em seguida, 30 mL de uma solucdo diluida de
cloreto de célcio dihidratado, cuja concentragdo foi definida através de planejamento
experimental (Item 3.4.1), era adicionada pela parede do béquer (para evitar gelificacdo
localizada) a uma vazédo controlada (1 mL/min) através de bomba peristaltica (Masterflex
C/L, modelo 77120-70, USA). Aliquotas da solucdo filmogénica (50g) eram entdo
transferidas para placas de polipropileno (d = 14cm) e estas levadas a estufa com circulagéo
forgada de ar (Nova Etica, 420D, Brasil) a 40°C por 20h. Apos a secagem, os filmes eram
removidos do suporte e armazenados por 24h a 25°C em dessecador contendo solucéo

saturada de nitrato de magnésio (Ecibra, Brasil) para manter a umidade relativa em 52%.

Esse filme é sollvel em &gua e deve sofrer uma reticulagdo complementar (2°
estagio). Essa metodologia consistiu na imersdo total dos filmes em 50 mL de solucdo de
cloreto de célcio dihidratado contendo glicerol (5% v/v) por um determinado tempo. Apds
este tempo, os filmes eram retirados e rapidamente lavados através da imersdo em 50 mL
de 4gua destilada contendo a mesma concentragdo de glicerol da solucéo reticuladora por 2
minutos. Os filmes eram entdo depositados sobre um suporte (uma placa de polipropileno
invertida), com as bordas fixadas por argolas de teflon para evitar o enrugamento (Figura
3.1a), por 12h a temperatura ambiente em um tunel de madeira com o ar movimentado por

um exaustor (Figura 3.1 b e ¢). Se a umidade relativa do ar da sala estivesse muito baixa
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(abaixo de 50%), um vaporizador (Dexel, modelo 900D, Brasil) era ligado na entrada do
tinel para manter a umidade relativa do ar em aproximadamente 60%. Os filmes foram
retirados e armazenados em dessecador a temperatura ambiente e umidade relativa de 52%

durante 3 dias, para uma equilibracdo antes da realizacdo dos ensaios de caracterizagao.

Figura 3.1: Sistema de secagem dos filmes durante o segundo estégio: (a) disposi¢do dos
filmes nas placas, (b) secador/umidificador com exaustor, (c) vista interna do secador

Um esquema geral da seqliéncia de etapas para a obtencdo dos filmes de alginato
puro pode ser visualizada no fluxograma da Figura 3.2.

Agua destilada Glicerol
(400 mL) (0,6 g/g de alginato)
Alginato de sédio = DISSOLUGCAO
(1,5% p/p) 1000 rpm, T ambiente, 1h

{

Solugao PRE-RETICULAGAO
reticuladora (1° estagio)
(30 mL) 1000 rpm, 77°C

2|

SECAGEM
50g de solugdo em molde
(d=14cm), 40°C, 20h

{

[ FILME SOLUVEL ]

{

RETICULAGAO
(2° estagio)

s

LAVAGEM

s

SECAGEM FINAL
Secador, T ambiente, 12 h

FILME DE ALGINATO COM
BAIXA SOLUBILIDADE

Figura 3.2: Fluxograma geral de obtencao dos filmes de alginato puro

&
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As concentragdes das solugdes reticuladoras do primeiro e do segundo estagio,
bem como o tempo de imersdo dos filmes no segundo estagio foram definidas através de

um planejamento experimental (Item 3.4.1).

3.3 Processo de elaboracéo dos filmes compostos de alginato e quitosana

Foram realizados diversos ensaios preliminares com o intuito de obter filmes
homogéneos compostos de alginato e quitosana. A metodologia desenvolvida envolve as
etapas descritas a seguir.

3.3.1 Preparo das solugdes filmogénicas dos biopolimeros

3.3.1.1 Solugdo de alginato de sodio (1,5% m/m) - (Solucéo Al)

A solucdo foi preparada misturando-se o glicerol (0,69 glicerol/g alginato) em
agua destilada a temperatura ambiente sob agitacdo mecénica constante (1000 rpm)
(Fisatom, modelo 713, Brasil) durante 3 minutos antes da adigdo do alginato (1,5% m/m).
A mistura foi mantida sob agitacdo mecéanica durante 1 h, até a completa dissolucdo.
Mantendo-se a agitagdo, a temperatura do sistema foi entdo elevada e mantida a 77°C
através de uma manta aquecedora (Fisatom, modelo 67, Brasil). Em seguida uma solugdo
diluida de cloreto de célcio foi adicionada, fazendo-a escorrer pela parede do béquer, a uma
vazdo controlada (1 mL/min) através de bomba peristéaltica (Masterflex C/L, modelo
77120-70, EUA).

3.3.1.2 Solugéo de quitosana (1,5% m/m) - (Solucéo B1)

A solucéo foi preparada adicionando-se o glicerol (0,6g glicerol/g quitosana) em
solucdo aquosa de &cido acético (1% v/v) a temperatura ambiente sob agitacdo mecénica
constante (1000 rpm) (Fisatom, modelo 713, Brasil) durante 3 minutos antes da adi¢do da
quitosana (1,5% m/m). A solucdo foi mantida sob agitacdo mecénica constante durante 1 h,

até completa dissolucdo do material e entdo filtrada a vacuo para a remocao de impurezas.
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3.3.2 Mistura das solucdes de biopolimeros

Proporgdes variadas das Solugbes Al e Bl forma adicionadas conforme o
esquema ilustrado na Figura 3.3. Toda a Solugdo Al, na quantidade adequada, foi colocada
em béquer de 400 mL e mantida na manta aquecedora (Fisatom, modelo 67, Brasil) sob
agitacdo constante de aproximadamente 14.000 rpm (Ultra Turrax T18 basic, IKA,
Alemanha) e temperatura de 77°C. A Solucdo B1 foi entdo adicionada a uma vazéo
controlada (1 mL/min) utilizando-se uma bomba peristaltica (Masterflex C/L, modelo
77120-70, USA) pelo fundo do béquer com a alimentacdo da solu¢do bem proxima a haste
do homogeneizador. Quando toda a Solucéo B1 foi adicionada, o sistema foi mantido sob o
mesmo nivel de agitacdo por mais 10 minutos para completar a homogeneizagdo e entdo
colocado em um banho de ultrasom (Thornton, modelo T14, Brasil) por outros 10 minutos
para a retirada de bolhas de ar. Aliquotas da solucdo resultante foram entdo vertidas nos
suportes (50g) e estes forma levados & estufa com circulagio forcada de ar (Nova Etica,
420D, Brazil) a 40°C por 20h. Apds a secagem, os filmes forma removidos do suporte e
armazenados por 24h a 25°C em dessecador contendo solugdo saturada de nitrato de

magnésio para manter a umidade relativa em 52%.

=) |

Solugao B1 Bomba Solugdo A1
peristaltica

Figura 3.3: Sistema experimental para preparacdo da solucdo formadora de filmes de
alginato e quitosana

Os efeitos da concentracdo de CaCl,.2H,0 na solugdo de alginato (Al) e da
concentracdo de quitosana em relagdo a massa total de biopolimero na mistura foram

avaliados por um planejamento experimental (Item 3.4.2).
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3.3.3 Tratamento dos filmes compostos de alginato e quitosana (2°estagio)

Os filmes compostos de alginato e quitosana foram submetidos a tratamento
posterior com solugdo aquosa de cloreto de calcio diidratado (5% p/v) e glicerol (5%v/v)
(solugéo reticuladora). Os mesmos foram totalmente imersos em 50 mL da solugdo de
tratamento por 30 minutos. Apos este tempo, os filmes foram retirados e imersos em 50 mL
de 4gua destilada contendo a mesma concentragdo de glicerol da solucéo reticuladora por 2
minutos. Os filmes foram entdo depositados sobre um suporte (uma placa de polipropileno
invertida), com as bordas apoiadas por argolas de teflon para evitar o enrrugamento, por
12h a temperatura ambiente em um tdnel dotado de um exaustor. Se a umidade relativa do
ar da sala estivesse muito baixa (abaixo de 50%) um vaporizador (Dexel, modelo 900D,
Brasil) era ligado na entrada do tunel para manter a umidade relativa do ar em torno de
60%. Os filmes foram retirados e armazenados em dessecador a temperatura ambiente e
umidade relativa de 52% durante 3 dias, para uma equilibracdo antes da realizagédo dos

ensalios de caracterizacao.

3.3.4 Filme de quitosana

Filmes simples de quitosana foram confeccionados com as mesmas concentragoes
de biopolimero e glicerol, e as mesmas condicGes de preparo e secagem utilizadas nos
filmes simples de alginato, porém sem a realizagdo das etapas de reticulagdo com ions
calcio (1° e 2° estagio). Estes filmes foram submetidos a espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) e determinacdo da temperatura de transi¢do vitrea por

analise dinamica-mecanica (DMA) e para a avaliacdo do seu efeito antimicrobiano.

3.4 Determinacéo das formulacdes otimizadas atraves de planejamentos fatoriais

3.4.1 Filmes de alginato

Esta etapa teve como objetivo otimizar as condi¢es do processo de fabricagdo dos
filmes de alginato puro buscando a obtencdo de filmes com baixa massa solubilizada em
agua, baixa permeabilidade ao vapor de agua (PVA), baixo grau de intumescimento e
propriedades mecénicas adequadas. De acordo com resultados encontrados em ensaios

preliminares, decidiu-se estudar as seguintes variaveis no processo de fabricacdo dos filmes
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de alginato puro: concentracdo de CaCl, (1° estagio), concentragdo de CaCl, (2° estagio) e
tempo de imersdo (2° estagio). Os efeitos das variaveis sobre as propriedades do filmes
foram estudados através da Metodologia de Superficie de Resposta (RSM), utilizando-se
um Planejamento Fatorial Completo 2° com trés repeticBes no ponto central e 6 pontos
axiais, totalizando 17 ensaios. O nimero de pontos axiais corresponde a 2 x n, onde “n” é o
nimero de variaveis independentes. A distancia dos pontos axiais, o, foi determinada

através da Equacdo 3.1 (Khuri e Cornell, 1987).

o=(2" )% (3.1)
Os niveis codificados das variaveis foram determinados através da Equacéo 3.2.

i =)

Xi =
AX;

(3.2)

onde: x; € o valor codificado da varidvel independente i; X; é o valor real da variavel
independente i; X;” é o valor real no ponto central e AX; é a diferenca entre o valor no ponto

central e o valor a ser codificado.

Os niveis e as variaveis independentes utilizados no Planejamento Fatorial
Completo 2° com pontos axiais estdo apresentados na Tabela 3.1. A matriz de experimentos
deste planejamento com os valores dos niveis reais e codificados das variaveis estudadas

esta apresentada na Tabela 3.2.

As respostas determinadas (variaveis dependentes) foram a massa solubilizada em
agua, a permeabilidade ao vapor de agua, o grau de intumescimento e as propriedades
mecénicas (tensdo e alongamento na ruptura), cujos métodos de determinacdo estdo

descritos nos Itens 3.5.3 a 3.5.6.
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Tabela 3.1: Varidveis e niveis utilizados no Planejamento Fatorial Completo 2 com pontos
axiais para os filmes de alginato puro

. Nivel
Variavel

-1,68 -1 0 +1 + 1,68

Concentracdo de CaCl, (1° estagio)
X1 ) 0,01 0,02 0,04 0,06 0,07
(g CaCl,.2H,0/qg alginato)

Concentracdo de CaCl, (2° estagio)
(g CaCl,.2H,0/100 mL solugdo)
Tempo de imersao (2° estagio)

X3 ) 1 13 30,5 48 60
(minutos)

3,0 4,5 6,0 7

Tabela 3.2: Matriz de experimentos do Planejamento Fatorial Completo 2° com pontos
axiais para os filmes de alginato puro

Ensaio X1 X2 X3
1 0,02 (-1) 3,0 (-1) 13 (-1)
2 0,06 (+1) 3,0 (-1) 13 (-1)
3 0,02 (-1) 6,0 (+1) 13 (-1)
4 0,06 (+1) 6,0 (+1) 13 (-1)
5 0,02 (-1) 3,0 (-1) 48 (+1)
6 0,06 (+1) 3,0 (-1) 48 (+1)
7 0,02 (-1) 6,0 (+1) 48 (+1)
8 0,06 (+1) 6,0 (+1) 48 (+1)
9 0,01 (-1,68) 4,5 (0) 30,5 (0)
10 0,07 (+1,68) 4,5 (0) 30,5 (0)
11 0,04 (0) 2,0 (-1,68) 30,5 (0)
12 0,04 (0) 7,0 (+1,68) 30,5 (0)
13 0,04 (0) 4,5 (0) 1,0 (-1,68)
14 0,04 (0) 4,5 (0) 60 (+1,68)
15 0,04 (0) 4,5 (0) 30,5 (0)
16 0,04 (0) 4,5 (0) 30,5 (0)
17 0,04 (0) 4,5 (0) 30,5 (0)

x;= concentragdo de CaCl, (1° estégio) (g CaCl,.2H,0/g alginato), x, = concentracdo de CaCl, (2° estagio) (g
CaCl,.2H,0/100 mL solucéo), xs = tempo de imersao (2° estagio) (minutos)
Valores entre parénteses s@o os niveis codificados das variaveis
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3.4.2 Filmes compostos de alginato e quitosana

Apobs a otimizacdo da formulacdo do filme de alginato puro, fez-se um segundo
planejamento experimental para avaliar o efeito das varidveis fragdo méssica de quitosana e
concentracdo de CaCl, (1° estagio) nas propriedades dos filmes compostos de alginato e
quitosana. Realizou-se um Planejamento Fatorial Completo 22 com trés repeticdes no ponto

central e 4 pontos axiais, totalizando 11 ensaios.

Os niveis e as variaveis independentes utilizados no Planejamento Fatorial
Completo 2% com pontos axiais estdo apresentados na Tabela 3.3. A matriz de experimentos
deste planejamento com os valores dos niveis reais e codificados das variaveis estudadas

esta apresentada na Tabela 3.4.

Tabela 3.3: Varidveis e niveis utilizados no Planejamento Fatorial Completo 2% com pontos
axiais para os filmes de alginato e quitosana

. Nivel
Variavel

-1,41 -1 0 +1 +1,41

Concentracdo de CaCl, (1° estagio)
X1 ) 0,01 0,02 0,04 0,06 0,07
(g CaCl,.2H,0/g alginato)

Fracdo massica de quitosana
X2 _ ) ) 0 0,051 0,175 0,299 0,350
(g quitosana/g biopolimero)

As respostas determinadas (variaveis dependentes) foram a massa solubilizada em
agua, a permeabilidade ao vapor de agua, o grau de intumescimento e as propriedades
mecénicas (tensdo e alongamento na ruptura), cujos métodos de determinacdo estdo

descritos nos Itens 3.5.3 a 3.5.6.

Nos dois planejamentos experimentais realizados, a analise estatistica foi realizada
utilizando-se o Software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., EUA). Este programa possibilitou a
avaliacdo do ajuste dos dados experimentais aos modelos matematicos obtidos, bem como a
obtencéo das superficies de resposta em funcdo das variaveis estudadas.
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Tabela 3.4: Matriz de experimentos do Planejamento Fatorial Completo 2% com pontos
axiais para os filmes de alginato e quitosana

Ensaio X1 X2

1 0,02 (-1) 0,051 (-1)
2 0,02 (-1) 0,299 (+1)
3 0,06 (+1) 0,051 (-1)
4 0,06 (+1) 0,299 (+1)
5 0,01 (-1,41) 0,175 (0)
6 0,07 (+1,41) 0,175(0)
7 0,04 (0) 0 (-1,41)
8 0,04 (0) 0,350 (+1,41)
9 0,04 (0) 0,175 (0)
10 0,04 (0) 0,175 (0)
11 0,04 (0) 0,175 (0)

x;= Concentracdo de CaCl, (1° estagio) (g CaCl,.2H,0/ g alginato), x, = fragdo massica de quitosana
(g quitosana/g biopolimero)
Valores entre parénteses s@o os niveis codificados das variaveis

3.5 Caracterizagao dos filmes

Os filmes de alginato puro, bem como os filmes compostos de alginato e quitosana
foram caracterizados segundo os métodos descritos nos Itens 3.5.1 a 3.5.14.

3.5.1 Aspecto visual
Os filmes produzidos foram submetidos a uma avaliacdo subjetiva considerando

homogeneidade, continuidade, flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte e

manuseio.

3.5.2 Determinacéo de espessura dos filmes (8)

A espessura foi determinada através de um micrémetro digital (Mitutoyo, modelo
MDC-25S, Japdo). A espessura foi calculada pela média aritmética de dez medidas
aleatérias sobre uma area de 31,5, 15,2 e 16 cm? para 0s ensaios mecanicos, ensaios de

permeabilidade ao vapor de &gua e ensaios de liberacdo em agua, respectivamente.
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3.5.3 Conteudo de umidade e massa solubilizada em agua
O contetido de umidade e a massa solubilizada em agua foram determinados
segundo metodologia proposta por Irissin-Mangata et al. (2001). Inicialmente, o contetudo
de umidade, ®, de uma amostra de filme (d = 3 cm) foi determinado em estufa a vacuo
(Lab-Line, Squaroid, EUA) a 105°C por 24 h. Amostras cortadas do mesmo filme (d = 3
cm), com massa total (m,) foram imersas em 50 mL de agua destilada e o sistema foi
mantido sob agitacdo constante (175 rpm) a 25°C por 24 h (Shaker Bath Orbit, Lab-Line,
EUA). A massa seca final (my) foi determinada na mesma estufa a vacuo (105°C/ 24 h). A
matéria soltvel (MS) foi expressa como massa solubilizada em fungdo da matéria seca total

inicial através da Equacéo 3.3.

m, (1— ) —m¢

m, (1- o) (3:3)

3.5.4 Grau de intumescimento (GI)

O grau de intumescimento foi determinado segundo a metodologia proposta por
Xu et al. (2003). A massa inicial (m;) de uma amostra de 2,5 cm de didmetro, cortada do
filme, foi quantificada e imersa em agua destilada e mantida sob agitacdo constante (175
rpm) a 25°C (Shaker Bath Orbit, Lab-Line, EUA) durante 40 minutos. O excesso de
umidade na superficie das amostras era retirado, utilizando-se filtro de papel, antes de cada
pesagem. O grau de intumescimento (Gl), expresso em g H,O/g amostra, foi calculado
segundo a Equacéo 3.4.

— (mu — mi)
_—m-

Gl (3.4)

onde: m, € a massa total do filme umido (g).

3.5.5 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)
O coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua foi determinado
gravimetricamente de acordo como o método E96-95 (ASTM, 1995a). O instrumental

utilizado nas primeiras pesquisas no LEPPbio para a determinacdo de PVA era constituido
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de células de aluminio, colocadas dentro de dessecadores. As células eram de dificil
manuseio, exigiam grande quantidade de CaCl,, além de serem suscetiveis a vazamentos.
Os dessecadores eram muito volumosos e ndo se conseguia uniformizar rapidamente a UR

em seu interior.

Foram construidas células em acrilico, menores, e que podem ser colocadas
individualmente em potes de acrilico (500 mL) com fechamento hermético, conforme a
Figura 3.4. Os potes continham em seu fundo uma solucdo supersaturada de NaCl, para
manter o ambiente interno em 75% de UR a 25°C. Essa solugdo era agitada

intermitentemente por meio de uma barra magnética, para uniformizar o ambiente interno,

tanto na fase liquida como no ar.

A base das células consiste em cortes de 6,9 x 6,9 cm de chapas de acrilico de 1,9
cm de espessura, nos quais foi torneado um rebaixo cilindrico de 1,0 cm de profundidade e
4,50 cm de didmetro e que recebe CaCl, anidro granulado. Uma placa 6,9 x 6,9 cm e de 0,6
cm de espessura serve de tampa. Ela contém um orificio circular central de 4,40 cm de
didmetro. Uma amostra do filme, de cerca de 5,0 x 5,0 cm, é prensada entre a base e a
tampa por meio de um O-ring, preso em um rebaixo na tampa. Quatro parafusos de ago
inoxidavel fixam a tampa a base, garantindo a hermeticidade (Figura 3.4) e criando um
micro-ambiente com UR proxima a 0% no interior da célula. A &rea livre para a permeacéao
é de 15,21 cm® e, como o CaCl, anidro granulado preenche a célula até proximo a face
interna do filme, ndo ha necessidade de considerar a influéncia da resisténcia a difuséo
devido ao efeito da camada estagnada de ar, entre o filme e a superficie do CaCl, no célculo

do valor de PVA. A célula era colocada dentro do pote de acrilico e ap6s aproximadamente
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duas horas sua massa era quantificada, sendo esta monitorada a cada 12h horas durante trés
dias. O PVA é calculado pela Equacéo 3.5.

G.o
AAP,

w

PVA = (3.5)

onde 6 é a espessura média do filme (mm), medida no fim do ensaio conforme descrito no
Item 3.6.2, G é a taxa de permeacdo (g/dia) obtida pelo coeficiente angular da reta de ajuste
massa versus tempo, A é a 4rea da abertura contendo o filme (m?) e AP, a diferenca de
pressdo de vapor de agua através do filme.

Com as medidas da célula, a 25°C, a Equacdo 3.5 é simplificada para a Equacéo
3.6.

PVA =6,644G.5 (3.6)

sendo PVA calculado em g.mm/m?.dia.kPa.

3.5.6 Resisténcia mecanica

A tensdo na ruptura (TR) e o alongamento na ruptura dos filmes foram
determinadas segundo o método D882 (ASTM, 1995b), utilizando-se um texturémetro
TA.XT2 (Stable Microsystems SMD, Inglaterra). Amostras de filmes com dimensdes de 10
x 2,54 cm foram acondicionadas a 52% (UR) e 25 °C por 72h antes das analises. A
espessura dos filmes foi determinada conforme descrito no Item 3.5.2. Os filmes eram
fixados por duas garras corrugadas distantes 5,0 cm entre si e uma delas se movimentava a
uma velocidade de 0,1 cm/s. A tensdo de ruptura do filme foi calculada dividindo a forga

maxima no rompimento pela area da secéo transversal (Equacao 3.7).

TR=_M (3.7)
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onde TR é a tensdo na ruptura (MPa), Fy, a forca méxima no rompimento (N) e A, a &rea da

seccdo transversal inicial da amostra (m?).

O alongamento na ruptura foi determinado pela Equagéo 3.8.

Alongamento = 3—r.100 (3.8)

sendo o alongamento na ruptura expresso em porcentagem em relagdo a situacdo em
repouso; d; o afastamento inicial das garras (5 cm) e d, o afastamento das garras no

momento da ruptura.

3.5.7 Cor e Transparéncia

A cor e a transparéncia dos filmes foram determinadas no Laborato6rio de Apoio de
Instrumentagdo, do DTA/FEA/UNICAMP utilizando-se um colorimetro (Hunterlab,
Colorquest 11, EUA).

A andlise de cor foi realizada simulando-se a luz do dia (modo Dgs) e angulo de
viséo de 10°, sendo a area de medida igual a 30 mm?. O sistema CIELCh foi utilizado para
calcular os parametros: luminosidade (L*), de preto (0) até branco (100); Chroma (C*) e
angulo hue (h*). Os filmes foram dispostos sobre uma superficie padrdo branca e os
parametros de cor foram determinados através do software do equipamento. Em cada

amostra de filme cinco leituras foram realizadas.

A transparéncia dos filmes foi determinada de acordo com o método D1003-95
(ASTM, 1995c¢) utilizando 0 mesmo equipamento da determinagdo da cor (operando no
modo de transmitancia), apos a calibracdo do mesmo com um fundo padrdo branco e um

fundo padrdo negro (Equacéo 3.9).

-
% transparéncia = {1— [ﬂﬂ.loo (3.9

branco

onde: Thegro= transmitancia do filme sobreposto a um fundo negro; Tpranco= transmitancia

do filme sobreposto a um fundo branco.
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3.5.8 Angulo de contato

A determinacdo do angulo de contato entre uma gota e o filme foi realizada por
método otico, através de um goniémetro manual (Tantec, Camplus micro, EUA). Amostras
de filme de 30 mm de comprimento e 5 mm de largura foram fixadas em uma lamina de
vidro por meio de fita adesiva dupla face (Silva et al., 2007). As laminas eram entdo
colocadas na base do aparelho. Uma micro gota (0,1 mL) de agua deionizada pelo sistema
Milli-Q (Millipore, EUA) era colocada sobre a superficie do filme com o auxilio de uma
seringa e a imagem da gota era projetada sobre um anteparo graduado, sendo que o valor do
angulo era registrado ap6s 30s de deposicdo da gota sobre a superficie do filme. A Figura
3.5 apresenta uma ilustracdo do angulo de contato formado entre a gota e a superficie do
filme. Os valores do &ngulo de contato representam a média dos &ngulos das trés repeticdes

experimentais.

Vapor

Liguido

0

Filme

Figura 3.5: lustracdo do angulo de contato formado entre uma gota e a superficie do filme

3.5.9 Isotermas de adsorcao de vapor de agua
Amostras do filme (d = 2,5 cm), em triplicata, foram dispostas em pesa-filtros e

equilibradas a 25°C (+ 0,1°C) utilizando solugdes saturadas de sais (Tabela 3.5) de maneira
a manter a atividade de agua entre 0,11 e 0,90, de acordo com metodologia descrita por
Spiess e Wolf (1983). Essas solucBes preenchiam o fundo de uma pequena célula de
plastico (= 100 mL), hermeticamente fechada e que continha uma base de PVC que recebia

0 pesa-filtro aberto.

Os pesa filtros eram submetidos a pesagens em intervalos de 7 dias até o equilibrio

(aproximadamente 3 semanas).

O contetdo de umidade de equilibrio foi determinado em estufa a vacuo (Lab-
Line, Squaroid, USA) a 105°C por 24 horas. Os pontos experimentais obtidos foram

ajustados pelo modelo de Gugenheim-Anderson-DeBoer (GAB) (Equagéo 3.10), obtendo-
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se assim o valor de umidade da monocamada e das constantes Cgag € Kgag, bem como os

parametros estatisticos da precisdo do ajuste.

Tabela 3.5: Atividades de agua das solugdes saturadas de sais a 25°C

Sais aya25°C
LiCl 0,113
MgCl, 0,328
K;COs 0,432
Mg(NOs). 0,529
NaNO, 0,645
NaCl 0,753
(NH4),SO4 0,803
KCI 0,843
BaCl, 0,903

Fonte: Spiess e Wolf (1983)

X = Cene Keag Xmay, (3.10)
" (1-kgpg @y )(1-Keag @y +Cong Keas ay) .

onde: Xy € 0 contetudo de umidade do material em base seca (g H,O/g sélido seco), a,, é a
atividade de agua, Xn, € o conteldo de umidade (base seca) da monocamada, Cgag € Keas
sdo constantes relacionadas ao calor de sor¢do da monocamada e multicamada,

respectivamente.

3.5.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microestrutura dos filmes foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
utilizando-se um microscépico (LEICA, modelo DMLM, EUA) acoplado ao computador
LEICA Q500IW, no Laboratorio de Recursos Analiticos e de Calibracdo da
FEQ/UNICAMP.

As amostras dos filmes foram equilibradas em dessecadores contendo cloreto de
calcio anidro (25°C), por um periodo de 7 dias. Apos este periodo, as amostras foram
fixadas em suportes (stubs) de aluminio, com fita condutiva de cobre e recobertas com ouro
a 25°C por 180 s. Foram realizadas observacdes na superficie do filme e também no seu

interior (apos fratura).
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3.5.11 Rugosidade

A analise da rugosidade superficial dos filmes foi determinada em um rugosimetro
digital (Mitotoyo, SJ-210, Japéo), executando 10 leituras em cada filme. A rugosidade
superficial foi expressa em milimetros (mm), de acordo com a norma de andlise de
rugosidade da ABTN (PNB-13) (ABNT, 1980) utilizando um comprimento total (L,) de 5
mm e valor do cut-off de 0,8 mm para filtrar as ondulagdes de superficie. Denomina-se de
cut-off cada secdo do perfil dada pelas divisdbes do comprimento de avaliacdo (L,) da
amostra, através do qual sdo realizados calculos dos parametros para identificar as
irregularidades da superficie. Para descrever a textura da superficie da amostra utilizou-se o
parametro “Ra” cuja medida reflete a média aritmética dos valores absolutos das ordenadas
do perfil efetivo em relacdo a linha média num comprimento de amostragem, ou seja, a
média aritmética dos valores de todas as distancias absolutas do perfil da rugosidade da

area percorrida.

3.5.12 Determinacéo do contetdo de célcio

A concentracdo de calcio presente nas amostras dos filmes, antes e ap6s o
tratamento (segundo estdgio) foi determinada por espectrometria de absor¢do atbmica no
Laboratério de Engenharia Ambiental do Departamento de Termofluidodindmica da
FEQ/UNICAMP, por meio de um espectrometro de absorcdo atdbmica com chama, modelo
AAnalyst 100 (Perkin-Elmer, EUA), utilizando uma lampada de catodo oco de célcio como

fonte de radiacéo primaria, no modo de absor¢éo com sistema de combustéo ar-acetileno.

Para a realizacdo das andlises, amostras dos filmes (aproximadamente 8mg) foram
dissolvidas em 10 mL de uma solugdo de citrato de sddio 2% (Sriamornsak e Kennedy,
2008). As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.5.13 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)
Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (ATR-FTIR) dos

filmes foram obtidos utilizando-se um espectrometro Thermo Nicolet 1IR200 (Thermo
Nicolet Corporation, EUA) no modo de absorcdo em uma faixa de 400 a 4000 cm™ com

resolucéo e 4 cm™.
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3.5.14 Analise dindmica mecanica (DMA)

As temperaturas de transigdo vitrea dos filmes foram determinadas no Laboratorio
de Analises Térmicas do Departamento de Tecnologia de Polimeros da FEQ/UNICAMP,
uitilizando-se um DMA (TA instruments, modelo 2980, EUA). As amostras (retangulos de
4 x 1 cm) foram cortadas e acondicionadas em dessecador a 25°C e umidade relativa de
52% durante 3 dias antes das determinacGes. O equipamento foi utilizado em modo de
tensdo e com freqliéncia de 1Hz, sendo as amostras fixadas por uma garra tipo filme. A taxa
de aquecimento foi de 2°C/min em uma faixa de -100 a 100°C, a forga inicial utilizada foi
de 0,5N e a amplitude de 10 um. As medidas de modulo de armazenamento (E”), médulo
de perda (E’’) e &ngulo de perda (tan &) foram determinadas em funcdo da temperatura. A
temperatura de transicdo vitrea foi determinada no ponto de inflexdo da curva do pardmetro

tan 6 em funcdo da temperatura (Cherian et al., 1995).

3.6 Filmes ativos (formulacdes otimizadas)

De acordo com os resultados obtidos nos planejamentos experimentais, foram
selecionadas as melhores formulacGes e condicbes de processamento para filmes de
alginato puro e filmes compostos de alginato e quitosana, conforme as caracteristicas
desejadas. Os filmes compostos selecionados foram denominados Filme Composto 1 (filme
com fragdo massica de quitosana igual a 0,175) e Filme Composto 2 (filme com fracdo
massica de quitosana igual a 0,35).

Estas formulagGes otimizadas foram utilizadas para a incorporacdo de agentes
antimicrobianos, a fim de se estudar os coeficientes de difusdo do agente antimicrobiano no
filme e a efetividade destes na inibicdo do crescimento de algumas espécies flngicas
selecionadas (Item 3.6.4.1). Além disso, estes filmes foram caracterizados a fim de se
validar os planejamentos experimentais e determinar a influéncia da adicdo do agente

antimicrobiano nas caracteristicas dos mesmos.

3.6.1 Filmes ativos contendo sorbato de potassio
Inicialmente foram obtidos filmes de alginato puro (conforme formulagao

otimizada) ativos contendo sorbato de potadssio como agente antimicrobiano. Foram
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avaliadas diferentes concentragdes (0,25, 0,5, 1, 1,5 e 2 g/100g solucdo filmogénica) que

eram adicionadas no solvente, antes da adi¢do do biopolimero.

3.6.2 Filmes ativos contendo natamicina

De acordo com os resultados obtidos para o0s testes com sorbato de potassio
decidiu-se substituir o agente ativo para natamicina. Foram produzidos filmes ativos de
acordo com as formulacGes selecionadas através dos resultados dos planejamentos

experimentais.

Foram avaliadas as seguintes concentra¢Ges de natamicina: 0, 0,5, 1, 2, 4 e 8%
m/m em relagdo a massa de biopolimero, sendo que o antimicrobiano era adicionado no
final do processo de elaboracdo dos filmes. Apés a adi¢do da natamicina o sistema era
agitado por mais 10 minutos para homogeneizacdo. Como meio de comparagédo, para a
concentracdo de 4% (m/m), avaliou-se também a adi¢do da natamicina no inicio do
processo de elaboracdo dos filmes, ou seja, no solvente antes da adicdo do biopolimero. Os
filmes contendo natamicina foram armazenados em dessecadores protegidos da luz a 25°C

e UR = 52% por trés dias antes das analises.

3.6.3 Ensaios de liberacéo da natamicina
Os ensaios de liberagdo foram realizados utilizando-se amostras dos filmes
contendo natamicina com dimensdes 4 x 4 cm (massa média 0,14 g). Todas as

determinagdes foram feitas em triplicata.

Como sorvedouro para a liberagdo foi utilizada &gua destilada a temperatura
ambiente (25 + 2°C) em volumes de 25 mL colocados em copos plasticos com tampa. Os
recipientes contendo a dgua foram dispostos em um shaker (Shaker Bath Orbit, Lab-Line,
EUA) protegidos da luz e mantidos sob agitagdo constante (150 rpm) durante o ensaio, a

fim de diminuir uma possivel resisténcia por convecc¢ao de massa.

No inicio do ensaio (tempo zero) a amostra de filme era mergulhada no primeiro
copo e, apés um intervalo de tempo pré-determinado era rapidamente transferida para o
segundo copo, e assim por diante, de maneira que cada copo corresponde a um ponto da
curva de liberacdo. Com a renovacdo da agua garantiu-se que a concentracdo de agente
antimicrobiano nas interfaces do filme mantinha-se proxima a zero.
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A concentragdo da natamicina na agua foi determinada segundo Oliveira et al.
(2007) utilizando-se um espectrofotometro (HP, modelo 8453, EUA), equipado com
controlador de temperatura HP 89090A e software UV-Visible ChemStation. Os espectros
de absorcdo foram obtidos na faixa de 290 a 350 nm e a terceira derivada destas curvas foi
entdo calculada. A concentragdo de natamicina foi determinada pela amplitude do pico
minimo em 317nm em relacdo a linha de base, comparada com uma curva padrdo
(Apéndice B).

A massa de natamicina liberada no tempo t, M, e as fracOes de massa liberadas,
M¢/M.,, foram calculadas e plotadas em func¢do do tempo. A quantidade de natamicina que
poderia ser liberada em um tempo infinito (M..) foi considerada como a massa acumulada a
partir da qual ndo se observou mais variagdo consideravel. A espessura média do filme foi
determinada antes e no final de cada ensaio, sendo a espessura final considerada no calculo

da difusividade.

Para a estimativa da difusividade da natamicina nos filmes, os dados experimentais
foram ajustados a Equacdo 2.3, através de regressdao nao-linear por minimos quadrados,
com o uso do Software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., EUA) utilizando o método de
Levenberg-Marquardt. Comparativamente, estimou-se os coeficientes de difusdo através da
solucdo dos tempos curtos (ou solidos semi-infinitos) (Equacdo 2.5). Assim, para M{/M,, <
1/2

0,6, a difusividade pode ser calculada através do ajuste linear da curva M¢yM., versus t

através da Equagdo 3.11.

tano . o ¢ ?
D= — |7 (3.11)

172

Onde tan o € a inclinacdo da reta My/M, versus t*“ e & é a espessura do filme apds os

ensaios de liberagao.

3.6.3.1 Estimativa da méaxima absorcédo de natamicina pelo filme

A afinidade da natamicina pela matriz polimérica foi estimada através da

determinagdo da massa de natamicina que foi absorvida pelo filme (inicialmente sem
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natamicina) apos a imersdo deste em uma solugdo contendo uma concentragdo conhecida

do antimicrobiano.

Amostras dos filmes de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2 com
dimensdes de 4 x 4 cm (massa média 0,14 g) foram colocados em recipientes fechados
contendo 25 mL uma solucdo aquosa de natamicina (= 1 mg/mL). Estes recipientes foram
protegidos da luz e mantidos sob agitagdo constante (150 rpm) em um shaker (Shaker Bath
Orbit, Lab-Line, EUA) por 85 dias. A concentra¢do de natamicina da solugéo inicial (t = 0)
e da solucdo final (t = 85 dias) foi determinada por espectrofotometria de UV-visivel, de
acordo com metodologia descrita no Item 3.6.3. A massa de natamicina absorvida por éarea
de filme foi calculada através do balanco de massa do sistema.

3.6.4 Determinacéo da efetividade antimicrobiana do filme pelo método de difusdo em
agar (Teste do Halo)

As determinagdes microbioldgicas foram realizadas no Laboratorio de Micologia
do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Campinas, S&o Paulo.

3.6.4.1 Escolha dos microorganismos

Para a avaliacdo do efeito antimicrobiano dos filmes ativos optou-se por trabalhar
com trés espécies de fungos que teriam alta incidéncia em queijos, visando uma possivel

aplicacdo dos filmes neste tipo de produto alimenticio.

As cepas escolhidas eram provenientes da colecdo de espécies flingicas do
Laboratorio de Micologia do ITAL. As espécies escolhidas foram: Penicillium roqueforti,

Penicillium commune e Debaromyces hansenii.

As cepas eram mantidas secas em silica. Desta forma, fez-se a reativacdo das
mesmas através do plagueamento de uma pequena quantidade de cada cepa liofilizada em
placas de Petri contendo meio de cultura MEA (Malt Extract Agar) seguido de incubacao
destas placas a 25°C por 5 dias. Apos este periodo, as espécies de Penicillium foram
isoladas em meio MEA (25°C), em Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA) (5, 25 e 37°C)
e em meio Agar Creatina Sacarose Neutro (CSN) (25°C) por 7 dias para confirmagio da
identidade das cepas. As colbnias resultantes foram comparadas com a chave de
identificacdo de Pitt (1988).
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3.6.4.2 Preparo do indculo

O preparo do indculo consistiu na inoculagdo das espécies fungicas escolhidas
(Penicullium Roqueforti, Penicillium commune e Debaromyces hansenii) em meio MEA
seguida de incubagdo a 25°C por 5 dias. Apds o tempo de incubagdo, fez-se uma raspagem
das coldnias presentes na placa com o auxilio de uma alca, e o material foi transferido para
um frasco estéril contendo 50 mL de agua peptonada (0,1%) com 0,01% de tween 80 e
esferas de vidro para auxiliar na suspensdo dos esporos. A suspensdo foi agitada e filtrada
através de um funil contendo gaze estéril. A partir desse indculo inicial, foram realizadas
diluicbes decimais e entdo escolheu-se a diluicdo adequada para o teste de difusdo de

acordo com as caracteristicas de crescimento de cada fungo.

3.6.4.3 Teste de difusdo em agar

Amostras circulares (d = 2,5 cm) dos filmes ativos foram cortadas e submetidas a
uma etapa de assepsia atraves da exposic¢do de cada lado do filme a luz UV (110V, 254nm)
em camara de fluxo laminar por 30 minutos. Apos esta etapa, os filmes eram depositados
assepticamente, sobre a superficie do meio solidificado (Placas de Petri contendo meio de
cultura MEA) previamente inoculado com 0,1 mL da suspensdo de esporos preparada
conforme Item 3.6.4.2 do microrganismo teste. As placas foram incubadas a 25°C por 5
dias. A eficiéncia do antimicrobiano foi avaliada pela formacéo do halo ao redor dos filmes
(Pereira et al., 2005) e pela quantificagdo das unidades formadoras de colénias (UFC/mL).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Em todos os ensaios foram
incubadas placas controles contendo o filme sem a inoculagdo do antimicrobiano e placas

sem o filme contendo o microorganismo.

3.7 Analises estatisticas

Andlise de variancia e o Teste de Tukey foram utilizados para determinar
diferencas significativas (p<0,05) entre as médias, utilizando o Software Statistica V.1.1.5.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAOQ: FILMES DE ALGINATO E FILMES
COMPOSTOS DE ALGINATO E QUITOSANA

Este capitulo foi dividido em trés segdes, nas quais estdo apresentados e
discutidos os resultados experimentais referentes a obtencéo e caracterizagédo dos filmes de
alginato e dos filmes compostos de alginato e quitosana. Nos Itens 4.1 e 4.2, estdo
apresentados os resultados dos planejamentos experimentais realizados para a obtengéo
de formulagGes otimizadas para os filmes simples, formados apenas por alginato, e para 0s
filmes compostos de alginato e quitosana. Por fim, no Item 4.3 apresenta-se uma
caracterizacdo complementar dos filmes obtidos na tentativa de se elucidar alguns
aspectos da interagdo entre os dois polimeros.

4.1 Filmes de alginato

4.1.1 Ensaios preliminares

Inicialmente trabalhou-se exaustivamente nas técnicas de preparo de filmes de
alginato, com o objetivo de definir condi¢Ges e metodologias de tratamento ou reticulagdo
(1° e 2° estagio) a serem utilizados ao longo do trabalho, tendo em vista que o tipo de
tratamento influencia na quantidade de ligacdes iOnicas formadas, promovendo

modificag¢Oes consideraveis nas propriedades do filme.

Os testes preliminares basearam-se principalmente em dados da literatura e nas
pesquisas de Zactiti (2004) que trabalhou com filmes de alginato, sendo a pioneira no
trabalho com filmes de alginato no Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em
Biorecursos (LEPPbio) da FEQ/UNICAMP. Muitos destes dados dos ensaios preliminares
estdo publicados no trabalho de Turbiani (2007) também integrante do mesmo laboratorio.
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Avaliou-se diferentes concentracGes e maneiras de adi¢cdo da solugéo reticuladora no 1°
estagio. Pequenas quantidades de célcio adicionadas a solucdo filmogénica de alginato de
sodio (reticulagdo parcial) resultaram em uma diminuicdo da taxa inicial de solubilizag&o,
verificada visualmente, mas os filmes encontravam-se totalmente solubilizados apds 24 h.
Resultados semelhantes foram encontrados por Galietta et al. (1998), que adicionaram
pequenas quantidades de cloreto de calcio (0,05 g CaCl,.2H,0/100g de matéria seca) a
solucdo filmogénica de proteina de soja, reduzindo a massa solubilizada em &gua em
menos de 1%. A concentragdo maxima de solugdo de calcio que poderia ser utilizada para
reticulacdo no 1° estdgio foi definida realizando-se experimentos preliminares em que se
avaliou a ocorréncia de gelificacdo localizada. A concentracdo méaxima de solugdo de
cloreto de célcio alcangada foi de 0,07 g CaCl,.2H,0/g alginato no 1° estdgio. Este seria 0

limite, a partir do qual j& se observava a ocorréncia de gelificacéo.

Também foram avaliadas diferentes formas de se realizar a reticulagdo final (2°
estagio) como, por exemplo, tratamento dos filmes sobre uma espuma ou tecido
encharcados com solugdo de CaCl,, aplicacdo da solucéo de reticulacdo com pincel e rolo
de pintura e imersdo parcial e total dos filmes. Testou-se também diferentes concentracfes
de plastificante na solucdo de tratamento do 2° estéagio, verificando-se que a utilizacdo de
uma certa concentracdo de glicerol nesta etapa era de fundamental importancia para

conferir aos filmes condi¢cOes adequadas de manuseabilidade.

Com os resultados encontrados e com o intuito de simplificar e uniformizar o
processo de tratamento (2° estagio) dos filmes de alginato, visto que os outros tratamentos
avaliados, ou seja, com tecido e espuma e pincel e rolo acarretavam erros experimentais
devido as diferentes pressdes aplicadas sobre os filmes na realizacdo do tratamento,
comprometendo a reprodutibilidade dos resultados, optou-se por utilizar o tratamento por
imerséo total do filme em 50 mL de solugdo de CaCl, variando-se a concentragdo e o tempo

de imerséo do filme nesta solugéo.

Com base nestes dados preliminares desenvolveu-se o protocolo padrdo de
elaboracdo de filmes de alginato puro conforme descrito no Item 3.2 e apresentado na
Figura 3.2. Seguindo este procedimento, realizou-se um planejamento experimental para

definir uma formulacdo otimizada de filmes de alginato.
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4.1.2 Planejamento fatorial completo 2° para os filmes de alginato

Os limites dos niveis inferior e superior das variaveis estudadas foram definidos
com base em ensaios preliminares e resultados de trabalhos anteriores. Em ensaios
preliminares verificou-se que a maxima concentracéo de CaCl, adicionada, na etapa de pré-
reticulacdo da solucdo de alginato (1° estagio), nas condi¢cdes operacionais utilizadas, foi
de 0,07 g CaCl,.2H,0/g alginato. Acima deste valor surgiram zonas de gelificagéo
localizada e precipitacdo do célcio na superficie dos filmes de alginato. Rhim (2004)
reporta que em concentragbes acima de 0,03 g CaCl,.2H,O/g alginato a solucdo
filmogénica formada era muito espessa, 0 que dificultava o processo de deposi¢cdo da
solugdo no suporte. Este autor, no entanto, ndo menciona a temperatura utilizada na
incorporagéo da solugéo de CaCl,. Abaixo de 0,01 g CaCl,.2H,0/g alginato, os filmes
exibiam certa dificuldade em serem retirados do suporte apos a evaporacdo do solvente e 0s
mesmos encolhiam e ficavam opacos no tratamento do 2° estagio. A maioria dos trabalhos
encontrados na literatura sobre filmes de alginato ndo utiliza sequencialmente dois estagios
de reticulacdo com fons Ca*?. Esses autores utilizam tratamento dos filmes por imerséo em
solugéo de CaCl, (Rhim, 2004; Pavlath et al., 1999) ou a incorporacdo direta do reticulante
na solucdo filmogénica (Rhim, 2004; Draget et al., 1991), sendo que esta ultima técnica
isoladamente ndo é capaz de produzir filmes insollveis, pois a viscosidade da solucéo
filmogénica aumenta rapidamente formando um gel t&o firme que acaba limitando a
méaxima concentracdo de solugdo reticulante capaz de ser adicionada. Pavlath et al. (1999)
supdem que dois processos competitivos ocorrem na reticulacdo por imersdo: a réapida
dissolucdo do alginato de sodio e a difusdo lenta dos cétions multivalentes que reticulam a
superficie do filme, reduzindo a taxa de dissolugdo. Assim conclui-se que a auséncia de
fons calcio na estrutura formada no primeiro estdgio faz com o que o processo de
dissolucdo do filme seja muito répido e intenso independente da concentracdo da solugdo

reticuladora, causando alteragdes irreversiveis na matriz polimérica.

Com relacdo a concentragdo da solucdo reticuladora no segundo estagio, esta deve
ser suficiente para se sobrepor a dissolucdo. Observou-se que uma concentracdo abaixo de
2,0 g CaCl,.2H,0/100 mL, no segundo estagio, ndo era suficiente para produzir filmes
insoltveis. Acima de 7,0 g CaCl,.2H,0/100 mL os filmes se apresentavam excessivamente
rigidos. Zactiti (2004) também testou concentracdes entre 2 e 7 g CaCl,.2H,0/100 mL no
processo de reticulacdo final de filmes de alginato, porém o método de tratamento utilizado
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era diferente. Os filmes de Zactiti (2004) eram tratados por asperséo desta solucdo e ndo
por imersdo dos mesmos. Alguns autores relatam que a reacdo de reticulacéo de filmes de
alginato com ions calcio é rapida e que acima de 30 minutos o tempo de imersdo ndo teria
nenhum efeito adicional (Al-Musa et al.,1999, Sartori et al., 1997, Pavlath et al., 1999).
Desta forma, decidiu-se utilizar um intervalo de tempo de até 60 minutos para avaliar este

efeito sobre as propriedades dos filmes de alginato.

A concentragdo de glicerol na solugdo reticuladora do segundo estéagio foi fixada
em 5 mL/100 mL. Em testes preliminares observou-se que em concentragfes acima de 10%
(v/v) o plastificante excede o limite de compatibilidade com o polimero e ocorre separacéo
de fases e excluséo do plastificante. Em concentracdes de glicerol abaixo de 3% o filme se
apresentava muito quebradico e de dificil manuseio. Fixou-se esse valor em 5% pois 0s
resultados anteriores mostraram que com esta concentragdo obtinha-se uma combinagao
interessante entre propriedades mecénicas e massa solubilizada em &gua, além de

apresentar aspecto visual mais atraente.

Os valores encontrados nas determinagGes da massa solubilizada em agua (MS),
do coeficiente de permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA), grau de intumescimento (Gl) e
propriedades mecanicas (TR e alongamento na ruptura) dos filmes de alginato puro estéo
apresentados na Tabela 4.1. O contetdo de umidade de equilibrio a 52% de umidade
relativa (o) bem como a espessura do filme de alginato (6) ndo foram considerados no
planejamento experimental, porém foram determinados e podem ser observados na Tabela
4.2.

Observa-se que as espessuras dos filmes de alginato puro ndo apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) dentre as formulacOes testadas (Tabela 4.2) indicando
que a espessura dos filmes de alginato pode ser controlada através da massa de solugdo
adicionada ao suporte. Para o planejamento foram utilizadas aliquotas de 50g de solugédo
filmogénica por placa, que correspondiam a uma gramatura final de aproximadamente 0,08
glcm®. O conteido de umidade dos filmes variou de 0,18 a 0,20 g/g massa seca, valores
tipicos para biofilmes encontrados na literatura (Rhim, 2004; Garcia et al. 2006; Turbiani,
2007). Rhim (2004) relata que a umidade de filmes de alginato é dependente do método de
preparacdo dos mesmos. A reticulagdo afeta a hidrofilicidade da estrutura polimérica e,
consequientemente, a sor¢cdo de moléculas de agua e as propriedades de permeacdo dos

filmes.
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Tabela 4.1: Resultados do planejamento fatorial completo 2° para os filmes de alginato

- PVA* GI* TR Alongamento
Ensaio (ol massa seca) (g..mm/mz. (g H20/g (MPa) na ruptura**
dia.kPa) amostra) (%)

1 0,217 (0,009)° 5,95 (0,42)" 0,71 (0,03)° 81,96 (4,27)® 9,88 (2,85)®
2 0,180 (0,010)* 5,34 (0,30)*" 0,68 (0,002)* 93,37 (10,92)° 3,83 (0,69)*
3 0,176 (0,006)° 5,99 (0,40)° 0,68 (0,003)” 9542 (10,95)°® 8,30 (2,13)*
4 0,160 (0,010)* 5,12 (0,17)* 0,63 (0,02)® 98,26 (7,99)% 1,82 (0,36)
5 0,208 (0,005)* 5,14 (0,58)*® 0,67 (0,05 88,63 (9,27)*™ 9,88 (1,71)%
6 0,161 (0,006)" 4,95 (0,03)® 0,69 (0,005)® 93,23 (11,81)™®* 5,41 (1,00)*
7 0,198 (0,013)*¢ 4,73(0,13)™ 0,68 (0,01)* 87,95 (17,37)* 512 (1,13)*
8 0,154 (0,007)** 4,64 (0,30)0®  0,65(0,01)® 94,81 (10,97)*%* 233 (0,51)?
9 0,237 (0,001)" 553(0,15)° 0,68 (0,005 90,26 (13,04)* 8,64 (2,24)%
10 0,190 (0,009)° 4,51 (0,44)* 0,63 (0,007)*° 99,36 (8,19)* 1,96 (0,20)?
11 0,196 (0,009)* 4,55 (0,29) 0,76 (0,01)° 86,62 (8,61) 7,40 (0,82)™
12 0,159 (0,011)* 4,71 (0,47)® 0,62 (0,003)* 95,49 (6,74)** 3,50 (1,00)®
13 0,162 (0,008)" 5,26 (0,29)°® 0,71 (0,003)° 94,58 (9,84)*" 5,53 (1,20)™
14 0,160 (0,010)*  5,15(0,05)*® 0,69 (0,001)* 94,11 (10,11)® 9,71 (2,15)%
15 0,142 (0,013)* 4,68 (0,32)* 0,62 (0,004)° 97,27 (10,05)® 9,26 (2,50)*
16 0,139 (0,007)* 4,78 (0,25)* 0,63 (0,008)* 97,60 (3,71)** 8,85 (2,43)%
17 0,142 (0,005)* 4,50 (0,03) 0,63 (0,010)* 96,63 (6,03)® 10,05 (2,39)°

MS = massa solubilizada em agua, PVA = coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua, Gl = grau de
intumescimento, TR = tensdo na ruptura
Média (desvio padrdo) de: * trés determinacdes experimentais; ** dez determinacfes experimentais.

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias (teste de

Tukey)
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Tabela 4.2: Resultados de conteudo de umidade de equilibrio (UR=52%) e espessuras dos
filmes produzidos segundo o planejamento fatorial completo 2° para os filmes de alginato

Ensaio X1 X2 X3 o o
(g H20O/g amostra) (mm)
1 0,02 3,0 13 0,198 (0,003)%" 0,057 (0,006)?
2 0,06 3,0 13 0,196 (0,001)" 0,048 (0,002)?
3 0,02 6,0 13 0,190 (0,002)*™ 0,054 (0,003)?
4 0,06 6,0 13 0,195 (0,002)f 0,049 (0,001)?
5 0,02 3,0 48 0,194 (0,006)f 0,053 (0,011)2
6 0,06 3,0 48 0,199 (0,005)%" 0,052 (0,001)?
7 0,02 6,0 48 0,186 (0,005)%* 0,051 (0,007)?
8 0,06 6,0 48 0,190 (0,004)* 0,051 (0,002)?
9 0,01 4,5 30,5 0,186 (0,001)%* 0,053 (0,001)?
10 0,07 4,5 30,5 0,182 (0,003)* 0,050 (0,002)?
11 0,04 2,0 30,5 0,179 (0,002)? 0,047 (0,003)?
12 0,04 7,0 30,5 0,189 (0,001)® 0,050 (0,003)?
13 0,04 4,5 1,0 0,204 (0,001)" 0,047 (0,003)?
14 0,04 4,5 60 0,204 (0,004)" 0,052 (0,003)?
15 0,04 4,5 30,5 0,202 (0,001)" 0,049 (0,006)?
16 0,04 4,5 30,5 0,205 (0,003)¢ 0,049 (0,004)2
17 0,04 4,5 30,5 0,204 (0,003)" 0,046 (0,003)?

X;= concentracdo de CaCl, (1° estagio) (g CaCl,.2H,0/g alginato), x, = concentracdo de CaCl, (2° estagio)
(g CaCl,.2H,0/100 mL solucdo), xs = tempo de imersdo (2° estagio) (minutos)

Média (desvio padrdo) de: * trés determinacgdes experimentais; ** dez determinacfes experimentais.

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias (teste de
Tukey)

4.1.2.1 Massa solubilizada em agua dos filmes de alginato

O maior valor de massa solubilizada encontrado para os filmes de alginato
estudados foi de 0,23 g/g massa seca inicial (Tabela 4.1), obtido no ensaio que utilizou a
menor concentracdo de CaCl, no primeiro estagio. Os resultados para o efeito das variaveis
estudadas sobre a resposta massa solubilizada em agua dos filmes de alginato estdo
apresentados na Tabela 4.3. Observa-se que, para um intervalo de confianca de 95%, as

variaveis concentracdo de CaCl, no primeiro e no segundo estagio apresentaram efeito
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significativo sobre a resposta na faixa de trabalho estudada. A concentracdo de CaCl, tanto
no primeiro como no segundo estagio apresentaram efeito negativo sobre a massa
solubilizada em agua dos filmes de alginato puro, de modo que um aumento do nivel (-1)
para (+1) dessas variaveis causou uma diminui¢do, em média, na massa solubilizada dos
filmes de 0,0331 e 0,0206 g/g massa seca, respectivamente. Esta tendéncia é consistente
visto que os ions célcio agem como agentes reticulantes na matriz de alginato, tendendo a
formar uma matriz mais compacta e, portanto menos sujeita a interacdo com a dgua. Uma
baixa massa solubilizada é caracteristica desejavel para biofilmes, tornando-os mais
resistentes na presenca de alta atividade de agua. O glicerol por sua vez, devido a sua
caracteristica hidrofilica e plastificante, proporciona 0 aumento da capacidade de ligacdo
com a agua pela diminuicdo das forgas intermoleculares entre as cadeias poliméricas,
alongando e “afrouxando” a estrutura dos filmes. A adigdo de plastificante se faz
necessaria, poréem, para melhorar a flexibilidade e facilitar o desprendimento do filme do

suporte.

Tabela 4.3: Efeito das varidveis estudadas sobre a massa solubilizada em &gua dos filmes
de alginato

Efeito Desvio p (95% de
Fatores .
(g/g massa seca) padréo confiancga)
média 0,1415 0,0009 <0,0001*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [xi] -0,0331 0,0008 0,0006*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x2] -0,0206 0,0008 0,0016*
Tempo de imerséo [Xs] -0,0023 0,0008 0,1127
CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,0491 0,0009 0,0003*
Quadrético CaCl,.2H,0 (2° estagio) 0,0236 0,0009 0,0015*
Tempo de imersdo 0,0119 0,0009 0,0060*
X1X2 0,0060 0,0011 0,0317*
InteracOes X1X3 -0,0098 0,0011 0,0124*
X2X3 0,0111 0,0011 0,0097*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)
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O termo linear do tempo de imersdo também apresentou efeito negativo sobre a
massa solubilizada dos filmes. Este efeito, no entanto, ndo foi significativo na faixa
estudada, mas os seus termos quadraticos e de interagdo com as outras variaveis foram
importantes a um nivel de siginificancia de 5%. Pode-se observar, porém, que o efeito do
tempo de imersdo na massa solubilizada dos filmes foi menos do que a metade dos efeitos
provocados pelas concentragdes de CaCl, em ambos os estagios. A sua interagcdo com a
concentracdo de CaCl, no 1° estagio provocou um efeito negativo, gerando uma

diminuicdo, em média, na massa solubilizada dos filmes de 0,011 g/g massa seca.

Apesar do termo linear do tempo de imersdo ndo ter sido estatisticamente
significativo (p<0,05), este foi incluido no modelo quadratico, pois 0s seus termos
quadrético e de interacdo apresentaram significancia. Os coeficientes de regressdo obtidos
estdo apresentados na Tabela 4.4. O modelo codificado da massa solubilizada em agua em

funcdo das variaveis estudadas esta apresentado na Equacgéo 4.1.

Tabela 4.4: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nédo
significativos, para a massa solubilizada em agua dos filmes de alginato

Fatores Coeficiente p (95% de confianca)
média 0,1415 <0,0001*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [xi] -0,0165 0,0006*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x] -0,0103 0,0016*
Tempo de imerséo [Xs] -0,0011 0,1127
CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,0245 0,0003*
Quadratico CaCl,.2H,0 (2° estagio) 0,0118 0,0015*
Tempo de imersdo 0,0059 0,0060*
X1X2 0,0030 0,0317*
InteracOes X1X3 -0,0049 0,0124*
X2X3 0,0055 0,0097*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

MS =0,1415 — 0,0165x, +0,0245x2 — 0,0103x, +0,0118x2 — 0,0011x

(4.1)
+0,0059%2 +0,0030x,X, —0,0049X X 5 + 0,0055X X 5
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Os resultados da analise de variancia (ANOVA) para o ajuste dos dados
experimentais ao modelo proposto pela Equacdo 4.1 estdo apresentados na Tabela 4.5.
Pode-se considerar que o modelo estatistico é valido uma vez que o valor de Feajculado da
regressdo em relacdo aos residuos foi 15,5 vezes maior que 0 Fupelado- O COeficiente de
determinagdo (R?) representa a proporcdo da variacdo na resposta que pode ser explicada
pelo modelo. Ou seja, para os filmes de alginato, 98,66% da variagdo na massa solubilizada
pode ser explicada através do modelo da Equagdo 4.1, sendo a méaxima variacdo explicavel
de 99,96%. O erro puro calculado foi baixo, indicando boa reprodutibilidade dos dados.
Lembrando que, como foram feitas apenas repeticbes no ponto central e ndo réplica dos
experimentos, assume-se que os dados sdo homocedasticos, ou seja, que todos 0s pontos

apresentam variancias iguais.

Tabela 4.5: Andlise de variancia para a massa solubilizada em &gua dos filmes de alginato

Soma dos Graus de Meédia
Fonte de ) .
o quadrados Liberdade Quadratica Featculado  Ftabelado
variagéo
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressao 0,01284 9 0,0014 57,08 3,68
Residuos 0,00017 7 0,000025
Falta de ajuste 0,00017 5 0,000034 13,60 19,30
Erro puro 0,000005 2 0,0000025
Total 0,013018 16

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,987, R“ajustado =0,969

Uma vez validado o modelo estatistico, foi possivel obter as superficies de
resposta para a massa solubilizada em agua em funcéo das varidveis estudadas (Figura 4.1
a-c). Pode-se observar que as condigdes que levam a obtencéo de filmes com menor massa
solubilizada em &gua sdo: concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio na faixa de 0,04 e
0,06 g/g alginato, concentracdo de CaCl,.2H,0 no 2° estégio entre 4 e 6 g/100 mL e tempo

de imersdo de 20 a 40 minutos.
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Biofilmes preparados a partir de hidrocoldides, tais como alginatos, tendem a
formar filmes fortes, mas que exibem baixa resisténcia & 4gua devido a sua natureza
hidrofilica (Guilbert et al., 1996). Por outro lado, os grupos carboxilicos do alginato
conferem a este polimero a capacidade de formar géis fortes e insollveis na presenca de
cations multivalentes, mais especificamente fons Ca*?, a qual pode ser utilizada para
melhorar tais propriedades dos filmes de alginato. O agente reticulante promove a formagao
de uma rede polimérica atraves da ligacdo entre as cadeias. Rhim (2004) reticularam filmes
de alginato pela imersdo dos mesmos durante 5 minutos em solu¢do de CaCl, (3%) e
obtiveram aproximadamente 15% de massa solubilizada em &gua. Estes filmes, no entanto,
ndo eram pré-reticulados com ions célcio na etapa de preparo da solucdo filmogénica nem
continham glicerol na solugéo reticuladora. No presente trabalho observou-se que a adicéo
de ions calcio ja no primeiro estagio foi necessaria para que os filmes pudessem ser
adequadamente retirados dos suportes e para que ndo houvesse enrugamento e
solubilizacdo dos mesmos na etapa de reticulacdo final (2° estigio). No entanto, em
concentragdes acima de 0,06 g CaCl,.2H,0/g alginato no 1° estagio provavelmente ocorreu
um fechamento excessivo da matriz dificultando a entrada de mais fons Ca*? no 2° estagio
(Figura 4.1 a). Com relacdo a concentracdo de célcio no 2° estagio, 0s grupos carboxilicos
do alginato de sédio reagem com os fons Ca*? para formar uma rede entre as cadeias do
polimero. Roger et al. (2006) sugerem que ocorra uma reticulagdo instantanea das
moléculas interfaciais de alginato pelos fons Ca*?, fazendo com que uma barreira protetora
se forme nas superficies do filme prevenindo a dissolug¢do do alginato. Porém observou-se
que se a concentracdo for muito alta (acima de 6 g CaCl,.2H,0/100 mL, para as condic¢des
utilizadas neste estudo) poderia estar havendo um bloqueio muito rapido da superficie de

forma que o interior do filme ndo consiga ser reticulado adequadamente.

Al-Musa et al. (1999) relatam que a reagdo de reticulacdo de filmes de alginato
com ions célcio €é rapida e que acima de 30 minutos o tempo de imersdo ndo tem mais
nenhum efeito. Em outro trabalho, Sartori et al. (1997) monitoraram a concentracdo de
cations Na* e Ca*? em filmes de alginato. Estes autores observaram que filmes tratados por
imersdo em solugéo de CaCl, (0,8% p/v) apresentaram uma substituicdo de mais da metade
dos sitios ativos por ions célcio nos primeiros 30 segundos de imersao e que apds 30 min de
imersdo ndo houve diferenca significativa no contetdo de ions célcio. Pavlath et al. (1999)

compararam as caracteristicas de filmes de alginato reticulados com diferentes cations
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multivalentes (Ca*?, Al'®, Cu*?, Fe*?e Zn*?) variando a concentracdo da soluco reticulante
e o tempo de imersdo. Os autores constataram que a reticulacdo e consequentemente, a
massa solubilizada em &gua dos filmes era funcéo tanto do tempo como da concentracao da
solugdo. Os autores supdem que dois processos competitivos ocorrem na reticulagdo por
imersdo: a rapida dissolucdo do alginato de sodio e a difusdo lenta dos cations multivalentes
que reticulam a superficie do filme reduzindo a taxa de dissolugdo. Desta forma a
concentracdo da solucdo deve ser suficiente para se sobrepor a dissolugdo. Assim como
observado no presente estudo, concentracGes abaixo de 2 g CaCl,.2H,0/100 mL ndo foram

suficientes para produzir filmes insoldveis.

4.1.2.2 Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de alginato

Os valores dos coeficientes de permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 4.1) dos
filmes de alginato variaram de 4,50 a 5,99 g.mm/m®dia.kPa na regido experimental
estudada. Quando comparados aos resultados de outros pesquisadores para filmes de varios
biopolimeros, os valores obtidos neste trabalho s&o relativamente baixos, indicando que a
reticulacdo das cadeias de alginato com ions calcio foi eficiente para formar uma matriz
coesa dificultando a passagem das moléculas de agua. Park e Chinnan (1995) obtiveram
aproximadamente 10,0; 53,2 e 7,9 g.mm/m?.dia.kPa para filmes de zeina de milho, gliten
de trigo e metilcelulose, respectivamente. Zactiti (2004) obteve filmes de alginato
reticulados com 0,02 g CaCl,.2H,0/g alginato no primeiro estagio e aspersdo de solugdo
5% de CaCl.2H,O (m/v) na superficie do filme que apresentaram PVA de

aproximadamente 6,5 g.mm/m?.dia.kPa.

Alguns autores observaram um aumento linear da PVA em fungéo da espessura do
filme (Park e Chinnan, 1995; Sobral, 2000). No caso dos filmes de alginato puro, obtidos
no presente trabalho, é possivel comparar os valores de PVA, pois todos 0s experimentos
realizados produziram filmes com espessuras semelhantes (p < 0,05), conforme mostra a
Tabela 4.2.

De acordo com a definicdo estabelecida por Krochta e De Mulder Johnston (1997),
os filmes de alginato obtidos encontram-se na faixa considerada como moderada, que
compreende valores de PVA entre 0,1-10 g.mm/m?.dia.kPa. No entanto os valores de PVA

obtidos estdo bem acima dos valores estabelecidos para filmes sintéticos de polietileno,
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como por exemplo, o polietileno de baixa densidade que apresenta um valor de PVA de

aproximadamente 0,08 g.mm/m?.dia.kPa.

Os efeitos estatisticos dos parametros estudados (concentracdo de CaCl,.2H,O no
1° estagio, concentracdo de CaCl,.2H,O no 2° estagio e tempo de imersdo) sobre a
permeabilidade ao vapor de adgua dos filmes estdo apresentados na Tabela 4.6. Verifica-se
que, as variaveis concentragdo de CaCl.2H,O no 1° estdgio e tempo de imersdo
influenciaram significativamente a permeabilidade dos filmes de alginato puro a um nivel
significancia de 5%. Tanto a concentracdo de CaCl,.2H,O no 1° estagio como o tempo de
imersdo apresentaram efeito negativo sobre a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes.
Desta forma pode-se dizer que um aumento na concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio
de 0,02 (-1) para 0,06 (+1), provocou, em média, uma diminui¢cdo no PVA dos filmes de
alginato de 0,51 g.mm/m?.dia.kPa. J& com relacéo ao tempo de imersdo um aumento de 13
(-1) para 48 (-1) minutos acarretou em um diminuicdo em média de 0,46 g.mm/m.dia.kPa
no PVA destes filmes. A varidvel concentracdo de CaCl,.2H,O no 2° estagio ndo foi
estatisticamente significativa dentro da faixa de estudo utilizada. Da mesma forma, 0s
termos de interagdo das variaveis estudadas ndo apresentaram significancia estatistica
(p<0,05), ou seja, o efeito entre os niveis de uma variavel ndo é influenciado pela mudanca

no nivel de outra variavel.

Tabela 4.6: Efeito das varidveis estudadas sobre o PVA dos filmes de alginato

Efeito Desvio p (95% de
Fatores ) . 3 ]
(g.mm/m*.dia.kPa) padrdo confianca)
Média 4,6373 0,0811 0,0003*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,5099 0,0762 0,0216*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x2] -0,0906 0,0762 0,3564
Tempo de imerséo [Xs] -0,4560 0,0762 0,0268*
CaCl,.2H,0 (1° estégio) 0,3770 0,0839 0,0461*
Quadratico CaCl,.2H,0 (2° estagio) 0,1004 0,0839 0,3540
Tempo de imersédo 0,5094 0,0839 0,0261*
X1X2 -0,0410 0,0996 0,7202
Interagdes X1X3 0,2992 0,0996 0,0952
X2X3 -0,1339 0,0996 0,3109

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)
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Desconsiderando os fatores ndo significativos, foram obtidos os coeficientes de
regressdo para 0 modelo quadratico que relaciona a permeabilidade ao vapor de agua em
funcdo das variaveis estudadas (Tabela 4.7). Apesar do termo de interacdo entre a
concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio e o tempo de imersdo (x;xs) ndo ter apresentado
importancia estatistica a sua retirada do modelo afetava negativamente o ajuste dos dados
experimentais. Desta forma, este termo foi mantido no modelo quadratico proposto
representado pela Equacédo 4.2. A escolha dos termos que devem ser incluidos ou excluidos
do modelo é muito importante. Muitas consideragdes, estatisticas ou ndo, influenciam na
decisdo. Normalmente, o primeiro passo para se excluir um termo do modelo é observar o
seu valor p, ou seja, nesse caso, se p < 0,05, o termo deve ser mantido no modelo. No
entanto, algumas vezes, mesmo que o valor p seja maior que o, pode-se querer incluir o
termo no modelo. Primeiramente observa-se como o R? ajustado muda quando o termo é
excluido. Quanto mais alto for o R? ajustado, melhor é o modelo, consequentemente se o
valor R? ajustado diminuir pela exclusdo do termo, 0 mesmo deve permanecer no modelo.

Os demais termos foram descartados do modelo e adicionados aos residuos.

Tabela 4.7: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nédo
significativos, para o PVA dos filmes de alginato

Fatores Coeficiente  Valor p
Média 4,7015 0,0002*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] - 0,2520 0,0216*
Tempo de imerséo [Xs] - 0,2280 0,0268*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,1737 0,0493*

Quadratico _

Tempo de imersao 0,2399 0,0268*

InteracOes X1X3 0,1496 0,0952

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

PVA = 4,7015-0,2520x; +0,1737x% —0,2280x 5 +0,2399x 2 +0,1496X X 5 (4.2)

A andlise de variancia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo de segunda ordem

da Equacéo 4.2 esta apresentada na Tabela 4.8. O modelo proposto € valido, uma vez que o
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valor de Feaculado da regressdo em relacdo aos residuos foi maior que 0 Fipelado- O
coeficiente de determinacdo (R?) foi igual a 0,76, indicando que para os filmes de alginato
puro, 76% da variagdo na permeabilidade ao vapor de agua ser explicada através do modelo
da Equagdo 4.2, a méaxima variacio explicavel foi de 98,87%. Apesar do R? ter sido baixo
0 modelo ndo apresentou falta de ajuste. O erro puro calculado foi baixo, indicando
reprodutibilidade dos dados. O modelo da Equacdo 4.2 foi entdo utilizado para gerar as

superficies de resposta apresentadas na Figura 4.2 a-c.

Tabela 4.8: Andlise de variancia para o PVA dos filmes de alginato

Soma dos Graus de Média
Fonte de ) .
o quadrados  Liberdade  Quadratica Fealculado Frabelado
variagao
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressédo 2,6719 5 0,5344 6,90 2,45
Residuos 0,8519 11 0,0770
Falta de ajuste 0,8122 9 0,0902 4,56 9,38
Erro puro 0,0397 2 0,0198
Total 3,5238 16

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,758, R* ajustado = 0,648

Pode-se observar através da Figura 4.2a, que quando o tempo de imersdo é fixado
em 30,5 minutos, os menores valores de PVA séo obtidos utilizando-se concentragdes de
CaCl,.2H,0 no 1° estagio entre 0,04 e 0,06 g/g alginato, independente da concentracdo de
CaCl,.2H,0O no 2° estagio. Baseando-se nestas informagdes foi possivel estabelecer as
faixas das variaveis estudadas que resultam nos menores valores de PVA, ou seja,
propiciam a obtencdo de filmes com melhor propriedade de barreira ao vapor de &gua.
Quando a concentracdo de CaCl,.2H,0 no 2° estagio é fixada em 4,5 g/100 mL, observa-se
uma regido bem definida de minimo de PVA (Figura 4.2b), utilizando-se em torno de 0,05
e 0,06 g CaCl,.2H,0/g alginato no primeiro estagio e um tempo de imersdo entre 35 e 40
minutos. Se a concentracdo de CaCl,.2H,O no 1° estagio é fixada em 0,04 g/g alginato,
observa-se que o intervalo de tempo de imersdo que promoveu os menores valores de PVA
foi entre 30 e 45 minutos, independente da concentracdo de CaCl, no 2° estagio, na faixa
estudada.
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Figura 4.2: Superficies de resposta e curvas de contorno para o coeficiente de
permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes de alginato em funcéo das concentracdes de
CaCl,.2H,0 no 1° e no 2° estagio (a), da concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estégio e do

tempo de imersdo (b) e da concentracdo de CaCl,.2H,0 no 2° estagio e do tempo de
imerséo (c)
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4.1.2.3 Grau de intumescimento dos filmes de alginato

Os efeitos dos fatores estudados e de suas interacOes, sobre o grau de
intumescimento dos filmes de alginato puro, estdo apresentados na Tabela 4.9. O termo
linear da variavel tempo de imersdo e os termos de interacdo entre as variaveis estudadas
ndo apresentaram efeito significativo sobre o grau de intumescimento dos filmes. A
concentracdo de CaCl, nos dois estagios da confecgdo dos filmes apresentou efeito
negativo, a um nivel de confianca de 95%, indicando que, conforme o esperado, 0 aumento
da concentracdo do agente reticulante na matriz polimérica, provoca uma diminuigdo no
grau de intumescimento dos filmes. E interessante notar que, para 0 grau de
intumescimento, o efeito da concentracdo de CaCl, no 2° estagio foi aproximadamente o
dobro do efeito da concentracdo do mesmo no 1° estagio. Isto indica que na reticulagéo
final provavelmente ocorre um fechamento da superficie do filme impedindo que as

moléculas de agua penetrem na matriz.

Tabela 4.9: Efeito das variaveis estudadas sobre o grau de intumescimento dos filmes de
alginato

Efeito .
Desvio p (95% de
Fatores (9H20/g « :
padréo confiancga)
amostra)
Média 0,6274 0,0033 0,0000*
Ui CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,0255 0,0031 0,0147*
inear
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [X2] -0,0506 0,0031 0,0038*
Tempo de imerséo [Xs] -0,0064 0,0031 0,1775
CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,0150 0,0034 0,0485*
Quadratico CaCl,.2H,0 (2° estagio) 0,0398 0,0034 0,0074*
Tempo de imerséo 0,0468 0,0034 0,0053*
X1X2 -0,0175 0,0041 0,0503
InteracOes X1X3 0,0175 0,0041 0,0503
X2X3 0,0125 0,0041 0,0921

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)
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Apesar do termo linear do tempo de imersdo e dos termos de interagcdo nédo terem
sido estatisticamente significativos (p<0,05) na faixa estudada, optou-se por manté-los na
construcdo do modelo quadratico, pois, o ajuste dos dados se mostrou superior. Os
coeficientes de regressdo obtidos estdo apresentados na Tabela 4.10. O modelo codificado
do grau de intumescimento (GI) em fungdo das varidveis estudadas esta apresentado na

Equacéo 4.3.

Tabela 4.10: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para o grau de intumescimento dos filmes de alginato

Fatores Coeficiente Valor p
Média 0,6274 0,0000*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,0127 0,0147*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x2] -0,0253 0,0038*
Tempo de imerséo [Xs] -0,0032 0,1775
CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,0075 0,0485*
Quadratico CaCl,.2H,0 (2° estagio) 0,0199 0,0074*
Tempo de imerséo 0,0234 0,0053*
X1X2 -0,0087 0,0503
InteracOes X1X3 0,0087 0,0503
X2X3 0,0062 0,0921

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Gl =0,6274-0,0127x, +0,0075x? —0,0253x , +0,0199x2 —0,0032X

(4.3)
+0,0234x5 —0,0087x,X, +0,0,0087X ;X 5 +0,0062X ,X

A analise de variancia (Tabela 4.11) mostrou que o modelo proposto é valido, pois
Fealculado > Fravelado. O modelo ndo apresentou falta de ajuste significativa a um nivel de 5%

de probabilidade e o coeficiente de determinacéo foi bom (R*=0,86).

As superficies de respostas e seus respectivos graficos de contorno gerados a partir

do modelo quadrético da Equacéo 4.3 estdo mostrados na Figura 4.3a-c.
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Tabela 4.11: Anélise de variancia para o grau de intumescimento dos filmes de alginato

Soma dos Graus de Média
Fonte de ) .
o quadrados Liberdade Quadratica  Fearculado Frabelado
variagao
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressdo 0,020973 9 0,002330 4,98 3,68
Residuos 0,032740 7 0,000468
Falta de ajuste 0,003207 5 0,000641 19,14 19,30
Erro puro 0,000067 2 0,000035
Total 0,024247 16

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,865, R” ajustado= 0,691

A capacidade do alginato de se intumescer € facilitada pelos grupos carboxilicos,
que se associam fortemente a moléculas de 4gua. Um aumento na concentracdo de ions
calcio diminui a disponibilidade destes grupos e consequentemente a hidrofilicidade do
sistema, induzindo a liberacdo da &gua pela rede polimérica. Roger et al. (2006) avaliando
0 grau de intumescimento de filmes de alginato com diferentes graus de substituicdo de
fons sodio pelos ions calcio, o qual era promovido através da imersdo dos filmes em
solugdes de CaCl, por diferentes tempos, observaram que com a reticulacdo ocorria a
formacdo de uma rede mais densa que obviamente intumescia menos. Observando a Figura
4.3a-c, pode-se concluir que, de maneira geral, o aumento da concentracdo de CaCl, nos
dois estagios da fabricacdo dos filmes promove um aumento do grau de substituicdo dos
fons Na*? presentes nas moléculas de alginato pelos fons Ca*?, e consequentemente um
menor grau de intumescimento da matriz. Com relacdo ao tempo de tratamento, diversos
autores (Rhim, 2004, Al-Musa et al.,1999, Sartori et al., 1997, Pavlath et al., 1999)
afirmam que o intumescimento é inversamente proporcional ao tempo de imersdo, mas que
apos aproximadamente 30 minutos o grau de intumescimento fica praticamente constante.
Roger et al. (2006) explicam que no momento inicial do contato do filme com a solugéo de
calcio, todos os sitios ativos presentes nas moléculas de alginato estdo disponiveis, de
forma que os cations podem rapidamente se ligar para unir as cadeias do polimero. Com o
tempo, os cétions precisam se difundir através da rede parcialmente formada, causando uma
resisténcia a difusdo e fazendo com que o processo de substituicdo seja mais lento. No

presente trabalho o filme formado j& continha célcio na matriz, pois devido a limitaces
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praticas de manuseio definiu-se que a minima concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio
era de 0,01 g/g alginato, de forma que a difusdo dos ions calcio no 2° estagio possa ser mais
lenta que em filmes que ndo contenham célcio inicialmente. Roger et al. (2006) relatam que
mais da metade da substituicdo entre sddio e calcio ocorre dentro dos primeiros 5 minutos
de tratamento e que apos este periodo a concentracdo de célcio aumenta lentamente até
atingir um valor constante (por volta de 10 minutos), que corresponde a0 maximo grau de
substituicdo. Atraves da Figura 4.3 b e ¢ observa-se que os menores valores de grau de
intumescimento foram obtidos na faixa de 20 a 40 minutos de imersdo, dependendo das
concentragdes de CaCl,.2H,O no 1° e no 2° estagio. Com relacdo & concentracdo de
CaCl,.2H,0 no 1° e no 2 ° estagio, pode-se dizer que 0s menores graus de intumescimento
da matriz foram obtidos quando se utilizou mais que 0,04 g/g alginato e entre 5 e 6 g/100

mL, no 1° e no 2° estagio, respectivamente.
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Figura 4.3: Superficies de resposta e curvas de contorno para o grau de intumescimento dos

filmes de alginato em fungdo das concentracfes de CaCl,.2H,0 no 1° e no 2° estagio (a), da

concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio e do tempo de imerséo (b) e da concentracdo de
CaCl,.2H,0 no 2° estagio e do tempo de imerséo (c)
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4.1.2.4 Propriedades Mecanicas: Tensdo e alongamento na ruptura dos filmes de
alginato

A resisténcia mecanica dos filmes de alginato esta diretamente relacionada com a
quantidade de zonas de juncdo e a natureza das associacOes envolvidas nestas zonas
formadas no processo de reticulagdo (Oakenfull, 1987). As propriedades mecanicas séo
caracteristicas importantes, pois elas podem predizer a estabilidade e a funcionalidade dos

biofilmes.

A tensdo de ruptura, TR, é uma medida da forca, enquanto que o alongamento é
uma medida da capacidade do filme em se esticar antes de se romper. Estas propriedades
sdo caracteristicas importantes para materiais de embalagens (Krochta e De Mulder
Johnston, 1997). TR depende da &rea superficial e da forca das ligagGes entre as cadeias dos
polimeros. A TR variou de 82,0 a 99,4 MPa para filmes de alginato reticulados com ions
Ca*? (Tabela 4.1). Com relagdo ao alongamento, foram encontrados valores entre 1,8 a
10,0%.

As propriedades mecénicas de tensdo e alongamento na ruptura foram analisadas
em conjunto, pois estes dados sdo obtidos a partir de um mesmo ensaio. Inicialmente estéo
apresentados os resultados individuais da analise estatistica, seguida de uma discussdo
global das superficies de reposta obtidas.

Os valores dos efeitos das variaveis concentracdo de CaCl,.2H,O no 1° estégio,
concentracdo de CaCl,.2H,0 no 2° estagio e tempo de imersdo sobre a tensdo de ruptura
dos filmes estdo apresentados na Tabela 4.12. Pode-se observar que a um nivel de
significancia de 5%, todos os termos do modelo quadratico, com exce¢do do termo linear
do tempo de imersdo e do termo de interagdo entre a concentragdo de CaCl,.2H,0 no 1°
estagio e o tempo de imersdo (XiX3), apresentaram significancia estatistica. As variaveis
CaCl,.2H,0 no 1° estégio e concentracdo de CaCl,.2H,0 no 2° estagio (termos lineares)
foram as que apresentaram maior efeito sobre a TR dos filmes, sendo que um aumento de
nivel dessas variaveis de (-1) para (+1), provocam um aumento, em média, de 6 e 5 MPa,
respectivamente. Apesar dos termos lineares das variaveis significativas terem apresentado
efeito positivo sobre a resposta, a interacdo entre elas apresentou efeito negativo. As outras

interagdes das concentragdes de CaCl, com o tempo de imersdo também foram negativas.
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Tabela 4.12: Efeito das variaveis estudadas sobre a tensdo na ruptura dos filmes de alginato

Efeito Desvio p (95% de
Fatores .
(MPa) padrdo confiancga)
média 97,2613 0,2842 0,0000*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estégio) [x1] 6,0075 0,2669 0,0020*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x2] 5,0048 0,2669 0,0028*
Tempo de imerséo [Xs] -0,7592 0,2669 0,1046
CaCl,.2H;0 (1° estagio) -2,3183 0,2938 0,0157*
Quadrético CaCl,.2H,0 (2° estagio) -4,9761 0,2938 0,0035*
Tempo de imersédo -2,6475 0,2938 0,0121*
X1X2 -1,5760 0,3487 0,0456*
InteracOes X1X3 -0,6972 0,3487 0,1836
X2X3 -4,3634 0,3487 0,0063*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Apos a analise dos efeitos de cada variavel e de sua significancia, foram definidos
os termos a serem incluidos no modelo quadratico. Os coeficientes de regressao obtidos

para 0 modelo estatistico codificado estdo apresentados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para a tensdo na ruptura dos filmes de alginato

Fatores Coeficiente Valor p
Média 97,2613 <0,0001*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [xi] 3,0037 0,0020*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x] 2,5024 0,0028*

Tempo de imerséo [Xs] -0,3796 0,1046
CaCl,.2H,0 (1° estagio) -1,1592 0,0157*
Quadratico CaCl,.2H,0 (2° estagio) -2,4880 0,0035*
Tempo de imerséo -1,3237 0,0121*
Interacdes X1X2 -0,7880 0,0456*
X2X3 -2,1817 0,0063*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)
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O termo linear do tempo de imerséo foi mantido no modelo devido ao fato de seus
termos quadratico e de interacdo como a concentracdo de CaCl, no 2° estagio serem
significativos. A exclusdo destes termos prejudicava o ajuste dos dados. Os demais termos
foram descartados do modelo e adicionados aos residuos.

De acordo com os valores encontrados na Tabela 4.13, 0 modelo codificado para a
resposta tensdo na ruptura dos filmes de alginato esta apresentado na Equacéo 4.4.

TR = 97,2613+ 3,0037x, —1,1592x? +2,5024x , — 2,4880x 2 — 0,3796X 5

(4.4)
~1,3237x2 —0,7880x ;X , —21817X ,X 5

Os resultados da analise de variancia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo
codificado da Equagéo 4.4 estdo apresentados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14: Anélise de variancia para a tensdo na ruptura dos filmes de alginato

Graus de Média
Fonte de Soma dos ) -
o Liberdade Quadratica  Fcaculado Fiabelado
variagao guadrados (SQ)
(GL) (SQ/GL)
Regressao 328,9155 8 41,1144 13,38 3,44
Residuos 24,5883 8 3,0735
Falta de ajuste 24,1018 6 4,0170 16,51 19,33
Erro puro 0,4865 2 0,2432
Total 353,5038 16

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,930, R* ajustado= 0,861

Verifica-se um bom coeficiente de determinacdo (R°=0,93). A significancia do
modelo foi conferida pelo valor de Feaculado da regressdo em relacéo aos residuos o qual foi
aproximadamente 3 vezes maior que 0 Fipelado- O modelo ndo apresentou falta de ajuste,
pois 0 valor do Feaculado da falta de ajuste em relacéo ao erro puro foi menor que o valor de
Fravelado- A partir da validacdo do modelo quadratico proposto obteve-se as superficies de
resposta e suas respectivas curvas de contorno em fungdo das variaveis estudadas (Figura
4.4 (a-c)).
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Na Tabela 4.15 estdo apresentados os efeitos das variaveis estudadas sobre o
alongamento dos filmes de alginato puro. Pode-se verificar que, para o alongamento, as
concentragdes de CaCl, tanto no primeiro como no segundo estagio apresentaram efeito
negativo, o que era esperado, pois com 0 aumento da concentragdo de agente reticulante a
estrutura polimérica tende a se tornar mais rigida e menos flexivel. Observa-se que o efeito
da concentracdo de CaCl,.2H,O no 1° estdgio apresentou um efeito 1,7 maior na
propriedade de alongamento dos filmes comparado ao efeito provocado pela concentragéo
de CaCl,.2H,0 no 2° estégio. Isto poderia sugerir que a pré-reticulacdo no 1° estagio atua
malis internamente nas cadeias da matriz, enquanto que a reticulagdo final atuaria mais na
superficie, dada a alta concentracdo de ions Ca*? disponiveis no banho de imerséo, fazendo
com que estes fechem a superficie do filme rapidamente ndo permitindo a penetragdo de
mais agente reticulante ao longo da espessura do mesmo. O tempo de imersdo (termo
linear, quadratico e interacdo) ndo apresentou significancia estatistica ao nivel de 5% de
probabilidade. Os demais termos de interagdo também ndo foram estatisticamente

importantes.

Tabela 4.15: Efeito das variaveis estudadas sobre o alongamento na ruptura dos filmes de
alginato

) Desvio p (95% de
Fatores Efeito (%) )
padréo confianga)
média 9,3934 0,3515 0,0014*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -4,5434 0,3301 0,0052*
CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x] -2,6320 0,3301 0,0154*
Tempo de imerséo [Xs] 0,8699 0,3301 0,1189
CaCl,.2H,0 (1° estégio) -2,9363 0,3633 0,0150*
Quadrético CaCl,.2H,0 (2° estégio) -2,8288 0,3633 0,0161*
Tempo de imerséo -1,2958 0,3633 0,0704
X1X2 0,3100 0,4313 0,5469
InteracOes X1X3 1,3175 0,4313 0,0925
X2X3 -1,0650 0,4313 0,1322

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)
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Os coeficientes considerados para a formulacdo do modelo quadrético codificado
que relaciona o alongamento dos filmes com as variaveis estudadas estdo apresentados na
Tabela 4.16. Excluiu-se do modelo apenas o termo de interagdo entre as concentragcfes de
CaCl,.2H,0 no 1° e no 2° estéagio, pois foi verificado que a exclusdo dos demais termos nédo
significativos piorava o ajuste dos dados. O termo excluido foi adicionado aos residuos. Os
dados da Tabela 4.16 permitiram a obtencdo do modelo matemético codificado

representado pela Equacdo 4.5.

Tabela 4.16: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para o alongamento na ruptura dos filmes de alginato

Fatores Coeficiente Valor p

Média 9,3934 0,0014*

Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -2,2717 0,0052*

CaCl,.2H,0 (2° estagio) [x] -1,3160 0,0154*
Tempo de imerséo [Xs] 0,4349 0,1189

CaCl,.2H,0 (1° estagio) -1,4681 0,0150*

Quadratico CaCl,.2H,0 (2° estagio) -1,4144 0,0161*
Tempo de imerséo -0,6479 0,0704
Interacdes X1X3 0,6587 0,0925
X2X3 -0,5325 0,1322

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Alongamento = 9,3942 — 2,2717x —1,4681x? —1,3160x, —14144x2 s
+0,4349x; — 0,6479x2 + 0,6587x X3 — 0,5325X, X '

A andlise de variancia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo de segunda ordem
da Equacdo 4.5 esta apresentada na Tabela 4.17. Pode-se observar que o modelo proposto é
valido, uma vez que Feaicuado > Frabetado. O COeficiente de determinacdo (R?) foi igual a 0,94,
indicando que para os filmes de alginato puro, 94% da variacdo no alongamento dos filmes
de alginato pode ser explicada através do modelo da Equagdo 4.5. O modelo ndo apresentou
falta de ajuste e o erro puro calculado foi baixo, indicando boa reprodutibilidade dos dados.
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O modelo da Equacdo 4.5 foi entdo utilizado para gerar as superficies de resposta
apresentadas na Figura 4.5 a-c.

Tabela 4.17: Anélise de varidncia para o alongamento na ruptura dos filmes de alginato

Graus de Média
Fonte de Soma dos ) )
. - leerdade Quadl’él'[lca Fcalculado Ftabe|ad0
variagao guadrados (SQ)
(GL) (SQ/GL)
Regresséo 138,6319 8 17,3290 15,64 3,44
residuos 8,8629 8 1,1079
Falta de ajuste 8,1188 6 1,3531 3,64 19,33
Erro puro 0,7441 2 0,3720
Total 147,4948 16

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,940, R” ajustado= 0,880

Através das Figuras 4.4 (a-c) pode-se observar que, na faixa de estudo analisada,
0s maiores valores de tensdo na ruptura para os filmes de alginato puro sdo encontrados
utilizando-se as maiores concentragdes de CaCl,.2H,0 tanto no primeiro como no segundo
estagio. Contrariamente, os maiores valores de alongamento na ruptura sdo obtidos
utilizando-se as menores concentracdes de CaCl, (Figuras 4.5 (a-c)). O aumento na tensao
na ruptura e a respectiva diminuicdo no alongamento dos filmes de alginato devido ao
tratamento com CacCl; se deve principalmente a reticulagdo da matriz polimérica formada
entre os grupos carboxilicos do alginato e fons Ca*. Os valores de tensdo e alongamento na
ruptura encontrados no presente estudo sdo similares aos determinados por outros autores
que trabalharam com filmes de alginato de célcio, reticulados por imersdo (Rhim, 2004;
Pavlath et al. 1999, Chavez et al., 1994). Por exemplo, Rhim (2004) obteve 85,9 MPa e
3,8% para a tensdo e o alongamento na ruptura, respectivamente, de filmes de alginato
reticulados por imersédo em solugéo contendo 5 g CaCl,.2H,0/100 mL durante 5 minutos.
No entanto, é importante ressaltar que este autor ndo realizou a pré-reticulagdo da matriz (1°
estagio) nem utilizou glicerol na solucdo reticuladora do 2° estagio. A auséncia de
plastificante no 2° estagio resultou, em um menor valor de alongamento dos filmes obtidos
por estes autores (3,8%) em comparacdo aos valores previstos pelo presente estudo em

condicdes experimentais semelhantes (~ 8%) (Figuras 4.5 (a-c)).
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4.1.3 Otimizagéo da formulagéo do filme de alginato

Apos a andlise individual de cada resposta, o planejamento fatorial permitiu a
escolha da melhor condicdo de processamento para os filmes de alginato, objetivando a
obtencédo de filmes com baixa massa solubilizada em agua, PVA, grau de intumescimento e

boa resisténcia mecanica (alta tenséo e alongamento na ruptura).

Gontard et al. (1992) ressaltam que através das superficies de resposta é possivel
estabelecer faixas de processamento ou formulagdo baseadas nas caracteristicas desejadas
para a aplicacdo especifica a qual o filme se destina. Desta forma, utilizou-se uma
ferramenta de otimizacdo do Software Statistica chamada fungdo “desejabilidade”, a qual
permite apontar a melhor condigéo para as respostas desejadas. Assim, no caso dos filmes
de alginato puro, os menores valores de massa solubilizada em &agua, PVA e grau de
intumescimento, e os maiores valores de tensdo e alongamento na ruptura sao previstos
quando se utiliza concentragdo de CaCl,.2H,O no 1° estagio de 0,04 g/g alginato,
concentracdo de CaCl,.2H,0 no 2° estdgio de 4,75 g/100 mL e tempo de imersdo de 32,5
minutos (Figura 4.6). Nestas condi¢Oes os filmes de alginato puro devem apresentar as

seguintes caracteristicas:

MS = 0,139 g/g massa seca
PVA = 4,57 g.mm/m*.dia.kPa
Gl = 0,62 g H,O/g amostra
TR = 97,95 MPa

Alongamento = 8,76%

Por questfes préticas os valores otimizados das varidveis foram aproximados para
0,04 g/g alginato, 5 g/100 mL e 30 minutos, para a concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1°
estagio, a concentracdo de CaCl,.2H,O no 2° estdgio e o tempo de imersdo,
respectivamente. Para validar o planejamento experimental, filmes de alginato puro
produzidos segundo esta formulagdo otimizada foram preparados e caracterizados. Os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.18.
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Figura 4.6: Grafico das repostas da funcdo “desejabilidade” para os filmes de alginato
Tabela 4.18: Resultados da caracterizagcdo da formulagdo otimizada dos filmes de alginato
PVA*
) Alongamento**
6 ** (mm) (g.mm/m~.
(g/g massa seca) ) (%)
dia.kPa)
0,048 (0,002) 0,148 (0,035) 4,04 (0,09) 0,68 (0,09) 96,25 (4,21) 8,37 (1,03)

8 = espessura, MS = massa solubilizada em 4gua, PVA= coeficiente de permeabilidade ao vapor de dgua, Gl
= grau de intumescimento, TR = tensdo na ruptura
Média (desvio padrdo) de: * trés determinacdes experimentais; ** dez determinacfes experimentais
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4.2 Filmes compostos de alginato e quitosana

4.2.1 Ensaios preliminares

Foram realizados diversos ensaios preliminares com o intuito de obter filmes
compostos de alginato e quitosana, baseando-se em resultados apresentados na literatura.
Nestes ensaios foram avaliadas diversas sequéncias de mistura das solucGes filmogénicas,
diferentes proporgdes entre as solugdes dos biopolimeros, assim como a avaliacdo da
necessidade de se realizar as etapas de reticulagio com ions céalcio. A metodologia

desenvolvida envolve as etapas descritas no Item 3.3.

Experimentalmente observou-se que era necessario utilizar uma forte agitacéo para
se obter uma mistura homogénea. A reacdo entre os dois polimeros é muito répida, sendo
necessario a adaptacdo do sistema reacional para que a solucdo de quitosana fosse
introduzida pelo fundo do béquer contendo inicialmente a solugdo de alginato. Deste modo
a mesma é imediatamente homogeneizada ao entrar. Quando a solugdo de quitosana era
adicionada pela parte de cima do béquer, ou seja, sobre a solugdo de alginato, observava-se
imediatamente a formagdo de uma camada gelificada que impedia a dispersdo de uma

solugéo na outra.

Os filmes compostos resultantes do processo com este sistema adaptado eram
homogéneos, porém menos transparentes que os filmes simples de alginato e quitosana e
apresentavam algumas estrias finas uniformemente distribuidas, caracteristicas da interagdo
entre 0s dois polimeros. Yan et al., 2001, produziram filmes compostos de alginato e
quitosana, esta com diferentes massas molares (baixa, média e alta). Estes autores
observaram que os filmes formados com quitosana de massa molar alta (10,0x10° g/mol)
apresentavam superficie heterogénea, aspera e bastante estriada. No entanto, os filmes
formados com quitosana de massa molar média (5,3x10° g/mol) e baixa (1,3x10° g/mol)
apresentavam superficie lisa com estrias finas uniformemente distribuidas. A quitosana
utilizada neste trabalho, conforme indicado no Item 3.1, se enquadraria entre a de massa
molar baixa e média (3,7x10° g/mol) e esta de acordo com as caracteristicas descritas por

estes autores.
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4.2.2 Planejamento fatorial completo 2° para os filmes compostos de alginato e
quitosana

Apos a otimizagdo da formulacdo dos filmes elaborados apenas com alginato, um
segundo delineamento composto central rotacional, 2* + 4 pontos axiais + 3 repeticdes no
ponto central foi utilizado para estudar os efeitos da adi¢do de quitosana e da concentragédo
de CaCl, (1° estagio) nas propriedades de massa solubilizada em agua, permeabilidade ao
vapor de agua, grau de intumescimento e propriedades mecéanicas (tensdo e alongamento na

ruptura) de filmes compostos de alginato e quitosana.

Nos ensaios preliminares verificou-se que a méxima fracdo massica de quitosana
possivel de se trabalhar, nas condicGes reacionais utilizadas, era de 0,35 (nivel superior do
planejamento). Acima deste valor, a solugéo ficava muito viscosa e, consequentemente, ndo

fluia adequadamente, prejudicando a deposicdo uniforme no suporte.

Rajaonarivony et al. (1993) enfatizam que a condicdo de pré-gel formada entre o
alginato de sodio e o cloreto de célcio é essencial para permitir as interagdes idnicas entre o
alginato e outro polimero catidnico. De et al. (2003), estudando a formacdo de
nanoparticulas de alginato e quitosana, relatam que uma baixa concentracdo de CaCl,
(aproximadamente 0,2 mg CaCl,.2H,0O/mg alginato) € necessaria para a formacao do pré-
gel de alginato de calcio carregado negativamente que é subsequentemente envelopado pela
quitosana carregada positivamente. Os autores explicam que 0s polimeros catiénicos (ex.
quitosana) restringem o avango da ligagdo cooperativa entre 0s ions célcio e o alginato.
Porém quando a concentracdo de célcio excede a concentragdo de pré-gel, os ions célcio se
ligam cooperativamente as moléculas de alginato impedindo a ligacdo de moléculas de
quitosana suficientes para formar o complexo alginato/quitosana. A maxima concentracdo
de CaCl,.2H,O possivel de ser adicionada a solucdo de alginato, nas condicdes
operacionais utilizadas, foi de 0,07 g/g alginato (nivel superior do planejamento), acima

deste nivel, a solugdo apresentava gelificagdo excessiva.

Todos os filmes compostos produzidos sem uma reticulagio complementar (2°
estagio), ndo eram capazes de manter a sua integridade em agua e apresentaram alto grau de
intumescimento. Optou-se, assim, por realizar o tratamento dos mesmos na mesma
condicdo otimizada para os filmes de alginato puro, ou seja, os filmes eram imersos em 50

mL de solucdo contendo 5 g CaCl,.2H,0/100 mL e 5 mL glicerol/200 mL por 30 minutos.
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Os valores de massa solubilizada em agua, permeabilidade ao vapor de agua, grau
de intumescimento e propriedades mecanicas (tensdo e alongamento na ruptura) dos filmes

compostos de alginato e quitosana estdo apresentados na Tabela 4.19.

Tabela 4.19: Resultados do planejamento fatorial completo 22 para os filmes compostos de
alginato e quitosana

PVA * GI*
) MS* , TR** Alongamento**
Ensaio (g.mm/m*. (g H2O0/g
(g/g massa seca) ) (MPa) (%)
dia.kPa) amostra)
1 0,217 (0,003) 4,90 (0,11)° 0,76 (0,01)* 74,70 (7,95)° 11,85 (2,04)®
2 0,275 (0,003)" 6,91(0,01)" 1,27 (0,05° 64,50 (5,89)* 19,35 (2,67)%
3 0,163 (0,009)* 4,30 (0,16)> 0,72 (0,03)* 95,11 (9,75) 7,31 (1,91)
4 0,238 (0,006)“*" 6,61 (0,02) 1,03 (0,06)° 56,14 (6,70)* 15,00 (2,32)“
5 0,267 (0,004)*" 6,47 (0,08)* 0,90 (0,01)° 59,44 (6,80)*® 17,89 (2,86)%
6 0,198 (0,010)* 6,10 (0,32)¢ 0,62 (0,02)° 5851(3,22)*° 13,19 (2,18)™
7 0,144 (0,008)? 4,78 (0,07)° 0,74 (0,01)* 103,39 (10,60)° 9,45 (1,67)
8 0,257 (0,005 7,94 (0,17) 2,03 (0,09)% 5541 (4,702 21,56 (2,28)"
9 0,222 (0,004)*® 557 (0,01)° 0,98 (0,09)° 69,40 (5,61)” 11,42 (2,91)®
10 0,226 (0,004)°® 537 (0,06)° 1,04 (0,04)° 72,69 (10,15)° 11,47 (1,99)*°

11 0,223 (0,007)*®  535(0,04)° 0,93 (0,02)° 68,78 (524)™ 10,10 (1,64)®

MS = massa solubilizada em agua, PVA= coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua, Gl = grau de
intumescimento, TR = tensdo na ruptura

Média (desvio padrdo) de: * trés determinacgdes experimentais; ** dez determinacfes experimentais.

Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias (teste de
Tukey)

O contetdo de umidade de equilibrio a 52% de umidade relativa bem como as
espessuras dos filmes compostos de alginato e quitosana ndo foram considerados no
planejamento experimental, porém foram determinados e estdo apresentados na Tabela
4.20. Pode-se observar que a massa solubilizada em agua dos filmes variou entre 0,165 e
0,212 g/lg massa seca, essas diferencas podem ser explicadas pelas diferencas de
hidrofilicidade da estrutura polimérica que determina como as moléculas de dgua interagem
com a matriz. As espessuras dos filmes compostos apresentaram diferencas significativas (p
< 0,05) entre as formulacGes estudadas, apesar do volume de solucdo que era adicionada ao
suporte ter sido constante. O filme mais espesso foi obtido na formulagdo que continha a
maior fracdo massica de quitosana (Ensaio 8). De maneira geral, os filmes que continham
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fracdo méssica de quitosana até 0,175 ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)
na espessura, com exce¢do do filme que continha fracdo méssica de quitosana de 0,051 g/g
polimero e concentragdo de CaCl, no 1° estdgio de 0,02 (Ensaio 1). Pode-se dizer entdo que
0 aumento da espessura é principalmente influenciado pela presenca de quitosana. A
espessura do filme de alginato sem quitosana (Ensaio 7) foi similar a espessura encontrada
para os filmes de alginato puro obtidos no primeiro planejamento experimental.

Tabela 4.20: Resultados de contetido de umidade de equilibrio (UR=52%) e espessuras dos
filmes produzidos segundo o planejamento fatorial completo 22 para os filmes compostos
de alginato e quitosana

Conteudo de
Espessura, 6**

Ensaio X1 X2 umidade, ® *
(mm)
(g H2O/g amostra)
1 0,02 0,051 0,176 (0,001)® 0,066 (0,007)™
2 0,02 0,299 0,165 (0,004)2 0,067 (0,003)*
3 0,06 0,051 0,181 (0,004)™ 0,053 (0,001)
4 0,06 0,299 0,173 (0,003)® 0,062 (0,002)"
5 0,01 0,175 0,186 (0,004)™ 0,063 (0,003)"
6 0,07 0,175 0,185 (0,005)" 0,058 (0,002)**
7 0,04 0 0,186 (0,002)* 0,053 (0,001)
8 0,04 0,350 0,212 (0,004)™ 0,072 (0,002)°
9 0,04 0,175 0,179 (0,001)° 0,055 (0,001)*
10 0,04 0,175 0,192 (0,003)" 0,053 (0,001)
11 0,04 0,175 0,179 (0,002)*® 0,053 (0,003)

x;= concentracdo de CaCl, (1° estagio) (g CaCl,.2H,O/g alginato), x, = fracdo massica de quitosana

(g quitosana/g biopolimero)

Média (desvio padrdo) de: * trés determinacgdes experimentais; ** dez determinacfes experimentais.
Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias (teste de

Tukey)

4.2.2.1 Massa solubilizada em agua dos filmes compostos de alginato e quitosana

Os efeitos das variaveis estudadas sobre a resposta massa solubilizada em agua dos
filmes compostos de alginato e quitosana estdo apresentados na Tabela 4.21. Observa-se
que, para um intervalo de confianga de 95%, todas as varidveis apresentaram efeito
significativo sobre a resposta na faixa de trabalho estudada. A concentragdo de CaCl,.2H,0
no primeiro estagio apresentou efeito negativo sobre a massa solubilizada, ou seja, a mesma
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tende a diminuir com o aumento da concentracdo de fons Ca*? adicionados na etapa de pré-
reticulagdo da matriz polimérica. Contrariamente aumentando-se a fracdo maéssica de
quitosana, o valor da massa solubilizada tende a aumentar, de modo que um aumento do
nivel (+1) para (-1) dessa variavel causou um aumento, em média, de 0,07 g/g massa seca
na massa solubilizada dos filmes compostos. Os termos quadraticos e de interacdo
apresentaram efeitos bem menos pronunciados na massa solubilizada, comparado ao efeito

dos termos lineares, no entanto estes ainda foram estatisticamente significativos.

Tabela 4.21: Efeito das variaveis estudadas sobre a massa solubilizada em &gua dos filmes
compostos de alginato e quitosana

Efeito Desvio p (95% de
Fatores .
(g/gm.s.) padrdo confiancga)
media 0,224261  0,001123 < 0,0001*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,045835 0,001335 0,0008*
Fracdo massica de quitosana [X.] 0,073568  0,001378 0,0003*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,010481  0,001494 0,0197*
Quadratico ) _
Fragdo massica de quitosana -0,020220 0,001658 0,0066*
Interagdes X1X2 0,008800  0,001947 0,0456*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Os coeficientes de regressao obtidos estdo apresentados na Tabela 4.22. O modelo
codificado da massa solubilizada em agua em funcdo das varidveis estudadas esta

apresentado na Equagéo 4.6.

Tabela 4.22: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para a massa solubilizada em agua dos filmes compostos de alginato e
quitosana

Fatores Coeficiente Valor p
Média 0,2243 <0,0001*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,0229 0,0008*
Fracdo massica de quitosana [X.] 0,0368 0,0003*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,0052 0,0197*

Quadratico o _

Fragdo méassica de quitosana -0,0101 0,0066*
Interagao X1X2 0,0044 0,0456*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)
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MS = 0,2243 — 0,0229x, + 0,0052x2 +0,0368x, —0,0101x? +0,0044x,x,  (4.6)

A analise de variancia (Tabela 4.23) mostrou que o modelo quadratico proposto é
valido, pois o valor de Feaculado para a regressao em relagdo aos residuos foi
aproximadamente 15 vezes maior que 0 Fupelago. O R? foi alto (0,987) e ndo foi constatada
falta de ajuste. Com isto, pode-se obter a superficie de resposta e sua respectiva curva de
contorno para a massa solubilizada dos filmes de alginato e quitosana, em funcdo da

concentracdo de CaCl, e da fragdo maéssica de quitosana na faixa estudada, apresentada na
Figura 4.7.

Tabela 4.23: Andlise de variancia para a massa solubilizada em agua dos filmes compostos
de alginato e quitosana

Soma dos Graus de Média
Fonte de ) .
o guadrados Liberdade  Quadratica Fcalculado Fiabelado
variagao
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressao 0,016409 5 0,003282 79,27 5,05
Residuos 0,000207 5 0,0000414
Falta de ajuste 0,000199 3 0,6663 17,54 19,16
Erro puro 0,000008 2 0,0374
Total 0,016616 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,987, R ajustado = 0,975

wrfie wa EEELRHEES RESRY
[ o2 T

Fracdo massica de quitosana
(9/g polimero)

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
CaCl,.2H,0 1°est. (g/g alginato)

Figura 4.7: Superficie de resposta e curva de contorno para massa solubilizada em agua dos
filmes compostos de alginato e quitosana em funcéo da concentragéo de CaCl,.2H,0 no 1°
estagio e da fragdo massica de quitosana
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Observa-se, através da Figura 4.7, que os menores valores de massa solubilizada
em &gua sdo obtidos utilizando-se as menores fraches massicas de quitosana e as maiores
concentragdes de CaCl,.2H,0 no 1° estagio. A adicdo de quitosana nos filmes ndo foi

eficiente para diminuir a massa solubilizada agua dos mesmos.

4.2.2.2 Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes compostos de alginato e quitosana

Os valores dos efeitos das variaveis independentes sobre a permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes compostos estdo apresentados na Tabela 4.24. Verifica-se que, a
variavel fracdo massica de quitosana apresentou o maior efeito sobre a PVA dos filmes
compostos. Observa-se que aumentando a concentracdo de quitosana de 5% (-1) para 30%
(+1) obtém-se, em média, um aumento na PVA de 2,2 g.mm/m?.dia.kPa. A um nivel de
significadncia de 5%, a concentragdo de CaCl,.2H,O na pré-reticulagdo ndo apresentou
significancia estatistica. Observa-se também que ndo foi detectado efeito significativo de

interacdo entre as variaveis.

Tabela 4.24: Efeito das variaveis estudadas sobre o PVA dos filmes compostos de alginato
e quitosana

Efeito (0.mm/m®. Desvio  p (95% de

Fator . .

dia.kPa) padrdo  confianca)
media 5,4087 0,0721 0,0002*

Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,3422 0,0858 0,0575
Fracdo massica de quitosana [X.] 2,2025 0,0885 0,0016*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,5310 0,0960 0,0311*

Quadratico ) _

Fragdo massica de quitosana 0,6380 0,1065 0,0267*

Interagao X1X2 0,1486 0,1251 0,3566

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Desconsiderando os fatores ndo significativos, foram obtidos os coeficientes de
regressdo para 0 modelo quadratico que relaciona a permeabilidade ao vapor de agua em
funcdo das variaveis estudadas (Tabela 4.25). Apesar do termo linear da concentracdo de
CaCl,.2H,0 no 1° estagio nao ter sido estatisticamente significativo, o seu termo quadréatico

foi importante, desta forma ambos foram mantidos no modelo quadratico proposto
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representado pela Equacdo 4.7. O termo de interacdo foi descartado do modelo e
adicionado aos residuos.

Tabela 4.25: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para o PVA dos filmes compostos de alginato e quitosana

Fatores Coeficiente  Valorp
Média 5,4087 0,0002*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,1711 0,0575
Fracdo massica de quitosana [X.] 1,1012 0,0016*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) 0,2655 0,0311*
Quadratico
Fragdo massica de quitosana 0,3190 0,0267*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

PVA =5,4087 — 0,1711x, + 0,2655x? +1,1012X, + 0,3190x 5 (4.7)

O resultado da analise de variancia esta apresentado na Tabela 4.26. Pode-se
considerar que o modelo estatistico é valido, uma vez que o valor de Fcaculado da regressao
em relacdo aos residuos foi mais que trés vezes o valor de Fipelado. Observa-se que, para 0s
filmes compostos de alginato e quitosana, 93% da variagdo no PVA pode ser explicada
através do modelo da Equagdo 4.7. O erro puro calculado foi baixo, indicando boa
reprodutibilidade dos dados.

Tabela 4.26: Anélise de variancia para o PVA dos filmes compostos de alginato e quitosana

Graus de Média
Fonte de Soma dos ) .
o Liberdade Quadratica F calculado F tabelado
variagao guadrados (SQ)
(GL) (SQ/GL)
Regressao 10,7207 4 2,6801 19,58 4,53
Residuos 0,8213 6 0,1369
Falta de ajuste 0,7900 4 0,1975 12,63 19,25
Erro puro 0,0313 2 0,01564
Total 11,5419 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,929, R* ajustado = 0,881
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Na Figura 4.8 tem-se a superficie de resposta e a respectiva curva de contorno
obtida para o PVA.
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Figura 4.8: Superficie de resposta e curva de contorno para a permeabilidade ao vapor de
agua dos filmes compostos de alginato e quitosana em funcdo da concentragdo de
CaCl,.2H,0 no 1° estagio e da fracdo massica de quitosana

Pode-se observar o efeito pronunciado do aumento da fragdo massica de quitosana
no PVA dos filmes compostos, aumentando o valor desta propriedade. Isto indica que a
reticulacdo das cadeias de alginato parece ser mais efetiva e homogénea com ions calcio do
que com a quitosana. Isto se deve, provavelmente, a formacdo de fibras durante a
reticulagcdo do alginato com a quitosana, ocasionando a formagdo de caminhos intersticiais
livres, favorecendo a migracdo das moléculas de 4gua. A literatura sugere que seja feito um
estado de pré-gel na solucdo de alginato com ions calcio para aumentar 0s espagos entre as
cadeias do polimero e facilitar a entrada e ligacdo do alginato com a quitosana (De et al.,

2003), o que também pode estar favorecendo a passagem das moléculas de adgua através da
matriz polimérica.

4.2.2.3 Grau de intumescimento dos filmes compostos de alginato e quitosana

Pela Tabela 4.19, pode-se verificar que os valores de grau de intumescimento dos
filmes compostos de alginato e quitosana variaram entre 0,72 e 2,03 g H,O/g amostra,
sendo que o maior valor foi encontrado para o filme que continha a mais alta fracdo
massica de quitosana (Ensaio 8). Os menores valores foram encontrados nas formulacGes

com a menor fragdo massica de quitosana (Ensaios 1, 3 e 7). Os valores dos efeitos das
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variaveis concentracdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio e fracdo massica de quitosana sobre o

grau de intumescimento dos filmes compostos estdo apresentados na Tabela 4.27.

Tabela 4.27: Efeito das variaveis estudadas sobre o grau de intumescimento dos filmes

compostos de alginato e quitosana

Efeito Desvio p (95% de
Fator .
(g H,O/g amostra)  padrdao  confianca)
média 0,9790 0,0315 0,0010*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,1628 0,0374 0,0490*
Fracdo massica de quitosana [X.] 0,6621 0,0386 0,0034*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) -0,2514 0,0419 0,0266*
Quadratico ) _
Fracdo massica de quitosana 0,3301 0,0464 0,0192*
Interagao X1X2 -0,0969 0,0545 0,2175

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Pode-se observar que a um nivel de significancia de 5%, apenas o termo de

interacdo entre as variaveis estudadas ndo foi estatisticamente significativo. As variaveis

concentracdo de CaCl, no 1° estagio e fracdo maéssica de quitosana apresentaram efeitos

opostos, sendo o de primeira negativo e 0 da segunda positivo. Observa-se que o efeito

positivo provocado pela varidvel fracdo massica de quitosana foi 4 vezes maior que o efeito

negativo da concentracdo de CaCl, na etapa de pré-reticulacgdo.

Os coeficientes das variaveis estudadas através da regressdo, excluindo o termo

ndo significativo, estdo apresentados na Tabela 4.28. Estes foram utilizados para a

construcdo do modelo quadratico codificado proposto pela Equagéo 4.8.

Tabela 4.28: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para o grau de intumescimento dos filmes compostos de alginato e quitosana

Fatores Coeficiente  Valorp

Média 0,9790 0,0010*

Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -0,0814 0,0490*

Fracdo massica de quitosana [X.] 0,3310 0,0034*

. CaCl,.2H,0 (1° estagio) -0,1257 0,0266*
Quadratico

Fracdo massica de quitosana 0,1650 0,0192*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

95



Capitulo 4: Resultados e Discussao — Filmes de Alginato e Filmes Compostos

Gl =0,9790 — 0,0814x, —0,1257x2 +0,3310x , + 0,1650x 5 (4.8)

Os resultados da analise de variancia para o ajuste dos dados experimentais ao
modelo proposto estdo apresentados na Tabela 4.29. Pode-se considerar que o modelo
estatistico é valido uma vez que o valor de Fcyculado > Frabelado. O COeficiente de
determinacdo (R?) indica que para os filmes compostos, 88% da variacdo no grau de
intumescimento pode ser explicada através do modelo da Equacéo 4.8.

Tabela 4.29: Analise de variancia para o grau de intumescimento dos filmes compostos de
alginato e quitosana

Soma dos Graus de Média
Fonte de ) .
o quadrados Liberdade Quadratica  Fecarculado Frabelado
variagao
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressao 1,3079 4 0,3270 10,63 4,53
Residuos 0,1846 6 0,0308
Falta de ajuste 0,1786 4 0,0447 15,01 19,25
Erro puro 0,0059 2 0,0030
Total 1,4925 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,876, R“ ajustado = 0,794

A superficie de reposta e a curva de contorno que representa a variagdo do grau de
intumescimento em funcdo das varaveis estudadas estdo apresentadas na Figura 4.9. Pode-
se observar que os menores valores de Gl foram obtidos utilizando-se fragdes massicas
inferiores a 0,15 e concentra¢gdes de CaCl,.2H,O no 1° estagio proxima de 0,07 g/g
alginato.
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Figura 4.9: Superficie de resposta e curva de contorno para o grau de intumescimento dos
filmes compostos de alginato e quitosana em funcéo da concentragéo de CaCl,.2H,0 no 1°
estagio e da fragdo massica de quitosana

4.2.2.4 Propriedades mecanicas: Tenséo e alongamento na ruptura dos filmes compostos
de alginato e quitosana

Da mesma forma que para os filmes de alginato puro, optou-se por avaliar
conjuntamente as propriedades mecénicas (tensdo e alongamento na ruptura) dos filmes
compostos de alginato e quitosana. Observa-se, através dos dados da Tabela 4.19, que ha
uma tendéncia de diminuicdo significativa da tensdo de ruptura acompanhada de um
aumento significativo na elasticidade dos filmes compostos conforme a fragdo massica de
quitosana aumenta. Esta tendéncia pode ser evidenciada observando-se os valores dos
efeitos das variaveis estudadas na tensdo (Tabela 4.30) e alongamento (Tabela 4.31) de
ruptura dos filmes compostos de alginato e quitosana. Observa-se que a fragdo massica de
quitosana apresenta um efeito negativo sobre a tensdo de ruptura e um efeito positivo no
alongamento dos filmes estudados. Ou seja, ao aumentar o nivel da variavel fracdo massica
de quitosana de 0,05 (-1) para 0,30 (+1) obtém-se, em média uma diminuicdo de 29,3 MPa
e um aumento de 8,1% na tensdo e alongamento na ruptura dos filmes, respectivamente.
Para a varidvel tensdo de ruptura, a concentracdo de CaCl, no 1° estadgio ndo apresentou
significancia estatistica a um nivel de probabilidade de 5%, enquanto que para o

alongamento, o termo de interagdo n&o foi significativo.
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Tabela 4.30: Efeito das variaveis estudadas sobre a tensdo na ruptura dos filmes compostos
de alginato e quitosana

Efeito Desvio p (95% de
Fatores .
(MPa) padréo confiancga)
média 70,3948 1,211320 0,0003*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] 2,5082 1,440707 0,2238
Fracdo massica de quitosana [xz]  -29,2817 1,486582 0,0026*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) -8,9990 1,611880 0,0306*
Quadratico ) _
Fragdo massica de quitosana 10,5175 1,788225 0,0277*
Interagao X1X2 -14,3844 2,100173 0,0207*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Tabela 4.31: Efeito das variaveis estudadas sobre o alongamento na ruptura dos filmes
compostos de alginato e quitosana

) Desvio p (95% de
Fatores Efeito (%) )
padréo confiancga)
media 10,9263 0,4500 0,0017*
Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] -3,7492 0,5352 0,0198*
Fracdo massica de quitosana [X.] 8,0887 0,5523 0,0046*
. CaCl,.2H,0 (2° estagio) 3,3091 0,5988 0,0312*
Quadratico ) )
Fragdo massica de quitosana 3,5898 0,6643 0,0326*
Interagao X1X2 0,0968 0,7802 0,9126

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Os coeficientes obtidos pela regressdo dos dados estdo apresentados nas Tabela
4.32 e Tabela 4.33, para a tenséo e o alongamento na ruptura, respectivamente. No caso da
tensdo de ruptura o termo linear da variavel concentracdo de CaCl, no 1° estagio ndo foi
excluido, pois 0 seu termo quadratico e a interacdo foram significativos. A partir destes
dados foram construidos os modelos quadraticos codificados que relacionam as
propriedades mecénicas em fungdo da concentracdo de CaCl, no 1° estagio e da fracdo
massica de quitosana, na faixa estudada (Equacdes 4.9 e 4.10).
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Tabela 4.32: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para a tensdo na ruptura dos filmes compostos de alginato e quitosana

Fatores Coeficiente  Valor p
Média 70,3948 0,0003*

Linear CaCl,.2H,0 (1° estagio) [x1] 1,2541 0,2238
Fracdo massica de quitosana [X.] -14,6409 0,0026*
. CaCl,.2H,0 (1° estagio) -4,4995  0,0306*

Quadratico ) )

Fracdo massica de quitosana 5,2587  0,0277*
Interagao X1X2 -7,1922  0,0207*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

Tabela 4.33: Coeficientes codificados estimados para as variaveis, excluindo termos nao
significativos, para o alongamento na ruptura dos filmes compostos de alginato e quitosana

Fatores Coeficiente  Valor p

Média 10,9263 0,0017*

Linear CaCl; (1° estagio) [x1] -1,8746 0,0198*

Fracdo massica de quitosana [X.] 4,0443 0,0046*

. CaCl, (1° estagio) 1,6545 0,0312*
Quadratico ) )

Fragdo massica de quitosana 1,7949 0,0326*

* Fatores significativos ao nivel de significancia de 95% (ou seja, p < 0,05)

TR = 70,3948 + 1,2541x, — 4,4995x? —14,6409x, +5,2587X5 — 7,1922X X, (4.9)

Alongamenb =10,9263—18756x, +1,6545x? + 4,0443x, +1,7949x (4.10)

Através da determinacdo da andlise de variancia (Tabelas 4.34 e 4.35, para TR e
alongamento, respectivamente) é possivel concluir que os modelos propostos pelas
Equacdes 4.9 e 4.10 para a tensdo e o alongamento na ruptura, respectivamente, sdo validos
uma vez que seus valores de Fcaculado foram superiores a 5 vezes os valores de Fipelado- OS
modelos também ndo apresentaram falta de ajuste. Os coeficientes de determinacdo foram
altos, podendo-se dizer que 96% da variacdo na tensdo de ruptura e 95% da variagéo no
alongamento dos filmes compostos de alginato e quitosana podem ser explicadas através

das Equacdes 4.9 e 4.10, respectivamente. Estas equacOes foram entdo utilizadas para a
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construcdo das superficies de resposta e suas respectivas curvas de contorno apresentadas
nas Figuras 4.10 e 4.11.

Tabela 4.34: Anélise de variancia para a tensdo na ruptura dos filmes compostos de alginato
e quitosana

Soma dos Graus de Média
Fonte de ) .
o quadrados Liberdade  Quadratica  Fcaculado Frabelado
variagao
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressédo 2357,0080 5 471,4016 25,46 50,05
Residuos 92,56 5 18,512
Falta de ajuste 83,739 3 27,9130 6,33 19,16
Erro puro 8,821 2 4,4105
Total 2449,568 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,962, R ajustado = 0,924
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Figura 4.10: Superficie de resposta e curva de contorno para a tensdo na ruptura dos filmes
compostos de alginato e quitosana em fungdo da concentragdo de CaCl,.2H,0 no 1° estagio
e da concentracdo de quitosana

As propriedades mecéanicas dos filmes compostos de alginato e quitosana
apresentam a mesma tendéncia dos filmes de alginato puro, tendo-se um aumento na tensao
de ruptura e uma diminui¢do do alongamento a medida que a concentracdo de CaCl, no
primeiro estagio aumenta, explicada pela desenvolvimento da rede reticulada entre o0s

grupos carboxilicos e os ions célcio. Por outro lado, a presenga de quitosana aumentou
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consideravelmente o alongamento na ruptura dos filmes. Os valores de alongamento na
ruptura previstos para os filmes com 35% de quitosana tendem a se aproximar dos valores
de alongamento de filmes de quitosana pura encontrados na literatura de aproximadamente
30% (Li et al., 2006, Caner et al.,1998).

Tabela 4.35: Analise de variancia para o alongamento na ruptura dos filmes compostos de
alginato e quitosana

Soma dos Graus de Média
Fonte de ) )
o quadrados Liberdade  Quadratica Fcalculado Fiabelado
variagéo
(SQ) (GL) (SQ/GL)
Regressdo 188,0379 4 47,0095 27,50 4,53
Residuos 10,2550 6 1,7092
Falta de ajuste 9,0374 4 2,2593 3,71 19,25
Erro puro 1,2176 2 0,6088
Total 198,2929 10

Residuos = Falta de Ajuste + Erro puro, R* = 0,948, R* ajustado = 0,914
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Figura 4.11: Superficie de resposta e curva de contorno para o alongamento na ruptura dos
filmes compostos de alginato e quitosana em funcéo da concentragéo de CaCl,.2H,0 no 1°
estagio e da concentracdo de quitosana
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4.2.3 Selegéo dos filmes compostos de alginato e quitosana

Pela andlise das respostas individuais realizadas com as respostas do planejamento
dos filmes compostos, é possivel concluir que, contrariamente ao que se esperava, a adi¢do
de quitosana na formulagdo dos filmes ndo foi capaz de melhorar (reduzir) as propriedades
de massa solubilizada em agua, grau de intumescimento e PVA, comparado aos filmes de
alginato puro. No entanto, a principal diferenca nos filmes contendo quitosana é o aumento
no alongamento, caracteristica desejavel para biofilmes destinados a aplicacbes em
alimentos, visto que os mesmos devem possuir flexibilidade suficiente para adaptar-se a

eventuais deformacdes no alimento sem dano mecénico.

Mesmo ndo melhorando a maioria das caracteristicas em relacdo aos filmes de
alginato, os filmes compostos de alginato e quitosana ainda apresentam propriedades
interessantes em relacdo as propriedades de filmes produzidos a partir de outros
biopolimeros. Complementando, estes filmes foram desenvolvidos por atuarem como
veiculos de principios ativos e o efeito da incorporacdo destes solutos sobre as propriedades
dos filmes e a capacidade de liberacdo de antimicéticos precisa ser estabelecida. Neste caso
ndo foi estabelecida uma formulagdo otimizada para os filmes de alginato e quitosana, pois
se 0s mesmos objetivos aplicados para a determinacdo da formulagédo otimizada dos filmes
de alginato puro fossem levados em conta tender-se-ia a escolher filmes de alginato sem
quitosana e com uma concentragéo de CaCl,.2H,0 em torno de 0,04.

Desta forma, selecionou-se duas formulagdes de filmes compostos com fragéo
massica intermediaria (0,175) e maxima (0,35) de quitosana, mantendo-se constantes as
demais condicOes experimentais adotadas na formulacdo otimizada para os filmes de
alginato puro (concentracdo de CaCl, no 1° estdgio de 0,04 g/g alginato, concentracdo de
CaCl, no 2° estagio de 5 g/100 mL e tempo de imersdo de 30 minutos). Para simplificar
estes filmes foram denominados Filme Composto 1 e Filme Composto 2, para a formulagédo

com fracdo massica intermediaria e maxima, respectivamente.

4.3 Caracterizacdo complementar dos filmes de alginato e filmes compostos
Tendo em vista os resultados obtidos no planejamento experimental realizado para
os filmes de alginato e quitosana, algumas analises de caracterizagdo quimica e fisica foram
realizadas nas trés formulagdes selecionadas (filme de alginato, Filme Composto 1 e Filme
Composto 2) na tentativa de se elucidar alguns aspectos da interagcdo entre estes dois
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polimeros nas condigdes reacionais utilizadas. Os resultados destas anélises estdo descritos
a seguir nos Itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3.

4.3.1 Concentracao de calcio

A concentracdo de célcio nos filmes de alginato e Filmes Compostos 1 e 2 (antes e
apos a reticulagdo do 2° estagio) foi determinada por espectrometria de absorcéo atémica e
0s resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.36. Observa-se que nos filmes com
apenas o primeiro estagio, a concentracdo de célcio ndo apresentou diferenca significativa,
uma vez que a adicdo de calcio foi proporcional @ massa de alginato existente nas trés
formulacBes. No entanto, foi observada uma diminuicéo significativa no conteudo de célcio
com 0 aumento da concentracdo de quitosana no filme apds o tratamento (2° estagio). Estes
resultados se correlacionam bem com as tendéncias encontradas para 0 grau de
intumescimento, massa solubilizada em &gua, PV A e propriedades mecanicas, confirmando
que um maior grau de reticulacdo das cadeias poliméricas pelo célcio é obtido no filme de

alginato puro comparado aos filmes compostos.

Tabela 4.36: Concentragdo de célcio nos filmes das formulagdes otimizadas

Ca*? (umol Ca/mg massa seca de alginato)

Filme
1° estagio 2° estagio
Alginato 0,386 (0,008)* 2,150 (0,016)*
Filme Composto 1 0,390 (0,014)* 1,852 (0,013)"
Filme Composto 2 0,397 (0,025)* 1,776 (0,026)°

Média (desvio padrdo) de trés determinacdes experimentais
Mesma letra na mesma coluna indica que nao ha diferenca significativa (p< 0,05) entre as médias (teste de
Tukey)

Fazendo-se a diferenca entre a concentracdo de célcio dos filmes com e sem a
etapa de reticulacdo final obtem-se, 1,764, 1,462 e 1,379 umol Ca/mg alginato para o filme
de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2, respectivamente. Esta
concentracdo corresponde ao calcio que foi incorporado & matriz polimérica durante o
tratamento por imersdo em solucédo de cloreto de célcio. Este resultado permite concluir que
a interacdo dos grupos NH3;" da quitosana com os grupos COO™ do alginato, nos filmes

compostos, faz com que a quantidade de ions célcio que participam da etapa de reticulagéo
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do segundo estagio seja menor. Estes resultados também sdo um indicativo de que, nas
condicOes reacionais utilizadas no presente trabalho, a reacdo de reticulagédo do alginato
com ions célcio foi mais intensa e refletiu em maiores mudancas nas propriedades dos
filmes quando comparada as alteracfes provocadas pela interacdo das cadeias de alginato
com a quitosana. A menor quantidade de célcio encontrada nos filmes compostos corrobora
com a informag&o obtida nos espectros de infravermelho (Item 4.3.2), de que as cadeias de
quitosana estariam promovendo uma interacdo eletrostatica com os grupos COO™ do

alginato, dificultando o avanco da ligacdo entre o alginato e os ions célcio.

Sartori et al. (1997) determinaram a concentracdo de célcio por espectrometria de
absorcdo atdbmica em filmes de alginato reticulados com ions calcio por imersdo dos
mesmos em solucdo de cloreto de célcio (0,8% m/m) em diferentes tempos (0 — 300
minutos), sem realizacdo da etapa de 1° estagio e com etapa de lavagem dos filmes por 3
minutos em &gua destilada para retirar o excesso de célcio. Nestas condi¢cdes um filme de
alginato reticulado por 30 minutos apresentou em média 3 umol Ca/mg alginato, sendo
superior ao valor encontrado para o filme de alginato puro do presente trabalho (Tabela
3.46). No entanto, o alginato utilizado por estes autores era extraido da alga Laminaria
Hyperborea e apresentava uma maior propor¢do de blocos G comparado ao alginato
extraido da alga Macrocystis pyrifera utilizado no presente estudo. A difusdo de uma maior
concentracdo de calcio poderia estar relacionada com a forte seletividade do calcio pelos
blocos G. Outra hipdtese é que uma maior concentracdo de ions céalcio consiga difundir na
matriz de alginato que ndo foi previamente reticulada (1° estagio).

Em outro trabalho, da Silva et al. (2009) obtiveram 4,354 umol Ca/mg alginato
para filmes de alginato reticulados com 0,04g CaCl,.2H,0/ g alginato (1° est&gio) e solucao
3% de CaCl,.2H,0 por 30 minutos (2° estagio). Os filmes do referido estudo, no entanto,
ndo foram submetidos a etapa de lavagem em agua destilada para a retirada do excesso de
calcio. Sriamornsak e Kennedy (2008), utilizando o mesmo tipo de alginato do presente
trabalho encontraram valores de concentracdo de célcio semelhantes ao obtido para o filme
de alginato puro, em filmes de alginato reticulados com solu¢édo de cloreto de célcio.
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4.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
vem sendo amplamente utilizada para explicar qualitativamente a interacdo entre grupos
funcionais de poliions de cargas opostas (Simsek-Ege et al., 2003). Desta forma, as
possiveis modificagcBes quimicas ocasionadas nos filmes compostos foram analisadas por
FTIR e os espectros de absorcdo no infravermelho dos filmes de alginato puro, quitosana
puro e dos Filmes Compostos 1 e 2 podem ser observados na Figura 4.12. O filme de
quitosana puro foi obtido segundo metodologia descrita no Item 3.3.4.

O filme de quitosana puro é tipicamente caracterizado por bandas de absor¢ao nas
seguintes regides: uma banda intensa e larga com pico em 3350 cm™ que é atribuida ao
estiramento axial das ligagdes O-H e N-H; bandas em 2931 e 2883 cm™, correspondentes
ao estiramento axial simétrico e assimétrico das ligagdes C-H; bandas centradas em 1649
cm™ e em 1583 cm™, atribuidas ao estiramento C=0 (conhecida como banda de amida I) e a
deformacéio N-H de aminas, bandas em 1421 e 1379 cm™ resultantes da combinacéo do
estiramento axial de C-N e da deformagdo angular de N-H; e as bandas em 1151 e 1036
cm™ devido a estrutura polissacaridica incluindo as ligagdes glicosidicas, estiramentos dos
grupos C-O e C-O-C. O espectro do filme de alginato puro mostrou picos caracteristicos do
estiramento dos grupos O-H, COO" (simétrico), COO" (assimétrico), C-O e C-O-C em
3330, 1597, 1421, 1089 e 1034 cm™, respectivamente. As bandas entre 800 e 1200, em
ambos 0s polimeros, estd relacionada com a estrutura polissacaridica. Estes picos
correspondem a uma regido chamada de “Impressdo Digital” (Finger print) que é
caracteristica de cada polissacarideo. Todas as bandas caracteristicas encontradas nos
filmes puros s@o semelhantes a dados descritos na literatura (Brugnerotto et al., 2001;
Canella e Garcia, 2001, Smitha et al., 2005; Prashanth e Tharanathan, 2006; Charoenthai et
al., 2007; Sartori et al., 1997).
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Figura 4.12: Espectros de infravermelho dos filmes de quitosana, alginato, Filme Composto
1 e Filme Composto 2

Comparando-se 0s espectros dos filmes dos polimeros puros com os das misturas
verifica-se que ha sobreposicdo das bandas de absorcdo caracteristicas da quitosana e do
alginato. Os espectros de infravermelho dos Filmes Compostos 1 e 2 repetiram 0s picos
encontrados no espectro do filme de alginato, o que era esperado devido a maior proporcéo
deste polimero nas misturas. A auséncia de novas bandas e a preservacdo daquelas dos
componentes puros pode ser um indicativo que as interacOes entre o alginato e a quitosana
sdo puramente eletrostaticas entre os grupos NHs" da quitosana e COO™ do alginato, ndo
havendo formacdo de ligacdo amidica. Resultados semelhantes foram observados por Tonhi
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e Plepis (2002) em membranas de colageno e quitosana, Charoenthai et al. (2007) e
Simsek-Ege et al. (2003) estudando a formacdo de complexos de alginato e quitosana.
Pinotti et al. (2007) também observaram que 0s espectros de FTIR de filmes compostos de
quitosana e metilcelulose apresentaram preservacdo das bandas caracteristicas dos
polimeros puros, indicando pouca interagdo entre 0s mesmos, e que aumentando a
concentracdo de quitosana, 0 espectro da mistura se aproximava ao do filme de quitosana
puro. Por outro lado, Bernabé et al. (2005) observaram, através da analise dos espectros de
infravermelho, a formacdo de ligagdes amidicas em membranas de quitosana e pectina
tratadas termicamente (120°C por 2h). Estas membranas apresentaram uma reducgédo de 50%
no grau de intumescimento comparada as membranas originais ndo tratadas. No entanto

ndo fica claro no trabalho qual foi a propor¢do de biopolimeros utilizada.

Simsek-Ege et al. (2003) relatam que complexos polieletroliticos podem ser
obtidos na forma de precipitados quando um polimero catiénico é misturado a um polimero
anibnico em solucdo aquosa. A mistura das solugbes poliméricas pode levar a precipitacdo
muatua até mesmo em condi¢des extremamente diluidas. Acredita-se que forcas
couldémbicas sejam as primeiras forcas de ligacdo para a formagdo destes complexos, sendo
que as interacBes acontecem principalmente entre 0s grupos ionizaveis de cargas opostas.
Outras ligagdes, tais como pontes de hidrogénio ou ligagdes covalentes, também podem ser
importantes na formagdo dos complexos. Este indicativo de atracdo eletrostética entre o
alginato e a quitosana poderia explicar as caracteristicas fisicas observadas nos filmes
compostos, ou seja, ndo se constatou os efeitos esperados nas propriedades de massa
solubilizada em agua, grau de intumescimento e PVA, comparado aos filmes de alginato
puro. A mistura dos dois polimeros, nas condicGes reacionais utilizadas neste trabalho, ndo
foi suficiente para produzir filmes homogéneos que ndo eram totalmente solubilizados em

agua, sendo necessaria a realizacdo da segunda etapa de reticulacdo com ions calcio.

Através das observacdes subjetivas feitas no decorrer do trabalho, observando-se
um limite critico na quantidade de quitosana possivel de ser adicionada sem comprometer a
aparéncia e as caracteristicas fisicas, juntamente com evidéncias relatadas na literatura, é
possivel concluir que a formacdo de complexos polieletroliticos insoluveis entre o alginato
e a quitosana impossibilita a formacgdo de uma matriz homogénea, desejada para a aplicagao

como embalagem para alimentos.
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4.3.3 Analise dindmico-mecénica (DMA)

A técnica de analise dindmico-mecéanica (DMA), também conhecida como analise
térmica dindmico-mecénica (DTMA), tem como uma de suas principais aplicacbes a
determinacdo da temperatura de transigdo vitrea (Tg) de materiais. Os métodos dindmicos-
mecénicos sdo muito sensiveis as transformagdes (ou movimentos) que ocorrem em nivel
molecular, sendo capazes de detectar movimentos significativos, denominados relaxacgdes
primarias (representadas pela letra grega o, por exemplo, a Tg, ou temperatura de fuséo de
cristais, Tm, de polimeros parcialmente cristalinos), bem como movimentos mais discretos
como relaxagdes secundarias (Champion et al, 2000; Lucas et al., 2001; Mendieta-Taboada
et al., 2008).

Em biopolimeros, geralmente, a faixa de temperatura em que a transigdo vitrea
(Tg) de biopolimeros ocorre é ampla e as mudancas no fluxo de calor decorrentes deste tipo
de transicdo sdo sutis e dificeis de serem detectadas (Kalichevsky et al., 1993). Desta
forma, os métodos dindmico-mecanicos parecem ser mais apropriados para este tipo de

determinacdo quando comparados a calorimetria diferencial exploratoria (DSC).

O conhecimento da temperatura de transi¢cdo vitrea é essencial para a definicdo das
condicbes de armazenamento, manuseio e transporte de biofilmes. A Tg de matrizes
poliméricas destinadas a utilizacdo como embalagem ativa devem ser proximas a
temperatura de utilizacdo. Se a Tg do filme for muito abaixo desta temperatura, podera
haver modificagbes das caracteristicas fisicas da estrutura polimerica inviabilizando a sua

utilizacdo. Em caso contrério, o filme vitrifica e ndo havera difuséo.

O comportamento dindmico-mecanico dos filmes em fungdo da temperatura foi
avaliado através de analise dindmico-mecénica (DMA), conforme metodologia descrita no
Item 3.5.14. A transicdo vitrea esta associada a uma inflexdo na curva do moddulo de
armazenamento e/ou a um pico na curva de tan 6. Segundo Champion et al. (2000),
fisicamente, a temperatura da transicdo vitrea seria representada pelo pico em tan o, sendo
este parametro utilizado pela maioria dos trabalhos na area de tecnologia de biofilmes. Um
grafico comparativo das curvas de tan & dos filmes de quitosana e alginato e dos Filmes
Compostos 1 e 2 estd apresentado na Figura 4.13. Os graficos individuais de cada filme
com o registro dos mddulos de armazenamento (E’) e perda (E”) estdo apresentados no
Apéndice C. Os filmes simples de alginato e quitosana e os Filmes Compostos 1 e 2
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apresentaram comportamentos caracteristicos de polimeros amorfos, onde os picos das

curvas de tan & correspondem a uma transicao tipica do estado vitreo para o estado gomoso

(Cherian et al., 1995).
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Figura 4.13: Comparagéo entre as curvas de tan 6 dos filmes de quitosana pura (—),
alginato puro(---), Filme Composto 1 (— - -) e Filme Composto 2 (— )

A temperatura de transi¢do vitrea de uma mistura de polimeros é normalmente

utilizada como critério para avaliar a miscibilidade dos componentes. Lucas et al. (2001)

afirmam que sistemas misciveis apresentam apenas um pico combinado, cuja localizagdo

dependera do sistema. Os filmes de quitosana e alginato puros apresentaram uma Unica

queda na curva do mddulo de armazenamento, assim como um Unico pico de tan & (em

30,10 e 26,71°C, para o filme de quitosana e de alginato, respectivamente), ou seja, nao foi

observada evidéncia de separacédo de fases para estes filmes. Zactiti (2004) determinou uma

Tg de 24,92°C para um filme de alginato de sédio (da mesma fonte e com a mesma

concentracdo de glicerol e ions célcio no primeiro estagio utilizada neste trabalho), porém

sem tratamento posterior com solugéo reticuladora. No entanto, o0 mesmo filme reticulado

por aspersdo da superficie do filme com solugdo 5% de CaCl, apresentou dois picos na
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curva de tan & (14,44 e 31,27°C). A autora atribui o aparecimento dos dois picos a ligacdo
mais seletiva dos ions célcio nas regides ricas em blocos GG nas cadeias de alginato, de
modo que a primeira transicdo estaria relacionada aos blocos MM e MG e a segunda com
os blocos GG.

Os Filmes Compostos 1 e 2, por sua vez, apresentaram duas temperaturas de
transicdo vitrea (dois picos de tan 8), sendo a primeira em uma temperatura mais baixa e a
outra mais alta em relacdo as Tg’s dos filmes dos polimeros puros (23,06/36,26°C e
24,48/39,79°C para o Filme Composto 1 e Filme Composto 2, respectivamente). O filme de
quitosana puro, conforme descrito no Item 3.3.4, ndo foi submetido a etapa de reticulagéo
(2° estégio). Nas condigcdes de acondicionamento, este filme apresentou um contetido de
umidade maior (em torno de 0,35 g/g filme), em relacdo aos outros filmes, e
consequentemente a Tg da quitosana pode ter sido deslocada para uma temperatura mais
baixa devido ao efeito plastificante da agua. O efeito plastificante da dgua sobre a Tg é
relacionado a um incremento no volume livre, diminuicdo das forcas das interacOes
intermoleculares e incremento na mobilidade das cadeias, e tem sido extensamente relatado
na literatura para diversas macromoléculas (Slade e Levine, 2001; Lazaridou e Biliaderis,
2002; Lazaridou et al., 2003). Assim pode-se supor que a Tg mais elevada nos filmes
compostos estaria relacionada a quitosana, enquanto que a mais baixa seria referente a

fracdo de alginato.

Assim, em conjunto com as analises de FTIR (Iltem 4.3.2) e propriedades fisicas
apresentadas pelos filmes compostos, pode-se supor que estes estariam apresentando
separacdo de fases entre o alginato e a quitosana. A presenca de dois picos de tan & e 0
alargamento observado na base dos picos de tan 6 dos filmes compostos pode estar
relacionada a presenca de separagdo de fases e micro-heterogeneidades do sistema (Gontard
e Ring, 1996; Biliaderis et al., 1999; Irissin-Mangata et al., 2001, Fama et al. 2006; Kristo
e Biliaderis, 2006).

Lazaridou e Biliaderis (2002) encontraram apenas uma Tg para filmes compostos
de quitosana e amido e quitosana e pulunana, no entanto os autores destacam que o
aparecimento de apenas um pico de tan & ndo implica necessariamente em uma
miscibilidade do sistema a nivel molecular, pois analises preliminares de imagens de

microespectroscopia de FTIR indicaram claramente que havia microseparacdo de fases
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entre os dois polimeros. A manifestacdo de uma Unica Tg em curvas de DMA de misturas
pode ser atribuida a proximidade das Tg’s individuais dos componentes poliméricos e um
efeito plastificante similar. Assim, a utilizacdo isolada do resultado da analise de DMA
pode ndo ser conclusiva em relacdo a presenca ou ndo de separacdo de fases em sistemas

poliméricos, devendo esta estar associada a outros métodos analiticos.

A altura do pico de tan & tem sido relacionada com o grau de reticulagdo das
cadeias poliméricas (Debeaufort e Voilley, 1997). Galietta et al. (1998) observaram uma
diminuicdo acentuada na amplitude do pico de tan & com o aumento da concentracdo do
agente reticulante em filmes de proteina de soro de leite. Neste sentido, observa-se que a
amplitude dos picos de tan 6 apresentados na Figura 4.15 sugerem que o grau de reticulacdo
estaria aumentando na seguinte ordem: Filme de alginato > Filme Composto 1 > Filme
Composto 2. Esta tendéncia corrobora com os dados obtidos para concentracdo de célcio
nos filmes e também com as propriedades fisicas observadas.

Na Figura 4.13 também pode-se observar a presenca de fendmenos de relaxactes
secundarias em temperaturas negativas. Estas transicdes normalmente ocorrem abaixo da
Tg e sdo representadas pelas letras gregas 3, y, 9, etc, na ordem que ocorrem da temperatura
mais alta para a mais baixa. As transi¢cGes secundérias estdo relacionadas a relaxacédo de
grupos, ou parte de grupos, laterais da cadeia polimérica quando a cadeia principal como
um segmento continuo ndo apresenta movimento (Lucas et al., 2001; Lazaridou et al.,
2003). A ordem de grandeza destas transicbes € muito menor que a da o-relaxacdo
principal e podem estar associadas a fendmenos de separacdo de fases entre a fracdo rica
em polimero e a fracdo rica em plastificante (Sobral et al., 2001). Esses fendémenos
secundarios também tém sido observados em biofilmes de pululana (Lazaridou et al.,
2003), caseinato de sodio (Kristo et al., 2008) e quitosana-amido e quitosana-pululana
(Lazaridou e Biliaderis, 2002).

111



Capitulo 4: Resultados e Discussao — Filmes de Alginato e Filmes Compostos

112



CAPITULO5

RESULTADOS E DISCUSSAO: FILMES ATIVOS

Nesta parte do trabalho estdo apresentados os resultados e discussao pertinentes
aos filmes de alginato e filmes compostos de alginato e quitosana contendo 0s agentes
antimicrobianos (natamicina e sorbato de potassio). O capitulo foi dividido em 3 partes,
sendo que a primeira apresenta os ensaios preliminares de incorporacdo dos agentes
ativos nas matrizes poliméricas e a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes
ativos, frente a trés microrganismos selecionados. No Item 5.2 estdo apresentados os perfis
de liberacdo da natamicina em agua e a determinacdo dos coeficientes de difusdo nas

matrizes testadas. Por fim, no Item 5.3 tem-se a caracterizagdo dos filmes ativos.

5.1 Filmes ativos (Formulagdes otimizadas)

As formulagtes selecionadas de acordo com os resultados obtidos nos
planejamentos experimentais (Itens 4.2.3 e 4.3.3) para os filmes de alginato puro e para os
filmes compostos de alginato e quitosana, respectivamente, foram utilizadas para a
incorporacdo de agentes antimicrobianos. A efetividade destes agentes na inibicdo do
crescimento microbiolégico de algumas espécies de fungos selecionadas (ltem 3.6.4.1),
bem como a cinética de liberacdo da natamicina nos filmes ativos foram avaliadas. Por
fim, estes filmes foram caracterizados para poder validar os planejamentos experimentais e
determinar a influéncia da adicdo dos agentes antimicrobianos nas caracteristicas dos

mesmaos.

113



Capitulo 5: Resultados e Discussao - Filmes ativos

5.1.1 Ensaios de incorporagdo de sorbato de potassio em filmes de alginato puro
Inicialmente foram produzidos filmes de alginato puro (conforme formulagdo
otimizada, Item 4.1.3) ativos contendo diferentes concentragdes de sorbato de potéssio
como agente antimicrobiano. As concentragOes testadas foram 0,25, 0,5, 1, 1,5 e 2 ¢g/100g
de solugdo filmogénica, ou em base de massa de polimero, 0,17, 0,33, 0,67, 1 e 1,33 g/g

alginato. O sorbato de potéssio era adicionado no solvente, antes da adi¢cdo do biopolimero.

O processo de confeccdo de filmes de alginato envolve o contato dos filmes com
solucBes de CaCly, no 1° e no 2° estagio. Os antimicoticos mais empregados pela industria
alimenticia, o sorbato de potéssio e o benzoato de sédio formam sais insoliveis com o
calcio. Estes sais tendem a se depositar sobre a superficie do filme, tornando-os
inadequados para o uso. Os filmes de alginato puro contendo sorbato de potassio em
concentragdes acima de 0,5 g/100g de solucdo apresentavam-se opacos e com depoésitos de
sorbato de célcio na sua superficie (p6 branco). Na concentragdo de 0,5 g/100g solugéo
observou-se a formacdo de cristais no interior da estrutura polimeérica, o que ndo invalida a
liberacdo controlada desse agente (alids, poderia até melhorar essa agdo), porém prejudica
as caracteristicas mecanicas dos mesmos, assim como sua aparéncia. Como consequéncia,
constatou-se que o limite critico de adi¢do de sorbato de potéssio é de 0,259/100 mL de
solugéo filmogénica ou 0,179 sorbato/g alginato. Bertan (2008) mostrou que filmes ativos
compostos de amido e gelatina e gldten e gelatina contendo sorbato de potassio sdo
eficientes contra certos tipos de espécies flngicas se a concentracdo desse agente ativo for
pelo menos 8 vezes superior ao limite pratico obtido com os filmes de alginato neste
trabalho. Este mesmo autor relata que os filmes tornavam-se amarelados com o aumento da
concentracdo do sorbato e que em alguns casos houve precipitacdo de sorbato na superficie
do filme. Zactiti (2004) estabeleceu um méximo de 0,2 g/100 mL de solugdo filmogénica
(0,13 g/g alginato), pois acima desta concentracdo de sorbato os filmes eram opacos e
esbranquicados. Turbiani (2007), trabalhando com filmes de alginato reticulados com
benzoato de célcio, constatou que a maxima concentracdo deste agente ativo possivel de se
obter filmes sem precipitacéo era 0,33 g/100 g de solugédo (0,22 g/g alginato). Flores et al.
(2007a) estudando a difusdo do sorbato de potassio em filmes de amido de mandioca,
utilizaram este agente ativo na concentragdo de 0,3 g/g de amido. Porém, nestes trabalhos, a

acdo antimicrobiana dos filmes ndo foi avaliada.
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Também foi testada a adicdo do sorbato de potassio durante o tratamento do 2°
estagio com o intuito de maximizar a saturacdo do filme com o antimicrobiano e evitar a
perda do mesmo no 2° estagio. Os resultados, entretanto, foram frustrados pela formacao de
um deposito de cristais de sorbato de célcio sobre o filme, que se iniciava no momento da
imersdo do filme no banho, e se intensificava apds a secagem. Turbiani (2007) observou

esta mesma tendéncia ao tratar filmes de alginato com benzoato de célcio.

Silveira (2005) constatou que a adi¢do de acido sorbico em concentragdo acima de
9%(m/m) em filmes de celulose resultava em filmes quebradicos e opacos.

Com base nas observagdes préaticas sobre o limite de adicdo deste antimicrobiano e
resultados de outros trabalhos relatados na literatura, decidiu-se testar a atividade
antimicrobiana dos filmes de alginato puro contendo sorbato de potassio na concentracdo
de 0,25 g/100 g de solugédo filmogénica. Os resultados deste teste estdo descritos a seguir
(Item 5.1.1.1).

5.1.1.1 Efeito antimicrobiano em filmes de alginato puro contendo sorbato de potassio

O teste de difusdo em &gar € um método comumente utilizado para avaliar a
atividade antimicrobiana frente a difusdo de um componente testado através de um meio de
cultura solidificado. A difusdo depende do tamanho, da forma e polaridade do material
testado. A estrutura quimica e o grau de reticulagdo dos filmes também afetam este
fenbmeno (Cagri et al., 2001). Quando um agente antimicrobiano é incorporado, havera a
difusdo do mesmo no agar, resultando na formacdo de uma zona de inibi¢cdo do crescimento

microbiano.

O teste de difusdo em agar (Teste do Halo), conforme descrito no Item 3.6.4, foi
realizado para os filmes de alginato puro contendo 0,25 g sorbato/100 g solucdo
filmogénica. Com a suspeita de que a difusdo do sorbato, da matriz polimérica para o meio
externo, pudesse estar sendo impedida pelo alto grau de reticulagdo obtido no filme de
alginato puro devido ao tratamento com célcio no 2° estagio, avaliou-se o efeito do filme
ativo antes e ap0s a realizagdo do 2° estagio. A eficacia do tratamento dos filmes através da
exposi¢do dos mesmos em luz ultravioleta por 30 min de cada lado antes dos ensaios
também foi verificada. Fotografias das placas ap6s 5 dias de incubacdo estdo apresentadas

na Figura 5.1.
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Debaromyces hapsendi Penicillium commume  Pewicilluim rogqueforfi

Figura 5.1: Efeito antimicrobiano em filmes de alginato puro contendo sorbato de potassio
(0,25 g/100g solucéo filmogénica) em presenga dos microrganismos Debaromyces
hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti (apds 5 dias de incubacéo): (a)
controle (placa sem filme); (b) filme antes do 2° estagio/com UV; (c) filme antes do 2°
estagio/sem UV; (d) filme apds 2° estagio/com UV; (e) filme apds 2° estagio/sem UV

Observando a Figura 5.1 pode-se verificar que em todos os tratamentos testados, o
filme de alginato puro ativo (0,25 g sorbato/100 g solugdo filmogénica) ndo apresentou
zona de inibicdo de crescimento, sendo constatado inclusive o crescimento de coldnias
sobre e sob a superficie do filme. Os dados de contagem das UFC/mL estdo apresentados

na Tabela 5.1. Percebeu-se neste ensaio que era necessario adequar o indculo para uma
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concentracdo inicial mais baixa para que fosse possivel a contagem das placas e verificagdo
se houve reducdo significativa da mesma. Observa-se que os filmes sem o 2° estagio
apresentaram um alto intumescimento da matriz polimérica e um aumento consideravel no
diametro do filme (Figura 5.1 (b) e (c)), enquanto que os filmes com o 2° estagio
mantiveram a integridade sem intumescimento visualmente perceptivel (Figura 5.1 (d) e
(e)). Quanto ao tratamento com luz UV, foi observado que nos ensaios sem esta etapa de
assepsia dos filmes houve contaminagdo por outro microrganismo em quase todas placas

(Figuras 5.1 (c) e (e)), destacando a importancia da realizacdo deste procedimento.

Chen et al. (1996) estudaram as propriedades de filmes de metilcelulose com
adicdo de sorbato de potassio (2%). Os autores constaram a formacéo de halo de inibig&o
contra 0os microorganismos Rhodotorula rubra e Penicillium notatum. A interagdo entre 0s
antimicrobianos e o biopolimero pode afetar o processo de formagdo do filme, a taxa de
liberacdo do antimicrobiano e as propriedades mecanicas. Silveira et al. (2007) constataram
uma reducdo na contagem de microrganismos mesofilos aerdbios em massa de pastel
acondicionada em filmes de celulose contendo 7% de éacido sorbico. Em outro trabalho,
Cagri et al. (2002) relatam que filmes de proteina de soro de leite contendo 1% (m/v) de
acido sorbico inibiram o crescimento de L. monocitogenes, E. coli O157:H7 e S.
Typhimurium DT104 em embutidos de carne.

A incorporacdo de 1% de sorbato de potéssio (m/m) em filmes de polietileno de
baixa densidade (PEBD) foi avaliada por Han e Floros (1997). Neste estudo os autores
evidenciaram que a adigdo de sorbato diminuiu a taxa de crescimento das leveduras e
aumentou a fase lag. No entanto, em outro trabalho Weng e Hotchkiss (1993) constataram
que a adicdo de sorbato (polar) na mesma concentracdo, também em filmes de PEBD
(apolar), ndo foi suficiente para inibir o crescimento fangico. A mesma constatacdo foi
verificada por Devlieghere et al. (2000) com filmes de EVA/PEBDL impregnados com 5%
(m/m) de sorbato de potassio. A escolha do antimicrobiano € geralmente limitada pela
incompatibilidade do agente ativo com o biopolimero ou algum outro componente do filme
ou pela degradacdo do agente ativo durante a fabricacdo do filme (Weng e Hotchkiss, 1993;
Han e Floros, 1997, Han, 2000).
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Tabela 5.1: Perfil microbioldgico da eficiéncia do filme de alginato puro ativo (0,25 g
sorbato/100 g solucdo filmogénica) pelo teste de difusdo em &gar (didmetro do filme = 2,5
cm) para Debaromyces hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti (ap6s cinco
dias de incubacdo)

Filme de alginato Diametro do halo de

Microorganismo UFC/mL*
puro ativo inibigdo (cm)*
Controle incontavel NA**

Debaromyces 1° estagio/com UV incontavel 0
hansenii 1° estagio/sem UV incontavel 0
20 estagio/com UV incontavel 0
2° estagio/sem UV incontavel 0

Controle incontavel NA
Senicillium 1° estagio/com UV 8,90x10? 0
1° estagio/sem UV 1,00x10° 0
Fommene 2° estagio/com UV 1,14x10° 0
2° estagio/sem UV 9,65x10° 0

Controle incontavel NA
o 1° estagio/com UV incontavel 0
Przr;f;:c:l:trin 1° estagio/sem UV incontavel 0
2° estagio/com UV incontavel 0
2° estagio/sem UV incontavel 0

** médias das trés determinagdes experimentais, *** ndo aplicavel

Rico-Pena e Torres (1991) observaram que a taxa de permeacdo do &cido sorbico
em filmes de metil celulose diminuiu com o abaixamento do pH. Uma redugdo no pH
aumenta a disponibilidade da maioria das formas ativas do acido sérbico. O pH influencia a
ionizagdo (dissociagdo/associagdo) da maioria dos ativos, e pode alterar a atividade
antimicrobiana de &cidos organicos e seus sais (Han, 2000, Quintavalla e Viccini, 2002). A
atividade antimicrobiana e a estabilidade quimica das substancias ativas também podem ser
influenciadas pela atividade de agua do meio. Segundo Tfouni e Toledo (2001) a atividade
antimicrobiana dos sorbatos estd relacionada com a molécula ndo dissociada, o que
determina sua maior efetividade em alimentos acidos ou acidificados. O pK, do &cido

sorbico é 4,8 e apresenta maior atividade em pH menor que 6,0, sendo praticamente
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ineficiente em pH superior a 6,5. A solucdo filmogénica do filme de alginato puro
apresentava pH entre 6 e 7, variando de acordo com a concentracdo de CaCl, adicionada,
podendo sugerir a baixa efetividade antimicrobiana do filme ativo com sorbato de potéssio.
Outra hipotese é que a liberacdo do sorbato incorporado ao filme seja muito rapida,
formando um elevado gradiente de concentracdo entre a superficie e o interior do agar.
Assim, o sorbato tende a se difundir rapidamente para o interior do agar, ndo mantendo-se,

na superficie, uma concentracédo suficiente para inibicdo do crescimento microbiano.

A idéia inicial deste trabalho era estudar filmes ativos com sorbato de potassio. No
entanto, com vista nos resultados apresentados acima, considerando uma possivel
incompatibilidade do sorbato de potassio com a matriz de alginato e/ou sua precipitacéo
com o caélcio, optou-se por estudar a incorporacdo de outro agente antimicrobiano, a

natamicina.

5.1.2 Testes preliminares de incorporacéo de natamicina em filmes de alginato puro

A natamicina ou pimaricina (INS 235) é um antimicético poliénico, extraido do
Streptomyces natalensis, ativo contra uma grande variedade de fungos filamentosos e
levaduras, incluindo os géneros Penicillum, Fusarium, Cephalosporium, Aspergillus e
Candida (Fletouris et al., 1995; Vallvey et al., 2000). E utilizada para o controle do
crescimento de fungos na superficie de queijos e produtos embutidos, ndo sendo efetiva
contra bactérias e virus. Quando aplicada na superficie do alimento a natamicina apresenta

um comportamento difusivo muito limitado, tendendo a ficar sobre a superficie do mesmo.

Em alguns trabalhos foi estudado o uso de natamicina como agente ativo em
biofilmes. Oliveira et al. (2007) e Pires et al. (2008) obtiveram sucesso no controle do
crescimento microbiano em queijos embalados com biofilmes de celulose contendo com

natamicina.

Da mesma forma que para o sorbato, inicialmente decidiu-se testar a natamicina
em filmes de alginato puro (conforme formulagdo otimizada, Item 4.1.3) ativos contendo
natamicina na concentracdo de 8g/100g biopolimero. Esta é a concentragdo mais alta citada
na literatura para filmes ativos com natamicina (Pires et al., 2008). A natamicina foi

adicionada apos o preparo da solugdo filmogénica, ou seja, para filmes de alginato puro
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apos a reticulacdo do 1° estagio (Item 3.6.2). Avaliou-se também a influéncia da etapa de
reticulacdo final (2° estagio) na atividade antimicrobiana dos filmes.

A estabilidade da natamicina pode ser afetada pelo pH, temperatura, exposicéo a
luz, oxidantes e concentracdo de metais pesados. E eficiente na faixa de pH entre 5 e 7. Na
forma de pd, se mantém estavel a temperatura ambiente, mas deve ser protegida da luz
(Stark e Tan, 2003). Alguns estudos apontam a sensibilidade desse agente ativo a radiacdo
ultravioleta (Carter, 1986; Pedersen, 1992). Desta forma, decidiu-se testar filmes ativos

com e sem tratamento prévio da superficie por luz UV.

Através da Figura 5.2 pode-se constatar que a natamicina incorporada em filmes
de alginato puro na concentracdo de 8% em relacdo a massa total de biopolimero produziu
halos de inibicdo bem definidos e uniformes em todos os tratamentos testados. A
determinagdo do halo de inibigdo foi realizada medindo-se a distancia entre o centro do
filme em forma de disco (d = 2,5 cm) e a UFC mais proxima (Padgett et al., 1998). A
Tabela 5.2 apresenta o perfil microbiolégico da atividade antifingica dos filmes para os trés
microrganismos testados. A avaliagcdo do tratamento considerando a contagem de UFC/mL
so foi possivel para o Penicillium commune e Peniccillium roqueforti, pois a levedura
(Debaromyces hansenii) apresentou uma contagem muito elevada impossibilitando sua
quantificacdo. A maioria dos trabalhos que utiliza o teste do halo como método de
determinacgéo de atividade de agentes antimicrobianos ndo utiliza a contagem em UFC/mL
como parametro de defini¢cdo de inibigdo, e sim apenas a observacdo da formacgéo da zona
inibitoria e seu respectivo didmetro (Daeschel et al., 1992; Chen et al., 1996; Cha et al.
2002; Millete et al, 2007, Oliveira et al., 2007; Pires et al, 2008). Estes autores utilizam um
indculo inicial mais carregado (da ordem de 10° UFC/mL), mas no presente trabalho optou-
se por adequar o indculo de forma a se conseguir obter estas informagdes. Assim como para
os filmes com sorbato, observou-se que os filmes sem o0 2° estagio apresentaram um alto
intumescimento da matriz polimérica e um aumento consideravel no didmetro do filme
(Figura 5.2 (b) e (c)), enquanto que os filmes com o 2° estdgio mantiveram a integridade
sem intumescimento perceptivel visualmente (Figura 5.2 (d) e (e)). Ao contrario do que se
previa, a reticulacdo do 2° estagio ndo afetou a liberacdo da natamicina.

Quanto ao tratamento com luz UV, os resultados indicaram que nos filmes de
alginato com natamicina ndo houve degradacdo do agente ativo devido a exposicdo de cada
lado dos filmes a luz UV por 30 minutos. Observou-se, inclusive, que na maioria dos casos,
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houve até um aumento no didmetro do halo de inibicdo comparado aos filmes que ndo
passaram por este tratamento. No entanto, sem a realizacdo desta etapa, contrariamente ao
observado nos filmes de alginato contendo sorbato, ndo se observou a presenca de

contaminacgéo externa. Desta forma, para os ensaios definitivos optou-se por realizar esta
etapa em todos os tratamentos testados (Item 5.1.3).

Debaromyoes havserii Fewicillium commune  Fenicilluim rogueforfi

Figura 5.2: Efeito antimicrobiano em filmes de alginato puro contendo natamicina (8g/100g
alginato) em presenca dos microrganismos Debaromyces hansenii, Penicillium commune e
Penicillium roqueforti (apos 5 dias de incubacédo): (a) controle (placa sem filme); (b) filme
antes do 2° estagio/com UV; (c) filme antes do 2° estagio/sem UV; (d) filme apds 2°
estagio/com UV; (e) filme apos 2° estagio/sem UV

121



Capitulo 5: Resultados e Discussao - Filmes ativos

Tabela 5.2: Perfil microbioldgico da eficiéncia do filme de alginato puro ativo (8 g/100g
alginato) pelo teste de difusdo em &gar (didmetro do filme = 2,5 cm) para Debaromyces
hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti (apds cinco dias de incubacdo)

) ) Filme de alginato Diametro do halo de
Microorganismo ) UFC/mL* o
puro ativo inibicdo (cm)*
Controle incontavel NA**
1° estagio/com UV incontavel 4,70
Debaromyces ) )
B 1° estagio/sem UV incontavel 4,50
hansenii _ _ .
2° estagio/com UV incontavel 4,70
2° estagio/sem UV incontavel 4,70
Controle 1,27x10° NA
o 1° estagio/com UV 1,75x10° 5,4
Penicillium ,
1° estagio/sem UV 2,50x10 5,00
commune o X
2° estagio/com UV 2,50x10 5,50
2° estagio/sem UV 2,20x10° 5,00
Controle 2,80x10° NA
1° estagio/com UV 1,27x10° 4,70
Penicillium ) 5
] 1° estagio/sem UV 1,08x10 4,60
roqueforti
2° estagio/com UV 1,17x10° 5,30
2° estagio/sem UV 1,38x10° 5,00

** médias das trés determinagdes experimentais, *** ndo aplicavel

5.1.3 Incorporacgéo de natamicina nas formulag6es otimizadas

Nesta etapa do trabalho, foram produzidos filmes, conforme as formulagbes
otimizadas (Filme de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2) contendo
diferentes concentragdes natamicina (0, 0,5, 1, 2, 4 e 8 g/100 g de biopolimero).

A incorporacdo do agente ativo era realizada no final do processo de obtencdo da
solucdo filmogénica, ou seja, apos a reticulacdo do 1° estagio (para o filme de alginato
puro) e apo6s a mistura das solucdes de alginato e quitosana (no caso dos filmes compostos).
Em ambos os casos, a solugdo contendo a natamicina era homogeneizada por mais 10
minutos antes da solugdo ser colocada nos moldes. Com o intuito de avaliar o efeito do

tempo e das condicdes de preparo da solucdo filmogénica na estabilidade da natamicina,
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bem como comparar as caracteristicas dos filmes resultantes, as formula¢es contendo 4 g
natamicina/100g de biopolimero foram preparadas de duas maneiras: com adicdo da
natamicina no inicio do processo (na agua antes da adi¢do do alginato) e com adicdo no
final do processo, com citado acima. Para simplificar, estas formulagdes serdo chamadas de
4 (antes) e 4 (depois) g/100 g, respectivamente.

5.1.3.1 Efeito antimicrobiano das formulacGes otimizadas contendo natamicina

O efeito antifungico dos filmes de alginato puro, do Filme Composto 1 e do Filme
Composto 2, contendo diferentes concentragdes de natamicina pode ser visualmente
observado nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5, respectivamente. Nota-se que, nos trés tipos de filmes,
para 0s trés microrganismos testados, o diametro do halo de inibicdo aumentou com o
aumento da concentragdo de natamicina. Os halos formados eram concéntricos ao disco do
filme, sugerindo uma difusdo uniforme do agente ativo no &gar. Nos controles (filme sem
natamicina) observa-se que ocorreu aparecimento de colbnias sobre o filme. Os filmes

mantiveram-se integros durante os ensaios, mantendo um aspecto semelhante ao inicial.

Para o filme de alginato puro o halo de inibicdo j& foi visualmente perceptivel na
primeira concentracdo testada (0,5% em relacdo a massa de biopolimero). No entanto, para
os Filmes Compostos 1 e 2, o halo inibitério comegou a aparecer a partir de 1 g/100g de
biopolimero. Oliveira et al. (2007) testaram concentracGes de 0 a 4% de natamicina (em
relacdo a massa de biopolimero) em filmes de celulose contra Penicillium roqueforti,
constatando que um efeito antimicrobiano é observado em concentragfes a partir de 1%
(para filmes com espessura de 95 um) e a partir de 2% (para filmes com espessura de 33
um), ndo apresentando crescimento do fungo ao redor e sobre os filmes. Millette et al.
(2007) incorporaram filmes de alginato com nisina e observaram que em uma concentragao
de 1000 Ul/mL o filme produziu um halo de inibicdo no &gar contendo Staphylococcus

Aureus.
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Debarompees havsenii  Pewicillivm commumne  Fewicillivm rogueforti Debarompees havsenii  Fenicillium conmmmme  Fenicillium rogueforfi

Figura 5.3: Efeito antimicrobiano em filmes de alginato puro contendo natamicina em
presenca dos microrganismos Debaromyces hansenii, Penicillium commune e Penicillium
roqueforti (ap6s 5 dias de incubacdo): (a) placa sem filme; (b) 0 (c) 0,5; (d) 1; (e) 2; (f) 4

(depois); (g) 4 (antes); (h) 8 g natamicina/100g alginato

Muitos trabalhos na literatura mostram que a atividade antimicrobiana de filmes e
coberturas ativos esta relacionada com o modo de agdo do antimicrobiano e com a interagéo

entre o filme e o antimicrobiano (Appendini e Hotchkiss, 2002).

O efeito da incorporacdo de sorbato de potéssio e benzoato de sddio em filmes de
metilcelulose e quitosana contra os fungos Rhodotorula rubra e Penicillium notatum foi
avaliado por Chen et al. (1996). Os autores constataram que o filme de metilcelulose com
2% de sorbato ou de benzoato apresentou efeito inibitério contra estes fungos, enquanto
que o filme de quitosana (contendo a mesma concentragcdo de agente ativo) ndo apresentou
nenhum efeito. Neste Gltimo filme a ag&o inibitdria so foi observada quando a concentragdo
do agente ativo foi aumentada para 5%. Os autores atribuem este fato a interacdo entre a
quitosana e o agente antifngico sorbato, impedindo a liberagcdo do mesmo.
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Debaromyces hanseni  Pewicillium commume  Fenicillium rogueforfi Debaromypees hansenii  Fewicillivm commmume  Fenicillivm rogqueforti

Figura 5.4: Efeito antimicrobiano do Filme Composto 1 contendo natamicina em presenca

dos microrganismos Debaromyces hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti

(ap6s 5 dias de incubacgéo): (a) placa sem filme; (b) 0 (c) 0,5; (d) 1; (e) 2; (f) 4 (depois); (g)
4 (antes); (h) 8 g natamicina/100g biopolimero

Estudando o efeito antimicrobiano de filmes ativos contendo sorbato de potassio
contra fungos deteriorantes em pdo de forma, Bertan (2008), obteve menores halos de
inibicdo em filmes compostos de amido, glaten e gelatina (1:1:1) comparados aos filmes
compostos de amido e gelatina (1:4) e gluten e gelatina (1:4). Em outro trabalho, Ko et al.
(2001) demonstraram que a atividade inibitoria da nisina contra Listeria monocytogenes era
mais acentuada em filmes de isolado protéico de soro de leite do que em filmes de gluten
de trigo. Os autores atribuem estas diferencas a hidrofilicidade dos filmes.

Em um trabalho recente, Cong et al. (2007) estudaram o efeito inibitério de filmes
bicamadas de quitosana e cera de polietileno contendo natamicina (20 mg/L) contra
Alternaria alternate e Fusarium semitectum. Estes autores relatam que os filmes sem
natamicina ndo apresentaram efeito inibitério. No entanto, quando a natamicina era
adicionada, a maior acdo inibitoria foi observada para a espécie A. alternate e no filme
contendo ambos biopolimeros (quitosana e cera de polietileno). Além disso, quando o filme
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continha apenas cera de polietileno o efeito inibitorio foi maior do que quando o filme era

composto apenas de quitosana.

Debarompees havsenii  Fenicillium commune Fenicillium roqueforti Debarompces havsenii  Fenicillivm commme Fewtciilium rogueforti

Figura 5.5: Efeito antimicrobiano do Filme Composto 2 contendo natamicina em presenca

dos microrganismos Debaromyces hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti

(ap6s 5 dias de incubacéo): (a) placa sem filme; (b) 0 (c) 0,5; (d) 1; (e) 2; (f) 4 (depois); (9)
4 (antes); (h) 8 g natamicina/100g biopolimero

Teerakarn et al. (2002) compararam a liberagdo de nisina em biofilmes de base
protéica e constataram que os filmes que mais retiveram a nisina eram compostos de zeina
de milho. No entanto os autores reforcam que a taxa de liberagdo adequada do
antimicrobiano que resultaria no maior efeito inibitorio de microorganismos deveria ter
sido avaliada separadamente. O efeito antimicrobiano de filmes de alginato e k-carragena
contendo diversos antimicrobianos foi avaliado por Cha et al. (2002). Os autores
observaram que, contra 0s microrganismos avaliados, maiores didmetros da zona de
inibicdo foram observados para os filmes de alginato. Os autores também atribuem este fato

as diferencas de hidrofilicidade dos filmes de alginato e k-carragena.
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Muitos trabalhos apontam um efeito antimicrobiano da quitosana (Coma et al.,
2002; Durango et al. 2006; Yingyuad et al. 2006). Contrariamente a essas informagdes,
nenhum efeito antimicrobiano adicional da quitosana (presente nas formulagdes do Filme
Composto 1 e 2) foi observado para as espécies fungicas testadas. Para verificar se a
quitosana isolada possuia algum efeito antimicrobiano contra os microrganismos testados
neste trabalho, um filme de quitosana pura foi submetido ao teste de difusdo em agar, ndo
tendo sido observado halo de inibi¢do e tendo, inclusive, crescimento de coldnias sobre o
filme (resultados ndo mostrados). Pranoto et al. (2005) também ndo observaram halo de
inibicdo em filmes de quitosana contra E. coli, S. aureus, S. typhimurium, L.
monocytogenes e B. cerues. O crescimento de L. monocytogenes e B. cereus, no entanto, foi
limitado na area sob o filme. Os autores relatam que o efeito antimicrobiano da quitosana
ocorre sem a migracdo de agentes ativos, de forma que somente 0s microrganismos que
estdo em contato direto com os sitios ativos da quitosana seriam inibidos. A mesma
observacéo foi feita por Li et al. (2006), que ndo constataram halos de inibi¢do ao redor de
filmes de quitosana, mas apenas inibicdo do crescimento sobre os mesmos. Alguns autores
citam a possibilidade da quitosana ndo ser eficiente na forma de filme ou membrana. Coma
et al. (2002), por exemplo, ndo observaram a formacdo de halo de inibicdo contra Listeria
monocytogenes pela aplicacdo do filme de quitosana no meio de cultura, no entanto, a
inibicdo total deste microrganismo foi observada quando o biopolimero era incorporado

diretamente no meio de cultura numa concentracdo de 8% (v/v).

As Tabelas 5.3, 5.4 e 5.5 mostram o perfil microbiol6gico da eficiéncia dos filmes
ativos (alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2) contendo diferentes
concentragdes de natamicina de acordo com o teste de difusdo em agar para os fungos
Debaromyces hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti, respectivamente.
Observa-se uma tendéncia de diminui¢do do didmetro do halo de inibicdo com o aumento
da concentragdo de quitosana no filme, em todos os microrganismos testados. Esta
informacdo pode ser melhor confirmada nas Figuras 5.6, 5.7, e 5.8 que apresentam a
variagcdo do didmetro do halo de inibicdo com a concentracdo inicial de natamicina nos
filmes ativos (alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2) para os fungos
Debaromyces hansenii, Penicillium commune e Penicillium roqueforti, respectivamente.
Esses resultados podem ser um indicativo de uma interagéo da natamicina com a quitosana,

que estaria afetando a sua liberacdo para o &gar. Observando-se o0 grau de intumescimento
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dos filmes ativos (Tabela 5.14) era esperado que a liberacdo da natamicina fosse mais
facilitada nos filmes contendo quitosana (Filme Composto 1 e Filme Composto 2), e
consequentemente estes apresentariam um maior efeito inibitorio. Essa informacéo reforga
a hipotese de que a natamicina esteja interagindo com a quitosana, dificultando a liberacdo
da mesma para o agar. Stark e Tan (2003) relatam que a estabilidade quimica da natamicina
é favorecida em pH neutro, podendo haver degradacdo da mesma em pH baixos. O pH da
solugdo filmogénica do filme de alginato puro era em torno de 7,0, enquanto que as
solugdes dos filmes com quitosana (Filme Composto 1 e 2) era aproximadamente 5,5. Esta
informacdo também poderia sugerir que os menores halos de inibicdo obtidos para 0s
filmes compostos tenham sido causados devido a degradacdo quimica do antimicrobiano.

Tabela 5.3: Perfil microbioldgico da eficiéncia dos filmes ativos (diferentes concentragdes
de natamicina) pelo teste de difusdo em agar (diametro do filme=2,5cm) para Debaromyces
hansenii (ap0s cinco dias de incubagéo)

Natamicina UFC/mL* Diametro do halo de inibi¢do (cm)**
(9/100g biop.) Alginato F.C.1 F.C.2 Alginato F.C.1 F.C.2
Sem filme 1,15x10" NA***
0 (controle)  8,86x10° 9,98x10°  9,64x10° 0° 0° 0°
0,5 6,70x10°  7,54x10° 7,42x10° 3,92 (0,01)" 2,50° 2,50°
1 5,46x10° 5,86x10° 7,58x10° 4,12 (0,01)° 3,44 (0,08)" 2,64 (0,02)
2 5,92x10°  6,32x10°  7,34x10° 4,30 (0,00)% 4,14 (0,12)° 3,44 (0,06)"

4 (depois)  4,58x10° 6,12x10°  7,38x10° 4,76 (0,01)° 4,52 (0,01)° 3,70 (0,04)*
4 (antes)  4,92x10° 6,14x10°  7,62x10° 4,66 (0,04)° 4,34 (0,03)° 3,82 (0,08)°
8 5,30x10°  5,34x10° 7,32x10° 5,14 (0,01)" 4,48 (0,01)° 4,32 (0,01)

*média aritmética das trés determinacdes experimentais, ** Média (desvio padrdo) de trés determinacdes
experimentais, *** Nao aplicavel
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indicam que ndo hé diferenca significativa (p< 0,05)

Comparando os filmes contendo 4% de natamicina adicionados no inicio e no final
do processo de elaboracdo da solugéo filmogénica, ou seja, 4% (antes) e 4% (depois),
observa-se que ndo houve diferenca significativa no diametro do halo de inibicdo (Tabelas
5.3, 5.4 e 5.5). Isto indica que, ndo houve degradacdo da natamicina com as condicdes de
processo utilizadas e nem diferenca na forma como esta € liberada da matriz polimérica

para o gar.
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Tabela 5.4: Perfil microbioldgico da eficiéncia dos filmes ativos (diferentes concentragdes
de natamicina) pelo teste de difusdo em agar (didmetro do filme=2,5cm) para Penicillium
commune (apos cinco dias de incubagéo)

Natamicina UFC/mL* Diametro do halo de inibi¢do (cm)**
(9/100g biop.) Alginato F.C.1 F.C.2 Alginato F.C.1 F.C.2
Sem filme 1.44x10° NA**
0 (controle)  500x10? 7,40x10> 1,11x10° 0* 0* 0*
0,5 4,60x10% 7,15x10° 1,06x10° 4,40 (0,07)" 0° 0
1 4,20x10° 6,55x10° 9,25x10° 4,74 (0,02)* 3,82 (0,08)" 3,00 (0,06)"
2 3,70x10° 5,75x10° 6,80x10> 4,92 (0,01)* 4,46 (0,04)° 3,90 (0,01)°

4 (depois)  4,25x10> 6,20x10> 6,45x10> 5,52 (0,01)" 4,48 (0,06)° 4,10 (0,08)*
4 (antes)  4.85x10° 5,40x10° 7,10x10° 5,32 (0,16) 4,62 (0,06)° 4,40 (0,07)%
8 6,65x10° 6,35x10° 6,85x10> 5,60 (0,01)° 4,90 (0,03)* 4,60 (0,06)°

*média aritmética das trés determinacdes experimentais, ** Média (desvio padrdo) de trés determinacdes
experimentais, *** Nao aplicavel
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indicam que ndo hé diferenca significativa (p< 0,05)

Quanto a contagem do nimero de UFC/mL das placas com os filmes ativos, pode-
se observar que houve reducdo do nimero de UFC/mL com a adigdo da natamicina nos
filmes (visualmente observada nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5), porém, exceto para o Filme
Composto 2 na presenca do fungo Penicillium commune, esta reducdo ndo foi decimal. Isto
pode indicar que a natamicina causou um efeito fungistatico e ndo fungicida nas espécies
testadas, inibindo o crescimento microbiano naquela area do halo de inibigdo. E importante
ressaltar que a contagem das placas foi realizada no 3° dia de incubacdo, pois neste periodo
as colonias apresentavam um didmetro menor facilitando a contagem, sem variacdo do
namero de coldnias em relacdo ao 5° dia. J& as fotografias foram registradas apos o 5° dia
de incubagéo das placas. Nos testes com os fungos Debaromyces hansenii e Penicillium
commune, a presenca do filme (placa com filme, mas sem natamicina) reduziu em um ciclo
logaritmico o nimero de células comparada a placa sem o filme. Bertan (2008) quantificou
a concentracdo de UFC/mL dos fungos Eurotium chevalieri, Eurotium amstelodami,
Wallemia sebii, Cladosporium sp e Penicillium raistrickii em teste de filmes ativos de
amido, glaten e gelatina contendo sorbato de potassio (2 e 4% m/v) e também ndo observou
reducdo de ciclo logaritmico em nenhum dos casos estudados, porém detectou a presenca

de halos de inibicdo.
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Tabela 5.5: Perfil microbioldgico da eficiéncia dos filmes ativos (diferentes concentragdes
de natamicina) pelo teste de difusdo em agar (diametro do filme = 2,5 cm) para Penicillium
roqueforti (apos cinco dias de incubagéo)

Natamicina UFC/mL* Diametro do halo de inibi¢do (cm)**
(9/100g biop.)  Alginato F.C.1 F.C.2 Alginato F.C.1 F.C.2
sem filme 3.04x10° NAF**
0 (controle) 2 68x10° 2,93x10°  1,46x10° 0* 0* 0*
0,5 252x10°  2,72x10° 1,63x10° 3,20 (0,07)" 256 (0,02)° 2,50
1 2,58x10°  2,97x10° 1,51x10° 4,60 (0,07)° 3,76 (0,01)° 2,90 (0,11)
2 2,63x10°  2,44x10° 1,13x10° 4,92 (0,01)° 4,06 (0,05)° 4,00 (0,08)"

4depois 1 85x10° 1,34x10° 1,28x10° 5,48 (0,01)" 4,48 (0,04)° 4,50 (0,06)"
4 antes 1,87x10°  1,94x10° 1,26x10° 5,52 (0,01)? 4,44 (0,08)° 4,32 (0,02)"
8 1,51x10°  2,93x10° 1,26x10° 5,80 (0,07)" 5,28 (0,01)* 4,56 (0,15)"

*média aritmética das trés determinacdes experimentais, ** Média (desvio padrdo) de trés determinacdes
experimentais, *** Nao aplicavel
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indicam que ndo hé diferenca significativa (p< 0,05)

Os halos de inibicdo formados ao redor dos filmes ativos testados tenderam a
aumentar com o aumento da concentragdo de natamicina incorporada em todos 0s casos
estudados (Figuras 4.21, 4.22 e 4.23). Pereira et al. (2005) avaliaram a eficiéncia
antimicrobiana de filmes laminados contendo com natamicina contra os fungos Penicillium
roqueforti, Aspergillus niger e Penicillium sp. Os autores demonstram que a elevacdo da
concentragcdo de natamicina proporcionou um aumento na inibi¢do dos fungos, provocando
uma maior liberagdo do antifungico para o agar. No mesmo trabalho, fica demonstrado que
o0 Penicillium roqueforti apresentou maior susceptibilidade a acdo da natamicina comparado
aos outros fungos estudados. Em outro trabalho, Limjaroen et al. (2003) constataram que o
aumento da concentracdo de nisina (2 para 2,5% m/v) e acido sorbico (1,5 para 2% m/v)
incorporados em filmes de cloreto de polivinilideno aumentaram o didmetro do halo de
inibicdo contra L. monocytogenes. Pranoto et al. (2005) estudando o efeito inibitorio de
filmes de quitosana contendo dleo de alho (0 — 400 uL/g de quitosana) observaram um
aumento significativo dos halos de inibicdo com o aumento da concentracdo do agente
ativo contra os microrganismos S. aureus, L. monocytogenes e B. cereus. Padgett et al.
(1998) observaram halos de inibicdo crescentes para filmes de isolado protéico de soja,

aumentando a concentracdo de lisozima e nisina contra Lactobacillus plantarum. Santiago-
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Silva et al. (2009) estudando a acédo inibitoria de filmes de celulose contendo pediocina

contra Salmonella sp., observaram halos de inibicdo de 0,2 e 0,3 cm para filmes

incorporados com

Didmetro do halo de inibicéio (an)

25 e 50% (m/m) do agente antimicrobiano, respectivamente.

0 T T T )
0 2 4 & 8

Concentracio inicial de natamicina (g/100 g biopolilnero)

—a— Filme de alginato puro ——Filme Composto 1 —— Filtne Cormposto 2

Figura 5.6: Variacdo do halo de inibicdo formado ao redor de filmes ativos (alginato puro,
Filme Composto 1 e Filme Composto 2) com o0 aumento da concentracao inicial de

Diametro do hale de inibicio (cm)

natamicina para o fungo Debaromyces hansenii

—a
5 -
4 -
3 -
2 -
‘l -
0 - T T T 1
0 2 4 & 8
Concentracio inicial de natamicina (g/100 g biopolimero)
—=— Filme de alginato puro —+—Filme Cotnposto 1 —&— Filme Cormposto 2

Figura 5.7: Variacao do halo de inibi¢cdo formado ao redor de filmes ativos (alginato puro,
Filme Composto 1 e Filme Composto 2) com o0 aumento da concentracao inicial de

natamicina para o fungo Penicillium commune
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6

Diametro do halo de inibiciio (cm)

0 T T ‘ :
0 2 4 6 2
Ceoncentracio inicial de natamicina (g/100 g biopolilnero)

—=—Filme de alginato pura —— Filme Composto 1 —&— Filme Composto 2

Figura 5.8: Variacdo do halo de inibicdo formado ao redor de filmes ativos (alginato puro,
Filme Composto 1 e Filme Composto 2) com o0 aumento da concentracao inicial de
natamicina para o fungo Penicillium roqueforti

5.2 Ensaios de liberacdo da natamicina em agua

A determinagdo dos coeficientes de difusdo de substancias ativas em matrizes
poliméricas tem grande importancia tanto do ponto de vista tecnolégico quanto do
cientifico, que utiliza esses coeficientes como forma de extrair informacGes sobre a
estrutura das redes poliméricas.(Westrin et al., 1994). O conhecimento da difusividade
permitird estimar a cinética de liberacdo em sistemas de liberagcdo controlada, de grande

interesse nas industrias farmacéutica, bioguimica e de alimentos.

No caso de biofilmes ativos, o antimicrobiano esta inicialmente imobilizado em
uma matriz hidrofilica seca. Quando este filme seco é colocado em contato com o solvente
(neste caso, a agua), moléculas do solvente irdo penetrar a matriz levando ao
intumescimento da mesma, em maior ou menor grau, dependendo de suas caracteristicas
(composigdo quimica, grau de reticulacdo, porosidade, entre outros fatores). Quando a agua
se difunde da solucdo para o interior do filme, a mobilidade macromolecular da rede
polimérica aumenta gradualmente, permitindo que o antimicrobiano se solubilize e se
difunda através da matriz. Assim, pode-se assumir que a cinética de liberacdo da
natamicina sera influenciada pelos seguintes processos: (1) difusdo da agua, (2) relaxacao

da matriz, (3) solubilizacdo e difusdo da natamicina através da matriz intumescida.
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Uma preocupacdo em experimentos de liberacdo é o intumescimento dos filmes
durante os ensaios. Redl et al. (1996) observaram que o intumescimento dos filmes causou
desvios ao comportamento Fickiano, e sugerem um pré-acondicionamento dos filmes em
ambientes com alta umidade relativa antes dos ensaios a fim de se minimizar tais efeitos.
Por outro lado, Teerakarn et al. (2002) relataram que o pré-acondicionamento dos filmes
em UR = 96% ndo teve efeito no intumescimento de filmes de proteina. No presente
trabalho os dados de grau de intumescimento dos filmes (Figura 5.15) indicaram que nos 10
minutos iniciais de contato com a solucdo aquosa, ocorre considerdvel transferéncia de
massa para o interior do filme, promovendo aumento de volume e, provavelmente, uma
relaxacdo da matriz polimérica, e que mais de 50% da embebicdo ocorre no primeiro
minuto de imersdo em agua. Assim, tendo em vista 0s longos tempos necessarios para a
realizacdo dos ensaios com a natamicina considerou-se desnecessario este pré-
acondionamento das amostras em UR alta, sendo a espessura final, ou seja, aquela
determinada apds o término do ensaio, utilizada para o célculo dos coeficientes de difusao.
A maxima massa de natamicina que poderia ser liberada (M.) em agua foi considerada
como sendo a massa total que foi extraida até atingir equilibrio, isto é, quando ndo se

observou mais variagdo na concentracao da solucao.

A Tabela 5.6 apresenta a massa de natamicina adicionada no filme e a massa de
natamicina que foi liberada por cada filme no final dos ensaios de liberagcdo. Observa-se
que, para o filme de alginato puro, praticamente 100% da massa de natamicina adicionada
conseguiu ser extraida pela dgua. Esta informacdo também confirma, que ndo houve
lixiviacdo da natamicina durante o processo de reticulacdo dos filmes (2° estdgio) em que
0s mesmos eram imersos em solucdo de cloreto de célcio, seguido de lavagem em &gua.
Zactiti (2004) observou que grande parte do sorbato de potassio incorporado na matriz de
alginato era extraida nestas etapas do processo. A Tabela 5.6 indica também que para 0s
filmes compostos a maxima massa de natamicina liberada foi menor do que massa
adicionada, sendo aproximadamente 74,8% e 61,3% para o Filme Composto 1 e 2 contendo
inicialmente 4% de natamicina, respectivamente. A analise estatistica indica que ndo houve
diferenca entre a forma de incorporagédo da natamicina, ou seja, antes ou depois do processo
de elaboragdo da solugdo filmogénica. Estas constatacdes reforcam a hipotese de que nos
filmes compostos, esteja ocorrendo uma interacdo entre a natamicina e a matriz com

quitosana. Quando a concentragdo inicial era de 8% os filmes compostos liberaram em
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torno 93% da massa inicial de natamicina. Esse aumento ocorreu, provavelmente, devido a
um excesso de agente antimicrobiano em relacdo aos sitios ativos disponiveis nas cadeias
de quitosana. Chen et al. (1996) observaram que em ensaios de liberacéo de
antimicrobianos (sorbato de potassio e benzoato de sddio) incorporados em filmes de
quitosana e metilcelulose, apenas 60% da massa total adicionada foi liberada, atribuindo
esta constatacdo a uma possivel interagdo entre os grupos NH3" da quitosana e os grupos

COO" dos antimicrobianos.

Tabela 5.6: Massa de natamicina inicial e massa de natamicina liberada apds o ensaios em
agua (M.,), em relacdo a massa de filme

3 Massa de Massa de natamicina
Filme Conni[zggggi‘?r?;*de natamlcma-lnlual** liberada, M***
(mg/g filme) (mg/g filme)
4% antes 12,03 12,62 (1,04)°
Alginato puro 4% depois 12,03 12,62 (0,95)°
8% 24,07 26,29 (2,08)°
4% antes 12,03 8,17 (0,13)*"
Filme Composto 1 4% depois 12,03 9,82 (0,26)"
8% 24,07 22,50 (0,95)°
4% antes 12,03 6,73 (0,38)*
Filme Composto 2 4% depois 12,03 8,02 (0,82)*"
8% 24,07 22,60 (0,05)

*Expressa em relacdo a massa de polimero.

**Estimada pela relagdo de massa adicionada em uma placa com érea de 153,94 cm? (d = 14cm) e a 4rea da
amostra utilizada (4x4 cm).

***Estimada pela méaxima massa de natamicina liberada nos ensaios de liberagdo, quantificada por
espectrofotometria.

Médias com a mesma letra indicam que nao ha diferenca significativa (p< 0,05) pelo teste de Tukey.

O mecanismo envolvido no processo de difusivo foi avaliado, levando-se em
consideracdo o Modelo da Lei de Poténcia (Crank, 1975), que relaciona a perda de soluto
no periodo inicial de liberacdo (M¢/M., < 0,60) com o tempo atraves de uma exponencial
simples (Equacdo 2.4). O expoente difusional (n) foi calculado a partir do coeficiente
angular da reta obtida plotando-se In(M/M,,) versus In(t), enquanto a constante difusional

(k) foi calculada a partir do coeficiente linear (Tabela 5.7).
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Tabela 5.7: Expoente difusional (n) e constante difusional (k) para os filmes ativos de
alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2 contendo diferentes concentragdes
iniciais de natamicina

Filme n* k (s1)* R

4% antes 0,568 (0,007) 7,970 (0,077) 0,997
0,997

0,997

4% depois 0,608 (0,023) 8,581 (0,270) 0,997
0,997

0,998

8% 0,619 (0,029) 9,251 (0,051) 0,998
0,997

0,997

Alginato
puro

4% antes 0,501 (0,035) 7,594 (0,047) 0,992
0,994

0,995

4% depois 0,545 (0,039) 8,587 (0,610) 0,996
0,995

0,995

8% 0,511 (0,065) 6,791 (0,098) 0,989
0,991

0,993

Filme
Composto 1

4% antes 0,536 (0,022) 7,778 (0,395) 0,997
0,996

0,996

4% depois 0,539 (0,008) 7,892 (0,069) 0,998
0,998

0,998

8% 0,495 (0,006) 7,714 (0,034) 0,999
0,998

0,997

Filme
Composto 2

* Média (desvio padrdo) de trés determinacles experimentais.

A difusdo Fickiana é caracterizada por um coeficiente difusional igual a 0,5, ou
seja, 0 processo de transferéncia de massa é controlado pelo coeficiente de difusdo (Caso I).
Um valor de n igual a 1 (Caso Il) indica que a difusdo é muito rdpida comparada ao
processo de relaxagcdo da matriz polimérica (Choi et al., 2005). Difusdo ndo-Fickiana ou

difusdo andmala é caracterizada por valores de n entre 0,5 e 1. Nesse caso a taxa de difusdo
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do soluto e a relaxacdo do polimero sdo de magnitude equivalente (Crank, 1975). Os
valores dos coeficientes difusionais obtidos para a natamicina nos filmes estudados
encontram-se entre 0,49 e 0,62, indicando que a difuséo Fickiana tende a ser 0 mecanismo
predominante. Esses valores confirmam que o processo de intumescimento da matriz
atingiu o equilibrio muito mais rapido do que a liberagdo do agente ativo, afetando portanto
pouco o processo de difusdo. Como os filmes que continham quitosana demoravam mais
tempo para liberar o antimicrobiano, o desvio da lei de Fick foi menor, ou seja, 0 processo
de relaxacdo da matriz nos estagios iniciais ndo influencia a difuséo, e consequentemente 0s

valores dos coeficientes difusionais foram mais proximos de 0,5.

Zactiti e Kieckbusch (2009) obtiveram valores de n préximos de 0,8 para filmes de
alginato reticulados com calcio contendo diferentes concentra¢des iniciais de sorbato de
potassio. No entanto, 95% da liberacdo do sorbato de potéassio nos filmes acontecia nos
primeiros 4 minutos de contato com a agua, ou seja, ainda no periodo de intumescimento
dos mesmos. Em outro trabalho, Buonocore et al. (2003) propdem a utilizacdo de um
modelo derivado da 2° lei de Fick que leva em consideracdo a difusdo do solvente para
estimativa das difusividades de lisozima, nisina e benzoato de sédio em filmes de
polivinilalcool. Flores et al. (2007b) também observaram a influéncia da relaxacdo da
matriz no desvio do comportamento Fickiano ideal em ensaios de difusdo de sorbato de
potassio em filmes de amido de mandioca. A mesma constatacdo foi feita por Ozdemir e
Floros (2001) investigando o mecanismo de difusdo de sorbato de potassio em filmes de
proteinas. Por outro lado, Choi et al. (2005) estimaram valores de n entre 0,45 e 0,53
estudando a difusdo de sorbato de potassio em filmes de k-carragena concluindo que o

transporte do agente ativo ocorreu principalmente por difusao.

Os filmes de alginato puro e os Filmes Compostos 1 e 2 contendo 4% de
natamicina (adicionada antes e depois do processo de elaboracdo da solugéo filmogénica) e
8% de natamicina foram submetidos a ensaios de liberacdo em &gua a temperatura

ambiente (25 + 2 °C), segundo metodologia descrita no Item 3.6.3.

Os coeficientes de difusdo da natamicina nos filmes estudados foram estimados
através dos ajustes dos pontos experimentais dos ensaios de liberacdo até o equilibrio ao
modelo apresentado na Equacdo 2.3. Além disso, realizou-se o ajuste dos dados
experimentais nos momentos iniciais da liberagdo (Mt/M., < 0,6) a equacdo do modelo de
difusdo para solidos semi-infinitos (tempos curtos) (Equagdo 2.5). Neste caso, a liberagdo
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segue a cinética de ordem %, e os valores obtidos para a fracdo de massa liberada devem

exibir ajuste linear em fungéo de Jt . Os valores dos coeficientes de difusdo obtidos pelos
dois modelos estdo apresentados na Tabela 5.8. As curvas obtidas pelo ajuste dos dados
experimentais a Equacdo 2.5 para todos os filmes estudados estdo apresentadas nas Figuras
5.9, 5.10 e 5.11. Complementando, a evolucdo da liberagdo da natamicina incorporada nos
filmes em &gua e o ajuste dos pontos experimentais através da Equacdo 2.3 sdo mostrados
nas Figuras 5.12, 5.13 e 5.14.

Pela Tabela 5.8, observa-se que os coeficientes de difusdo estimados pelos dois
métodos citados apresentaram valores semelhantes, permitindo reafirmar que o processo de
embebicdo da matriz teve pouca influéncia na difusividade. Os valores dos coeficientes de
determinagdo do ajuste dos dois modelos utilizados variaram de 0,968 a 0,999,
demonstrando um bom ajuste dos pontos experimentais em todos o0s casos estudados. Os
valores dos coeficientes de difusdo em é&gua encontrados variaram entre 2,49x10™2 a
2,80x10™* cm?/s. Estes valores sdo muito baixos quando comparados a valores encontrados
para outros antimicrobianos incorporados em matrizes poliméricas, podendo constituir-se
em uma vantagem no uso destes filmes como embalagem ativa. Por exemplo, para o
sorbato de potéssio os valores reportados na literatura sio da ordem de 107 cm?/s em filmes
de proteina do soro do leite (Franssen et al., 2004; Ozdemir e Floros, 2001), filmes de
alginato de sddio (Zactiti e Kieckbusch, 2009), filmes de glaten (Redl et al., 1996) e filmes
de amido de mandioca (Flores et al., 2007b) e da ordem de 10° cm?s em filmes de «-
carragena (Choi et al., 2005). A lisozima apresentou valores de difusividade na ordem de
10™ cm?/s em filmes de acetato de celulose (Gemili et al., 2009). Mastromatteo et al.
(2009) reportam valores da ordem de 10°® cm?/s para timol incorporado em filmes de zeina
de milho. J4 a nisina apresenta difusividades na ordem de 10™° cm?/s em filmes de gldten e
10! cm?/s em filmes de zeina de milho (Teerakarn et al., 2002). Franssen et al. (2004)
determinaram coeficientes de difusdo da natamicina em filmes de proteina do soro do leite
entre 3,76x10° e 6,16x10™® cm?/s de acordo com a concentragdo de glicerol presente na

matriz.
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Tabela 5.8: Espessuras finais (drinat) € coeficientes de difusdo (D) dos filmes de alginato
puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2 contendo diferentes concentragdes iniciais de

natamicina
_ D (x 10™) ) D (x 10™) )
Filme Sinat (MM) (cm?/s)* (cm?/s)** R
0,102 (0,002) 1,586 (0,084)° 0,995 1,639 (0,071)° 0,985
4% antes 0,994 0,981
0,993 0,982
_ 0,107 (0,005) 1,648 (0,084)° 0,994 1,638 (0,055)° 0,980
Alginato 4%
puro depois 0,989 0,978
0,993 0,980
0,111 (0,010) 0,986 (0,080)° 0,999 0,975 (0,065)° 0,986
8% 0,999 0,984
0,999 0,987
0,137 (0,008) 0,782 (0,020)° 0,995 0,775 (0,047)*" 0,994
4% antes 0,992 0,991
0,989 0,996
Filme 4% 0,145 (0,011) 0,597 (0,024)*" 0,998 0,549 (0,076)*" 0,998
Composto 1 depois 0,992 0,994
0,993 0,992
8% 0,145 (0,012) 0,249 (0,036)° 0,997 0,357 (0,012)* 0,968
0,995 0,979
0,994 0,977
4% antes 0,180 (0,007) 2,818 (0,374)" 0,998 2,679 (0,433)" 0,998
0,999 0,997
0,998 0,998
Eilme 4% 0,183 (0,018) 2,612 (0,290)" 0,999 2,530 (0,329) 0,999
Composto 2 depois 0,999 0,999
0,999 0,998
8% 0,183 (0,006) 1,077 (0,128)° 0,996 1,024 (0,178)" 0,996
0,995 0,997
0,996 0,994

Média (desvio padrdo) de trés determinacdes experimentais
*Calculado a partir da Equagdo 2.5 (Solucéo para tempos curtos)
**Calculado a partir da Equacéo 2.3 (Ensaios completos)
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t1/2 (d iasl/z)

Figura 5.9: Ajuste ao modelo de tempos curtos para filme de alginato puro (), Filme
Composto 1 (A) e Filme Composto 2 (o) contendo 4% de natamicina (adicionada no inicio
do processo de elaboracdo da solugéo filmogénica)
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Figura 5.10: Ajuste ao modelo de tempos curtos para filme de alginato puro (0), Filme
Composto 1 (A) e Filme Composto 2 (o) contendo 4% de natamicina (adicionada no final
do processo de elaboracdo da solugéo filmogénica)
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Figura 5.11: Ajuste ao modelo de tempos curtos para filme de alginato puro (¢), Filme
Composto 1 (o) e Filme Composto 2 (A) contendo 8% de natamicina (adicionada no final
do processo de elaboracdo da solugéo filmogénica)

Atraveés da Tabela 5.8 pode-se observar também que os coeficientes de difusdo da
natamicina nos filmes de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2 com
concentracdo inicial de 4%, ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo a forma de
incorporagdo do antimicrobiano (antes ou depois). No entanto, contrariamente ao que se
esperava, 0 aumento da concentracdo da natamicina nos filmes de 4 para 8%, diminuiu a
sua difusividade, sendo esta diferenca estatisticamente significativa para o filme de alginato
puro e o Filme Composto 2. Isto pode estar relacionado com o fato de que na matriz mais
carregada, devido a baixa solubilidade da natamicina, a formacdo de cristais foi maior,
fazendo com que o processo de liberagdo seja mais lento, pois inicialmente sera necessario
a dissolugdo do cristal e s6 entdo a sua liberacdo. Kurnik e Potts (1997) explicam que um
tipo especifico de sistema de liberagdo controlada é composto de uma mistura da substancia
ativa tanto na forma solGvel quanto na forma cristalina dispersa na fase polimérica. No
trabalho os autores investigam o efeito do tamanho inicial dos cristais da substancia ativa
no perfil de liberagdo de droga incorporada em um filme polimérico de uma e duas
camadas. Eles enfatizam que a modelagem matematica para estes sistemas contendo a

substancia dissolvida e na forma cristalina é mais complexa do que em sistemas em que
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toda a droga esta uniformemente dissolvida, devido a incorporacdo de um termo da reacdo
de dissolugdo. Esses sistemas sdo eficientes quando se quer retardar a liberacdo de
substéancias. Wallace e Rosenblatt (2003) apontam que quando se trabalha com ativos que
apresentam baixa solubilidade em &gua, deve-se aumentar a carga do agente ativo,
induzindo a formacdo de cristais que deverédo primeiro se solubilizar e entdo se difundir. A
maior ocorréncia de cristais nos filmes contendo 8% de natamicina pode ser verificada nas
micrografias das superficies dos filmes (Figuras 5.17 (g), 5.18 (g) e 5.19 (g)), que serdo
descutidos em detalhes posteriormente.

e il il et

,,,,,,,,,, i

M/M.

60 80 100 120 140
tempo (dias)

Figura 5.12: Evolucéo da liberacdo de natamicina (4% antes) em &gua: Filme de alginato
(0,—), Filme Composto 1 (A,----) e Filme Composto 2 (o,----). Os simbolos representam
0S pontos experimentais e as linhas o ajuste a0 modelo da Equacéo 2.5

Em outro trabalho, Siepmann e Peppas (2001), estudando o0s mecanismos
envolvidos na liberagdo controlada de farmacos em matrizes de hidroxipropilcelulose,
enfatizam que as caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros e dos agentes ativos devem
ser consideradas na escolha do modelo matematico a ser usado para predizer a liberacao.
Os autores ilustram que de maneira geral, 0 aumento da concentracdo da droga aumenta a
porosidade da matriz a medida que a droga vai sendo liberada. Assim, a resisténcia a
difusdo diminui levando a um aumento da taxa de transferéncia. No entanto, quando a

quantidade da droga excede o limite de solubilidade no sistema, deve-se considerar o efeito
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do excesso de soluto ndo dissolvido e, portanto, ndo disponivel para difusdo. Nestes casos,
este efeito pode se sobrepor ao efeito da porosidade.

Estudando a liberacdo de um farmaco incorporado em matrizes de alginato e
gelatina reticuladas com fons Ca*?, Dong et al. (2006) também constataram que a taxa de

liberacdo da droga diminuia com o aumento da concentracdo da mesma na matriz.

M/M.

0 20 40 60 80 100 120 140
tempo (dias)
Figura 5.13: Evolucdo da liberacdo de natamicina (4% depois) em &gua: Filme de alginato

(0,—), Filme Composto 1 (A,----) e Filme Composto 2 (o,----). Os simbolos representam
0S pontos experimentais e as linhas o ajuste ao modelo da Equacéo 2.5

Comparando-se as curvas de liberagcdo da natamicina incorporada aos filmes de
alginato e aos Filmes Compostos 1 e 2 em agua (Figuras 5.12, 5.13 e 5.14) pode-se
observar que a cinética de liberacdo das matrizes que contém quitosana foi muito mais
lenta. Observa-se que, nas concentragdes iniciais de 4% antes e depois, o filme de alginato
atingiu o equilibrio em aproximadamente 20 dias, enquanto que este periodo foi em torno
de 45 dias para o Filme Composto 2 e superior a 120 dias para o Filme Composto 1. Estas
constatacbes confirmam que estaria havendo uma interagdo entre a quitosana e a
natamicina. Para os filmes com concentracdo inicial de natamicina de 8%, os periodos para
chegar no equilibrio foram 40, 140 e maior que 190 dias para o filme de alginato, o Filme
Composto 2 e 0 Filme Composto 1, respectivamente.
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Figura 5.14: Evolucdo da liberacdo de natamicina (8% depois) em &gua: Filme de alginato
(0,—), Filme Composto 1 (A,----) e Filme Composto 2 (o,----). Os simbolos representam
0S pontos experimentais e as linhas o ajuste a0 modelo da Equacéo 2.5

Os valores da Tabela 5.8 indicam que a difusividade da natamicina no Filme
Composto 2, é mais alta que a difusividade do filme de alginato. Isto pode ser explicado
pelas caracteristicas estruturais da matriz deste filme. Observagdes visuais destes filmes
imersos em &gua durante os ensaios de liberagdo indicaram um alto grau de intumescimento
e a formacdo de bolhas na superficie do filme. Desta forma, apesar da liberacdo ter sido
mais lenta (conforme mostram as Figuras 5.12, 5.13 e 5.14) e da provavel interagdo da
quitosana com a natamicina, refletida na menor massa de ativo liberada em relagéo ao filme
de alginato (Tabela 5.6), esta desestruturacdo da matriz no meio liquido pode promover
uma saida mais rapida da natamicina. O Filme Composto 1 apresentou um grau de
intumescimento bem menos acentuado e a aparéncia do filme durante todo o ensaio se
manteve muito proxima a do filme original. Pode-se observar que a cinética de liberacdo foi
ainda mais lenta (Figuras 5.12, 5.13 e 5.14) e que os coeficientes de difusdo foram
aproximadamente 2,11, 2,98 e 2,73 vezes menor do que os da natamicina nos filmes de
alginato, para os filmes com concentracdo inicial de 4% (antes), 4% (depois) e 8%,

respectivamente.
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Diante dos dados cinéticos encontrados nos ensaios de liberacdo da natamicina
presente nos filmes compostos em &gua, ou seja, a observacdo de uma liberacdo mais lenta
e uma menor massa de natamicina liberada no equilibrio para estes filmes, é possivel
assumir que uma interacdo eletrostatica esteja ocorrendo entre os grupos NHs" da quitosana
e grupos COO" da natamicina nas condigOes experimentais utilizadas. Liao et al. (2005)
estudando a liberagdo de diversas substancias ativas em fibras de quitosana e alginato
comentam que a capacidade de liberacdo controlada deste tipo de sistema depende da
interacdo incompleta entre os dois polimeros, deixando grupos i6nicos expostos para se
ligarem com o ativo. Os autores concluem que a cinética de liberacdo em sistemas de
alginato e quitosana é governada por dois fatores principais: a massa molar do soluto e a

cargas caracteristicas presentes no polimero e no soluto.

Siepmann et al. (2006) compararam o perfil de liberagdo de trés substancias ativas
(ibuprofeno, maleato de clorofeniramina e metoprolol) em matrizes de Eudragit. Os autores
explicam que como os solutos foram incorporados abaixo dos limites de solubilidade, as
diferencas encontradas nos perfis de liberacdo seriam explicadas pelas interagoes
eletrostaticas entre os solutos e o polimero. O ibuprofeno é carregado negativamente em pH
7,4 podendo entdo interagir com os grupos aménio do Eudragit, e consequentemente sua
difusdo foi significantemente retardada. Em outro trabalho, Wallace e Rosenblatt (2003)
relatam que periodos mais longos de libera¢do de solutos podem ocorrer devido a ligagdo
entre certos compostos ativos e a matrizes de colageno. Singh et al. (1995 a e b)
desenvolveram um modelo matematico para modelar os perfis de liberagdo de compostos
catidnicos (polilisina e gentamicina) de matrizes de colageno, os quais sdo governados por
difusdo e por interacGes eletrostaticas. Os autores observaram que 90% da gentamicina
incorporada foi liberada da matriz de colageno nativo (que ndo apresenta cargas nas
cadeias) em 2,5 dias, enquanto que, neste mesmo periodo de tempo, foram liberados apenas
70% e 50% da carga inicial de gentamicina a partir de matrizes carregadas negativamente,
colageno succinilado e colageno fosfonilado, respectivamente. Isotermas de adsorcao foram

determinadas por estes autores para caracterizar as interacoes e aplicar o modelo proposto.

Conforme a literatura sugere, modelos matematicos mais complexos, considerando
a difuséo e a dessor¢do como mecanismos envolvidos na liberacdo devem ser adaptados e

utilizados para analisar estes fendmenos com mais detalhes. No entanto, tal analise requer o
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conhecimento de dados experimentais adicionais e que estavam além do escopo proposto
para o presente trabalho.

Como forma de confirmar qualitativamente a afinidade da natamicina pelas
matrizes poliméricas testadas, determinou-se a massa de natamicina adsorvida durante a
imersdo dos filmes em solu¢do aquosa contendo uma concentragdo conhecida de
natamicina (Tabela 5.9). Pode-se observar que, conforme a tendéncia encontrada na
liberacdo, a natamicina apresentou uma maior afinidade pelas matrizes poliméricas que
continham quitosana (Filme Composto 1 e Filme Composto 2), comparada a matriz de
alginato puro. A massa adsorvida tendeu a aumentar com o aumento da concentracdo de
quitosana. Kuijpers et al. (1998) observaram que a interacdo da lisozima com uma matriz
de gelatina do tipo B é maior que a interacdo deste mesmo ativo com uma matriz de
gelatina do tipo A, sendo a massa adsorvida no primeiro caso consideravelmente maior. Os
autores atribuem esta caracteristica a maior concentracdo de grupos carboxilicos presentes
na gelatina do tipo B que estariam disponiveis para interagir com a lisozima. Singh et al.
(1995a) levantaram isotermas de adsorcdo de polilisina em filmes de colageno nativo,
colageno succinilado e colageno fosfonilado. As maximas massas de soluto que foram
adsorvidas nas matrizes poliméricas, aumentaram com a presenga de cargas na matriz,
sendo a maior interacdo observada para a matriz de colageno fosfonilado, o qual, além de
apresentar cargas negativas, apresenta uma valéncia maior comparada ao colageno
succinilado. O colageno nativo ndo apresenta cargas e, portanto ndo apresentou adsorcao da

polilisina.

Tabela 5.9: Maxima massa de natamicina adsorvida pelos filmes

Concentragdo inicial ~ Concentracao final

Massa
Filme na solucgéo, t=0 na solugéo, t = 85 dias adsorvida
(mg/mL) (mg/mL) (mg/g filme)
Alginato puro 1,098 0,926 30,714
Filme Composto 1 1,098 0,420 121,071
Filme Composto 2 1,098 0,334 136,429

Correlacionando esses resultados de difusdo com a atividade antimicrobiana
apresentada pelos filmes (Item 5.1.3.1), pode-se concluir que a concentragdo do agente
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ativo liberada foi importante na determinacdo da magnitude do halo de inibigdo. O
mecanismo que ira governar o efeito inibitorio da natamicina liberada é a difusdo desta no
agar, que era 0 mesmo em todos os tratamentos. Através das curvas das Figuras 5.12, 5.13
e 5.14 e dos valores de M., pode-se estimar uma relacdo entre a concentracdo de
natamicina liberada nos cinco dias de incubagdo das placas pelos trés tipos de filmes. Para
os filmes de alginato, obteve-se aproximadamente 6,94, 6,94 e 10,52 mg natamicina/ g
filme, para o filme com 4% antes, 4% depois e 8%, respectivamente. Estes dados explicam
0 maior halo de inibicdo observado para o filme de alginato com 8% de natamicina e o
mesmo tamanho de halo observado para os filmes com 4% de natamicina,
independentemente do método de incorporacdo da mesma. Da mesma forma, para o Filme
Composto 1, estimou-se concentragdes de 2,77, 2,65 e 5,17 mg/g filme, para o filme com
4% antes, 4% depois e 8%, respectivamente. J& para o Filme Composto 2, estimou-se 3,03 e
3,29 e 5,65 mg/g filme, para o filme com 4% antes, 4% depois e 8%, respectivamente. De
maneira similar a encontrada para os filmes de alginato, confirma-se a tendéncia de se obter
maiores halos de inibicdo para os Filmes Compostos com o aumento da concentragéo
inicial de natamicina. Além disso, pode-se observar que os dados encontrados se
correlacionam bem com a tendéncia observada nos ensaios microbiolégicos de que os
filmes de alginato foram mais eficientes comparados aos Filmes Compostos nos 5 primeiros
dias de aplicacdo. Infelizmente por ocasido da realizacdo dos ensaios microbioldgicos ndo
se tinha uma estimativa do periodo de tempo ativo dos ensaios de liberagdo. Seguindo a
rotina do laboratério de microbiologia fez-se o descarte das placas depois de cinco dias de
incubacdo, apds as contagens das UFC e as medicBes dos halos de inibicdo. Caso esses
ensaios microbiol6gicos tivessem sido prolongados por varios dias poderiam fornecer
dados mais conclusivos sobre a real eficiéncia e persisténcia do efeito inibitério da
natamicina juntamente com os dados de liberacdo. A correlagdo entre os resultados dos
ensaios microbiolégicos e dos ensaios de difusdo aqui obtidos permitem afirmar que 0s
filmes desenvolvidos no presente trabalho apresentam uma excelente perspectiva de

atuacdo como filmes ativos (antimicéticos) para alimentos.

5.3 Caracterizacdo fisica e quimica das formulagdes otimizadas contendo natamicina

Apesar do crescente interesse na incorporagdo de compostos antimicrobianos em

biofilmes, a literatura é relativamente escassa no que diz respeito aos seus efeitos nas
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propriedades fisicas e na microestrutura destes filmes. Os filmes produzidos conforme as
formulagdes otimizadas (alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2) contendo
diferentes concentragOes de natamicina foram caracterizados com o intuito de se verificar o

efeito da adicdo deste antimicrobiano nas propriedades dos mesmos.

5.3.1 Espessura

Os valores das espessuras dos filmes ativos (alginato puro, Filme Composto 1 e
Filme Composto 2) nas diferentes concentragdes de natamicina testadas estdo apresentados
na Tabela 5.10. Os resultados para as formulacdes do filme de alginato puro e Filme
Composto 1 mostraram diferencgas significativas entre os valores de espessura dos filmes,
indicando que a incorporagdo da natamicina em concentragf0es crescentes tendeu, de
maneira geral, a causar um incremento na espessura. No caso das formulagdes do Filme
Composto 2, as diferencas ndo foram significativas. O menor aumento da espessura com o
aumento da concentragdo de natamicina nos filmes contendo quitosana, ou seja, Filme
Composto 1 e 2, pode ser devido & interacdo da natamicina, explicando o menor efeito
inibitorio destes filmes, ou ainda devido a maior intensidade de agitacdo utilizada durante a
incorporagdo do antimicrobiano nos filmes com quitosana (14000 rpm) comparada a
utilizada na fabricagéo dos filmes de alginato puro (1500 rpm). Santiago-Silva et al. (2009),
estudando a incorporacdo de pediocina em filmes de celulose, obtiveram um aumento de
aproximadamente 2 e 3 vezes na espessura comparado ao filme controle, para filmes
contendo 25 e 50% de antimicrobiano em relacdo a massa do polimero, respectivamente.
Em outro trabalho também com filmes de celulose, Pires et al. (2008) relatam aumentos
significativos em relagdo ao filme sem o agente ativo para filmes contendo natamicina. Ko
et al. (2001) observaram que a incorporacdo de nisina ndo aumentou significativamente a
espessura de filmes de proteina do soro de leite e de albumina de ovo, mas aumentou a
espessura de filmes de glaten de trigo e de isolado protéico de soja. Garcia et al. (2009)
relatam que filmes de quitosana apresentaram espessuras superiores comparados a filmes
de metilcelulose e que os filmes compostos destes dois biopolimero apresentaram

espessuras intermediarias a dos filmes simples.
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Tabela 5.10: Espessuras das formula¢6es otimizadas contendo natamicina

Natamicina Espessura (mm)*
(9/100g ) ) )

biopolimero) Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
0 0,047 (0,003)*" 0,054 (0,004)*" 0,062 (0,003)*

0,5 0,047 (0,001)** 0,056 (0,003)™® 0,065 (0,005)**¢

1 0,059 (0,005)*4 0,056 (0,002)%4 0,066 (0,003)**#

2 0,055 (0,006)*4 0,059 (0,003)*4 0,062 (0,002)®8

4 (depois) 0,058 (0,003)* 4 0,060 (0,003)4 0,065 (0,002)®8

4 (antes) 0,056 (0,005)"AB 0,055 (0,003)%4 0,060 (0,004)*®

8 0,065 (0,008)°* 0,063 (0,002)% 0,068 (0,004)>

* Média (desvio padrédo) de dez determinacg@es experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

5.3.2 Conteudo de umidade e massa solubilizada em agua

Os valores do conteddo de umidade de equilibrio (UR = 52%) e da massa
solubilizada em &gua dos filmes ativos (alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto
2) nas diferentes concentragdes de natamicina testadas estéo apresentados nas Tabela 5.11 e
5.12, respectivamente. A umidade dos filmes variou de 0,18 a 0,20 g H,O/g amostra. Esses
valores sdo tipicos encontrados para biofilmes (Rhim, 2004; Garcia et al., 2006). Rhim
(2004) obteve umidades entre 15,7 e 17,7% para filmes de alginato tratados por imersao
com solugdes de CaCl,. Park et al. (2004) obtiveram valores de umidade entre 0,19 a 0,23 ¢
H,0/g amostra para filmes de quitosana incorporados com lisozima (0-100% em relacéo a

massa de biopolimero).

Um baixo valor de massa solubilizada em agua é uma das caracteristicas mais
importantes e desejaveis para biofilmes que visam aplica¢des nas areas alimenticia. Apesar
de sua importancia, a maioria dos trabalhos encontrados na literatura apresentam apenas
caracteristicas fisicas como propriedade mecanicas e de barreira (Kim et al., 2002; Rhim,
2004).

Os valores das massas solubilizadas em agua dos filmes de alginato puro néo

apresentaram diferengas significativas com o aumento da concentracdo de natamicina
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(Tabela 5.12). Rhim (2004) obteve massa solubilizada em torno de 16% para filmes de

alginato puro sem adicdo de antimicrobiano.

Tabela 5.11: Contetdo de umidade das formulacBes otimizadas contendo natamicina

Natamicina o (g H.O/g amostra)*
(9/100g Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
biopolimero)
0 0,187 (0,001)**" 0,178 (0,002)*" 0,197 (0,007)>"
0,5 0,186 (0,001)"A 0,181 (0,004)*4 0,201 (0,006)"®
1 0,189 (0,002)** 0,184 (0,001)*A 0,181 (0,003)*#
2 0,190 (0,004)%® 0,181 (0,004)*4 0,186 (0,004)*#
4 (depois) 0,179 (0,006)**4 0,186 (0,004)"® 0,191 (0,002)*E
4 (antes) 0,175 (0,002)*# 0,190 (0,003)"® 0,189 (0,002)*®
8 0,192 (0,004)%4 0,198 (0,006)** 0,186 (0,005)**

* Média (desvio padréo) de trés determinacgles experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

Para os filmes compostos de alginato e quitosana um aumento significativo da
massa solubilizada, em relacdo aos filmes sem natamicina, foi observado em concentragdes
de natamicina acima de 1 e 4 g/100 g biopolimero, para o Filme Composto 1 e Filme
Composto 2, respectivamente. Confirmando os resultados obtidos nos planejamentos
experimentais, o0 aumento da concentracdo de quitosana nos filmes, independente da
concentragdo de natamicina utilizada, aumentou significativamente a massa solubilizada em
agua. O maior valor de massa solubilizada, 0,27 g/g de massa seca, foi observado para o
Filme Composto 2 contendo 8% de natamicina. Apesar disso o efeito da adicdo de
natamicina nos filmes estudados foi relativamente ameno quando comparado a outros
trabalhos descritos na literatura com a incorporacdo de agentes antimicrobianos. Bertan
(2008) obteve aumentos significativos na massa solubilizada em agua de filmes compostos
de amido, gelatina e glaten com a adicdo de sorbato de potassio (2 e 4% p/v), atribuindo
este aumento a solubilizacdo do proprio sorbato durante os ensaios, sendo que os valores de
massa solubilizada variaram entre 29,97 e 50,81%. Zactiti (2004) também observou que a
adicdo de sorbato de potéssio (0,07 g/g alginato) quase duplicou o valor de massa
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solubilizada em &gua. Flores et al. (2007b) determinaram valores de massa solubilizada de
aproximadamente 22% para filmes de amido de mandioca utilizando diferentes métodos de
fabricagdo. Estes filmes, no entanto, apresentaram um aumento de massa solubilizada em
agua quando sorbato de potassio (6 g/100g amido) foi incorporado aos filmes, elevando a
massa solubilizada para = 30%. Estes autores relatam que uma rede polimérica menos
organizada é formada quando o antimicrobiano esta presente, ocasionando este aumento na
massa solubilizada em agua. Garcia et al. (2006) determinaram uma massa solubilizada de
30% para filmes de amido de milho com 0,28 g glicerol/lg amido. Em outro trabalho
Sébastien et al. (2006) reportam valores de 30 a 35% para a massa solubilizada em agua de
filmes compostos de quitosana e acido polilatico (PLA).

Tabela 5.12: Massa solubilizada em dgua das formulacGes otimizadas contendo natamicina

Natamicina MS (g/g m.s.)*
(9/100g Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
biopolimero)
0 0,141 (0,001)*" 0,195 (0,004)*" 0,234 (0,011)*¢
0,5 0,143 (0,020)** 0,209 (0,010)™® 0,248 (0,008)*¢
1 0,146 (0,009)** 0,215 (0,006)"® 0,254 (0,007)*¢
2 0,160 (0,006)*" 0,216 (0,005)"® 0,252 (0,011)*¢
4 (depois) 0,166 (0,005)** 0,216 (0,004)"® 0,260 (0,005)>¢
4 (antes) 0,162 (0,002)** 0,212 (0,007)*® 0,260 (0,009)>¢
8 0,163 (0,003)** 0,232 (0,008)°® 0,270 (0,005)>¢

* Média (desvio padréo) de trés determinacgles experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

5.3.3 Permeabilidade ao vapor de agua

Os filmes de alginato puro e filmes compostos de alginato e quitosana contendo
natamicina foram avaliados quanto a sua permeabilidade ao vapor de agua (PVA). Os
valores de PVA variaram de 3,95 a 7,81 g.mm/m?.dia.kPa (Tabela 5.13). Um aumento
significativo na PVA so foi observado com a adicdo de 8% de natamicina aos filmes de
alginato puro e com a adicdo de 4 (depois) e 8% para o Filme Composto 1. Para o Filme
Composto 2 ndo foram observadas diferencas significativas nas concentracbes de
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natamicina testadas. E interessante notar que apesar da adicdo de 4% (depois) de
natamicina ter provocado um aumento significativo no PVA do Filme Composto 2, o filme
com a mesma concentragdo do antimicrobiano, porém adicionado no inicio do processo
fabricacdo (4% antes) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao PVA do filme
sem antimicrobiano. Isto pode sugerir que a natamicina adicionada no inicio do processo
foi melhor solubilizada e consequentemente melhor incorporada & matriz polimérica. A
permeabilidade ao vapor de agua, por se tratar de um processo de dissolucdo e difuséo, é
governada ndo somente pela concentragdo e estrutura quimica dos componentes da matriz,
mas também da mobilidade da cadeia polimérica da matriz do filme que, por sua vez,
depende da cinética de formacdo, forcas de ligacdo entre as cadeias, grau de reticulacéo e
cristalinidade. Micrografias dos filmes serdo apresentadas no Item 5.3.9, mas antecipando
os resultados, analisando a Figura 5.18 (e) e (f) que mostra a microestrutura da superficie
do Filme Composto 2 contendo 4% de natamicina adicionado depois e antes do processo de
preparacdo da solucdo filmogénica, respectivamente, € possivel observar a maior
quantidade de cristais de natamicina presentes no filmes em que a mesma foi adicionada no

fim do processo (Figura 4.18 (f)).

Tabela 5.13: Coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua das formulagdes otimizadas
contendo natamicina

Natamicina PVA (g.mm/m*.dia.kPa)*
(9/100g ) ) )

biopolimero) Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2

0 4,06 (0,26)*" 4,91 (0,09)*° 7,41 (0,15)*"

0,5 3,95 (0,03)*# 4,87 (0,03)*® 7,81 (0,57)*¢

1 4,05 (0,33)** 5,04 (0,15)*F 7,79 (0,23)*

2 4,01 (0,18)*4 5,00 (0,18)*F 7,61 (0,07)*¢

4 (depois) 4,13 (0,05)** 6,00 (0,42)>8 7,65 (0,15)*¢

4 (antes) 3,95 (0,21)** 5,17 (0,34)*F 7,43 (0,09)*¢

8 5,63 (0,47)>A 6,39 (0,24)>4 7,72 (0,15)*8

* Média (desvio padréo) de trés determinacgles experimentais

Médias com a mesma letra mindscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)
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Tire et al. (2009) ndo observaram alteragcdes significativas nos coeficientes de
PVA de filmes de proteina de trigo e metilcelulose contendo até 2mg de natamicina por g
de solugdo filmogénica (ou seja, 1,33% e 6,67% em relagdo a massa de polimero, para o
filme de proteina do trigo e o filme de metilcelulose, respectivamente). Flores et al. (2007b)
relatam que a adicdo de sorbato de potéssio ndo alterou a PVA de filmes de amido de
mandioca. Resultados similares foram obtidos por Zactiti (2004), que ndo observou
aumento significativo da PVA de filmes de alginato com a adigdo de sorbato de potéssio
(0,07 g/g alginato) e Cagri et al. (2002) com filmes de base protéica contendo 0,5 e 0,75%
(m/m) de acido sérbico. No entanto para filmes compostos de amido, gelatina e glaten
(1:1:1), Bertan (2008) obteve, para o filme contendo 2% (p/v), um aumento de quase 4
vezes o0 valor de PVA do filme sem sorbato. Pranoto et al. (2005) observaram um aumento
significativo da PVA de filmes de quitosana com a incorporacéo de sorbato de potéssio em
concentracdes acima de 150 mg/g de quitosana e de nisina na concentracio de 204x107
Ul/g de quitosana, enquanto que a adicdo de 6leo de alho (até 400 uL/g de quitosana) ndo

alterou esta propriedade.

Assim como para a massa solubilizada em &gua, também foi observado um
aumento significativo na PVA com o aumento da concentracdo de quitosana nos filmes
estudados. Contrariamente, Garcia et al. (2006) observaram uma diminui¢cdo de PVA de
filmes de amido de milho com a adigdo de quitosana.

Analisando a classificacdo de propriedades de biofilmes de Krochta e De Mulder
Johnston, 1997 é relevante observar que mesmo com a adi¢do de natamicina na maior
concentracédo estudada, ou seja 8%(m/m), todos os filmes (alginato puro, Filme Composto 1
e Filme Composto 2) se enquadram na categoria moderada em relacdo a permeabilidade ao

vapor de agua.

5.3.4 Grau de intumescimento

O transporte da agua através de biofilmes depende da rigidez intrinseca do
polissacarideo, bem como do grau de reticulagio da matriz polimérica. Visto que a
hidratag&o e o intumescimento sdo considerados mecanismos-chave no processo de difusdo
de substancias ativas, estudou-se o efeito do tipo de formulacdo e da concentracdo de

antimicrobiano no grau de intumescimento dos filmes ativos. A massa de natamicina e de
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polimero liberada na &gua no equilibrio foi considerada desprezivel em comparagdo com a
massa de agua absorvida durante o ensaio de intumescimento. A cinética de absorcdo de
agua dos filmes testados indica que apesar dos valores de Gl variarem, o tempo para atingir
0 equilibrio em todos os casos era entre 5 e 10 minutos. Apos este periodo a massa do filme
Umido permanecia praticamente constante. Desta forma, decidiu-se apresentar no trabalho
apenas uma curva de cada formulacdo (Figura 5.15), sendo o0s outros resultados
apresentados como o valor do grau de intumescimento de equilibrio ap6s 40 minutos de
imersdo em agua (Tabela 5.14). Os filmes das trés formulacBes estudadas, em todas as
concentragdes de natamicina, apresentaram-se integros apds 0s ensaios e com aparéncia
semelhante a das amostras originais. Resultados semelhantes foram obtidos por diversos
outros autores (Remufian-Lépez e Bodmeier, 1997; Buonocore et al., 2003; Sriamornsak e
Kennedy, 2008; Rivero et al., 2009).
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Figura 5.15: Perfil cinético de absorcdo de 4gua do: (x) Filme de alginato puro, (¢) Filme
Composto 1 e (4A) Filme Composto 2 sem natamicina

Pela Tabela 5.14 observa-se um aumento significativo do grau de intumescimento
para os filmes de alginato puro e para o Filme Composto 1 a partir da menor concentragédo
de natamicina testada, variando de 0,70 para 0,78 g H,O/g amostra e de 1,02 para 1,16 g
H,O/g amostra, para o alginato puro e para o Filme Composto 1, respectivamente. No
entanto, ndo houve variacdo significativa nestes valores em relagdo a todas as outras
concentragdes testadas, para o filme de alginato puro, e com até 8% de natamicina para o
Filme Composto 1. O grau de intumescimento das formulagbes contendo a maior
concentracédo de quitosana (Filme Composto 2) ndo apresentou variagdo significativa com a

153



Capitulo 5: Resultados e Discussao - Filmes ativos

incorporacdo de natamicina até o limite de 8% (m/m). Esse mesmo comportamento foi
observado com relacdo a PVA. Zactiti (2004) constatou que um filme de alginato reticulado
com jons célcio contendo 7 g de sorbato de potassio por 100 g de alginato absorveu 2 vezes

mais agua do que o filme sem sorbato.

Tabela 5.14: Grau de intumescimento de equilibrio das formulagbes otimizadas contendo

natamicina

Natamicina

(9/100g biopolimero)

Grau de intumescimento (g H,O/g amostra)*

Alginato puro

Filme Composto 1

Filme Composto 2

0 0,70 (0,02)** 1,02 (0,04)*" 1,95 (0,12)*“

0,5 0,78 (0,02)*A 1,16 (0,01)>B 1,87 (0,05)*¢

1 0,81 (0,01)*A 1,15 (0,08)*® 1,75 (0,06)*¢

2 0,81 (0,03)*4 1,14 (0,04)* 1,89 (0,05)*¢

4 (depois) 0,80 (0,02)*4 1,14 (0,02)*® 1,92 (0,10)*¢
4 (antes) 0,81 (0,01)*A 1,15 (0,03)>B 1,94 (0,03)*¢
8 0,82 (0,01)*4 1,27 (0,04)°B 1,97 (0,10)*

* Média (desvio padrdo) de trés determinacgles experimentais.
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

Como para as outras propriedades, a composicao dos biopolimeros e 0 método de
preparacdo mostraram ter influéncia nas propriedades de transporte e incorporacdo de agua
nos filmes. Comparando as trés formulagdes estudadas, observa-se que o grau de
intumescimento tendeu a aumentar com o aumento da concentracdo de quitosana. A
presenca de quitosana provavelmente alterou a conformacao das ligagdes entre o alginato e
0 calcio, aumentando a afinidade da agua pela matriz polimérica, confirmado pelos
resultados da analise de calcio (Item 4.3.1). E interessante ressaltar que, pelos resultados
obtidos na presente pesquisa, as condi¢des de processo utilizadas ndo foram adequadas para
formar complexos polieletroliticos insoltveis entre o alginato e a quitosana. Desta forma, a
interacdo entre o ions célcio e o alginato acabou sendo mais efetiva do que a mistura de
alginato e quitosana no que se refere a diminuicdo da afinidade das moléculas de &gua pela
matriz polimérica formada. Bernabé et al. (2005) obtiveram grau de intumescimento para
membranas compostas de quitosana e pectina, sem tratamento com célcio,
aproximadamente duas vezes maior que os valores obtidos para o Filme Composto 2. No
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entanto quando estas membranas foram tratadas termicamente (120°C por 2 horas) os
valores foram semelhantes aos obtidos pelo Filme Composto 2. Os autores justificam esta
reducdo em razdo da formacdo de ligacGes amidicas entre os dois polimeros devido ao
tratamento térmico. Diversos trabalhos apontam que o aumento do grau de reticulacdo da
matriz diminui o intumescimento. Zactiti (2004) obteve valores decrescentes de grau de
intumescimento aumentando a concentragdo de ions célcio na solucdo reticuladora (2°
estagio) de filmes de alginato. Remufian-Lopez e Bodmeir (1997) também observaram que
a absorcéo de &gua no equilibrio diminuia com o aumento da concentracdo de CaCl,, sendo
que o filme de alginato tratado por imersdo em solugdo de 5% CaCl, por 30 minutos
apresentou, assim como no presente trabalho, grau de intumescimento de 0,7 g H,O/g
amostra. A mesma observacdo foi feita por Buonocore et al. (2003) pelo aumento do grau
de reticulacdo de filmes de polivinilalcool. Neste ultimo trabalho os autores também
concluem que o aumento do grau de reticulagdo, consequentemente a diminui¢do do Gl,
diminui a difusividade de agentes antimicrobianos (lisozima, nisina e benzoato de sodio)
através dos filmes. Flores et al. (2007b) obtiveram valores de grau de intumescimento
diferentes para filmes de amido de mandioca contendo sorbato de potassio produzidos por
diferentes métodos.

5.3.5 Resisténcia mecéanica

O comportamento dos filmes de alginato puro contendo natamicina nos ensaios de
tracdo foi tipico de materiais quebradicos, com valores altos de tensdo na ruptura e baixos
valores de alongamento. Por outro lado, os filmes compostos de alginato e quitosana
apresentaram comportamento mais parecido com o de materiais ducteis, com maiores
valores de alongamento e menores valores de resisténcia a tragdo. Comparando as trés
formulagdes (Filme de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2),
independentemente da concentracdo de natamicina, diferencas significativas entre a tensao
de ruptura e o alongamento dos filmes foram observadas, sendo que a tensdo tendeu a
diminuir e o alongamento a aumentar com o0 aumento da concentracdo de quitosana. Os
valores obtidos para estas propriedades estdo apresentados nas Tabelas 5.15 e 5.16. L. et al.
(2006) observaram que filmes compostos de quitosana e Konjac glicomanana apresentaram
um pico de maxima tensdo na ruptura (120 MPa) observada quando a concentragdo de
quitosana era de 20% (m/m), sendo este pico atribuido a presenca de interagdes
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intermoleculares entre os dois biopolimeros. No entanto, o alongamento destes filmes néo

variou significativamente.

Tabela 5.15: Tensdo de ruptura das formulagdes otimizadas contendo natamicina

Natamicina TR (MPa)*
(9/100g Alginato puro Filme Composto 1 ~ Filme Composto 2
biopolimero)
0 108,16 (4,03)°* 75,37 (3,67)"B 58,88 (3,22)*C
0,5 99,69 (5,58)°" 76,21 (5,38)"B 53,82 (5,07)*C
1 96,89 (3,97)°" 75,83 (4,75)*8 54,75 (4,42)*¢
2 81,67 (11,01)*4 63,88 (4,83)*F 56,68 (3,53)*¢
4 (depois) 83,97 (6,19)** 71,44 (6,82)% 52,90 (4,31)*¢
4 (antes) 84,46 (8,90)** 73,43 (4,24)"B 54,93 (4,32)*C
8 69,61 (7,17)*4 64,48 (5,47)*A 54,02 (3,08)*E

* Média (desvio padrédo) de dez determinacgdes experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

Na Tabela 5.15 observa-se também que a tensdo na ruptura apresentou uma
reducdo significativa com o aumento da concentracdo de natamicina a partir da
concentracdo de 2% (m/m) para os filmes de alginato puro, sendo esta variagcdo de 108,16
para 69,71 MPa quando 8% de natamicina era adicionado. Para as formula¢des do Filme
Composto 1 obteve-se reducéo significativa da TR nas concentragdes de natamicina de 2 e
8% (m/m), no entanto, a diminui¢do foi menor comparada a reducdo observada para o filme
de alginato puro, variando de 75,37 para 64,48 MPa com adi¢do de 8% de natamicina. A
TR do Filme Composto 2 ndo apresentou variacgao significativa na faixa de concentragéo de

natamicina estudada.

Analisando a Tabela 5.16 constata-se que o alongamento na ruptura nao foi
alterado pela adigcdo de natamicina em nenhuma das formulagdes testadas. De acordo com
estes resultados pode-se supor que as alteragdes na estrutura dos filmes com a adic¢do de
natamicina foram mais acentuadas no filme de alginato puro, provavelmente devido a

melhor solubilizagdo e homogeneizac¢do do antimicrobiano na matriz polimérica obtida pela
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agitacdo mais intensa utilizada nos filmes compostos. Estas suposi¢es corroboram com as

observacdes feitas através das micrografias das superficies dos filmes (Item 5.3.9).

Tabela 5.16: Alongamento na ruptura das formulag6es otimizadas contendo natamicina

Natamicina Alongamento (%)*
(9/100g ) ) )
) Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
biopolimero)
0 7,04 (1,66)*" 12,49 (2,37)*E 17,07 (2,19)*C
0,5 7,11 (1,60)** 12,15 (2,06)*E 18,03 (1,61)*C
1 6,22 (1,06)** 11,48 (2,87)*8 17,29 (3,28)*¢
2 6,09 (1,62)*" 12,44 (1,98)*E 17,86 (1,39)*C
4 (depois) 8,16 (1,92)** 11,55 (2,31)*8 17,32 (2,45)*¢
4 (antes) 5,90 (1,14)*4 12,28 (3,11)*® 17,45 (3,77)*C
8 6,15 (1,12)** 11,99 (1,40)*E 18,47 (3,85)*C

* Média (desvio padrédo) de dez determinacgdes experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

Estudando as propriedades mecénicas de filmes de celulose contendo natamicina,
nisina e uma mistura destes dois antimicrobianos, Pires et al. (2008), constataram que a
presenca destes agentes ativos provocou uma reducdo tanto na TR como no alongamento
dos filmes. No entanto, os autores destacam que o efeito mais pronunciado foi causado pela
adicdo de nisina e a da mistura de nisina e natamicina, de forma que os filmes contendo
nisina e nisina + natamicina apresentavam-se bastante heterogéneos. Em outro trabalho,
Tire et al. (2009) observaram uma redugéo significativa na TR de filmes de metilcelulose
contendo natamicina em concentracdes superiores a 3,33% (em relacdo a massa de
polimero, ou 1 mg/g solugdo filmogénica). No entanto, em filmes de proteina de trigo, a
adicdo de natamicina até 13,3% (2 mg/g solucédo filmogénica) ndo promoveu alteracdo das
propriedades mecénicas. Park et al. (2004) obtiveram reducGes lineares de tensdo e
alongamento na ruptura com o aumento da concentracdo de lisozima em filmes de
quitosana, sendo que filmes contendo 1 g lisozima/g de quitosana apresentaram reducéo de
43 e 48% na tensdo e no alongamento, respectivamente, em relacdo ao filme sem o

antimicrobiano.
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Pranoto et al. (2005), observaram um maior efeito na tensdo (diminuigdo) e
alongamento (aumento) na ruptura de filmes de quitosana quando estes eram adicionados
de sorbato de potédssio e nisina do que quando Oleo de alho era utilizado como
antimicrobiano. Em relacdo ao filme controle, o alongamento aumentou aproximadamente
3 vezes quando sorbato de potassio era adicionado (150 mg/g quitosana) e 9 vezes com a
adicéo de nisina (204x10° 1U/g de quitosana).

Enquanto que a maioria das pesquisas demonstram variagdes na tensdo e
alongamento na ruptura de biofilmes incorporados com agentes antimicrobianos, Zactiti
(2004) ndo obteve diferengas significativas nas propriedades mecanicas de filmes de
alginato contendo 3% (m/m) de sorbato de potassio. O mesmo foi observado por Han e

Floros (1997) para filmes de polietilieno contendo com sorbato de potassio.

5.3.6 Cor e transparéncia

Em aplicagdes na area de tecnologia de alimentos, a aparéncia é considerada um
dos estimulos mais importantes, pois acredita-se que se 0 produto ndo apresentar um
aspecto atraente, muito provavelmente o consumidor ndo avaliard as outras caracteristicas

como 0 sabor e a textura.

A cor é um atributo visual resultante da luz emitida, transmitida ou refletida pelos
objetos. A cor caracteriza 0 aspecto global do objeto em questdo e qualquer alteracdo
ocorrida na sua estrutura ou composicdo tende a se refletir neste atributo. O sistema
CIELCh € uma representacdo polar do sistema de coordenadas retangulares (CIELab) e
utiliza trés coordenadas para localizar a cor em um espago colorido em termos de
luminosidade (L*), saturacdo (chroma, C*) e tonalidade da cor (angulo hue, h*) (Nemtanu,
2008).

Subjetivamente, os filmes de alginato puro apresentavam-se transparentes e
homogéneos sendo que a transparéncia parecia diminuir com o aumento da concentracao de
natamicina adicionada. Ja os filmes compostos de alginato e quitosana eram visualmente
mais amarelados e também tornavam-se menos transparentes com a adi¢do do
antimicrobiano. A analise de cor e transparéncia é uma forma de se quantificar estas
observacdes visuais subjetivas comparando as respostas obtidas com padrdes de cor pré-

estabelecidos.
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Os dados experimentais ndo mostraram diferengas significativas (p<0,05) nos
valores de L* (luminosidade) em todos os ensaios realizados, sendo a média destes 94,46 +
0,77% indicando um alto grau de luminosidade das amostras. Garcia et al. (2004) e Rivero
et al. (2009) obtiveram valores semelhantes aos obtidos neste trabalho para filmes
compostos de metilcelulose e quitosana e gelatina e quitosana, respectivamente, para todas
as formulacOes testadas. Flores et al. (2007b) obteve valores de L para filmes de amido de
mandioca em torno de 82 a 85% e verificaram que a presenca de sorbato de potassio
diminuia este valor. Zactiti (2004) também observou diminuigéo significativa do parametro
L com 0 aumento do grau de reticulacdo de filmes de alginato com ions célcio.

Os valores das varidveis do CIELCh para os filmes de alginato puro e filmes
compostos de alginato e quitosana (Filme Composto 1 e Filme Composto 2) estéo ilustrados
na Figura 5.16. Pelo padrdo de cor utilizado neste sistema de coordenadas polares, valores
de angulo hue entre 80 e 120 representam a cor amarela. Observa-se que todas as amostras
apresentam valor de angulo hue no quadrante do amarelo, variando de 85,70 a 92,55 graus.
No entanto as amostras apresentaram uma grande variacdo no valor do Chroma (C*) que
descreve a saturagdo, ou seja, 0 qudo intensa é a cor representada pelo valor h*. Os filmes
de alginato puro (simbolos pretos na Figura 5.16) apresentaram menores valores de h*
comparados as amostras do Filme Composto 1 (simbolos vermelhos na Figura 5.16) e do
Filme Composto 2 (simbolos verdes na Figura 5.16). Desta forma confirma-se as
observacGes visuais de que 0 aumento da concentracdo de quitosana aumenta a intensidade
da cor amarela dos filmes. Resultados similares foram obtidos por Garcia et al. (2004) que
observaram um aumento do tom amarelo (parametro b* do sistema CIELab) com o

aumento da concentracdo de quitosana em filmes de metilcelulose.

O aumento da concentragcdo de natamicina provocou aumento significativo no
valor do Chroma (C*) a partir da menor concentracdo testada (0,5%), em relacdo as
formulagdes sem antimicrobiano. Pranotto et al. (2005) observaram aumento significativo
do parametro b* de filmes de quitosana com a incorporacdo de sorbato de potéssio (100
mg/g de quitosana) e nisina (204x10° Ul/g quitosana). O mesmo foi observado por Flores
et al. (2007b) com a incorporagdo de sorbato de potassio (0,3 g/g amido) em filmes de

amido de mandioca.
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Figura 5.16: Parametros CIELCh dos filmes de alginato puro (simbolos pretos), Filme
Composto 1 (simbolos vermelhos) e Filme Composto 2 (simbolos verdes) contendo: 0 (A),
0,5 (), 1(V), 2 (%), 4 depois (A),4 antes(®) e 8 (m) g de natamicina/100g de biopolimero

As caracteristicas de transparéncia dos filmes de alginato puro e dos filmes
compostos de alginato e quitosana (Filme Composto 1 e Filme Composto 2), determinadas
através do colorimetro no modo de transmiténcia, estdo apresentadas na Tabela 5.17. A
transparéncia de biofilmes pode variar por diversos fatores, tais como tipo de biopolimero,
grau de reticulacédo, adicdo de aditivos, processo de fabricacdo, etc (Banjyekan et al., 2006).
Na literatura, a maioria dos trabalhos determina a transparéncia de biofilmes por
espectrofotometria (Chen et al., 2009; Bangyekan et al. 2006). Conforme o antecipado
pelas observagdes visuais subjetivas, os valores da Tabela 5.17 indicam que o aumento da
concentracédo de quitosana provocou uma diminuigédo da transparéncia dos filmes. Na maior
concentracdo de natamicina utilizada (8%), no entanto, as trés formula¢des apresentaram
valores de transparéncia equivalentes, ou seja, nessa concentracdo o efeito da adicdo do
antimicrobiano se sobrepde ao efeito da composicdo de biopolimero. Em relagdo as
formulagdes sem natamicina, 0 aumento da concentragcdo de quitosana provocou uma
diminuicdo na transparéncia dos mesmos, devido as interagdes formadas entre os dois

polimeros.
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Tabela 5.17: Transparéncia das formulagdes otimizadas contendo natamicina

Natamicina Transparéncia (%)*
(9/100g ) ) )
) Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
biopolimero)
0 92,96 (0,41)A 63,27 (1,61)*8 41,23 (0,72)*¢
0,5 89,85 (0,41)** 63,59 (0,52)*F 37,58 (0,79)%¢
1 85,54 (0,88)>A 53,62 (0,75)*8 40,20 (1,12)®¢
2 77,29 (0,54)°4 41,24 (2,26)°E 38,36 (0,22)>C
4 (depois) 48,33 (3,94)%A 37,56 (0,61)*B 27,52 (0,36)%C
4 (antes) 51,03 (2,60)%4 35,11 (0,44)%B 35,28 (0,91)8
8

21,85 (0,52)*

20,95 (0,63)*”

17,38 (1,43)"

* Média (desvio padrdo) de cinco determinagdes experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

5.3.7 Angulo de contato

Outro parametro que tem sido avaliado em biofilmes é o &ngulo de contato
formado por uma gota de &gua sobre o filme, também chamado de éangulo de
molhabilidade. O angulo de contato representa o valor em graus que uma determinada
substancia liquida forma com a superficie. Os valores de angulo de contato para biofilmes,
assim como as demais propriedades, podem ser afetados por fatores como constituicdo do
material, tipo de solvente, incorporacdo de aditivos, entre outros. (Bruno et al., 1995;
Aburto et al., 1999; Bengtsson et al., 2003). O conhecimento do angulo de contato pode ser
atil como uma forma de prever o comportamento do filme em contato com ambientes

Umidos.

Os valores dos angulos de contato, formados entre a superficie do filme e uma
gota de agua, determinados para os filmes de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme
Composto 2 contendo diferentes concentragdes de natamicina estdo apresentados na Tabela
5.18.

Em relacdo & composicéo de biopolimero na matriz do filme, observou-se que 0s
filmes com quitosana apresentaram maiores valores de &ngulo de contato comparado ao
filme de alginato puro, ou seja, apresentaram menor hidrofilicidade. Este fenbmeno pode
ser atribuido a maior hidrofobicidade das moléculas de quitosana, associada aos grupos
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acetil presentes na cadeia deste biopolimero. Bangyekan et al. (2006) relatam que o
recobrimento de filmes de amido de mandioca com solu¢Ges de quitosana diminuiu
significativamente o valor do angulo de contato dos mesmos. Um filme de amido (6%), por
exemplo, apresentou um angulo de contato de 29,8°, enquanto que o mesmo filme recoberto
com solugdes de quitosana nas concentragdes de 1, 2, 3 e 4% m/m apresentou angulos de
contato de 40,6, 48,2, 55,8 e 68,6° respectivamente. Os maiores valores de angulo de

contato, estdo associados ao aumento do namero de grupos hidrofébicos.

Tabela 5.18: Angulo de contato das formulaces otimizadas contendo natamicina

Natamicina Angulo de contato (°)*
(9/100g ) ) )
) Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
biopolimero)
0 26 (0,0)** 31 (1,2)*8 39 (1,0)%¢
0,5 29 (1,2)>4 34 (1,5)*E 41 (0,6)*¢
1 29 (1,2)°A 34 (2,1)*B 41 (1,2)*¢
2 28 (0,6) 40 (0,6)*8 39 (1,2)*E
4 (depois) 30 (1,0)°A 39 (0,6)>® 40 (0,0)*8
4 (antes) 30 (0,6)>A 38 (1,0)*8 41 (0,6)*®
8 29 (1,2)°A 39 (0,6)* 40 (1,5)*8

* Média (desvio padrdo) de trés determinacgles experimentais.
Médias com a mesma letra mindscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

Analisando-se a tendéncia encontrada para outras propriedades como massa
solubilizada em agua e grau de intumescimento, esperava-se que os filmes compostos
apresentassem menores valores de angulo de contato em relacdo aos filmes de alginato.
Porém, pela Tabela 5.18 observa-se que estes aumentaram com a introducdo de quitosana
na matriz, indicando um maior grau de hidrofobicidade nos filmes compostos. No entanto,
Jayasekara et al. (2004) relatam que o angulo de contato esta correlacionado com a
rugosidade da superficie dos biofilmes, e que este aumenta com o aumento desta
propriedade. Os filmes compostos de alginato e quitosana apresentaram rugosidades

superficiais crescentes com 0 aumento da concentracdo de quitosana como pode ser
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observado na Tabela 5.19 e visualizado nas microfotografias das superficies dos filmes
(Figuras 5.17, 5.18 e 5.19) podendo explicar a tendéncia observada.

Silva et al. (2007) compararam os angulos de contato de filmes de amido de milho,
fécula de mandioca e fécula de batata. Os autores relatam que o aumento da concentracéo
do biopolimero diminuiu o valor do angulo de contato dos filmes de fécula de mandioca e
de batata, mas ndo teve efeito significativo no filme de amido de milho. De acordo com
Mali (2004), uma maior concentracdo de amido proporciona uma matriz amilacea com
maior nimero de grupos hidrofilicos, ou seja, haveria maior interacdo desses grupos com a
agua. Por consequiéncia, menores angulos de contato da dgua com a superficie dos filmes
sdo formados. A mesma observacao foi relatada por Bialopiotrowicz (2003) para filmes de
amido de milho e batata em diferentes concentragdes, nos quais os valores de angulo de

conato diminuiram linearmente com o aumento da concentracao do amido.

O aumento da concentracdo de natamicina provocou um aumento significativo no
angulo de contato a partir da concentracdo de 4% no filme de alginato puro e a partir de 2%
para o Filme Composto 1. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa no angulo
de contato para o Filme Composto 2 até a concentracdo mais alta testada, ou seja 8 g/100 g
biopolimero.

5.3.8 Rugosidade

A rugosidade superficial dos filmes de alginato puro, e dos filmes compostos de
alginato e quitosana foi expressa em funcdo da rugosidade média (Ra), que representa a
média aritmética dos valores absolutos das ordenadas dos afastamentos dos pontos do perfil
de rugosidade, em relagdo a linha média, dentro do percurso de medi¢do Ln. Os valores
encontrados estdo apresentados na Tabela 5.19.

A rugosidade (defeitos microgeométricos) é o conjunto de irregularidades, isto &,
pequenas saliéncias (picos) e reentrancias (vales) que caracterizam uma superficie. A
rugosidade desempenha um papel importante na caracterizacdo de superficies de filmes,
podendo influenciar na resisténcia oferecida pela superficie ao transporte de fluidos,
aderéncia, resisténcia mecanica, aparéncia, entre outros fatores. A medida da rugosidade é
uma maneira de quantificar as irregularidades observadas através das micrografias obtidas

por microscopia eletronica de varredura (Fabra et al., 2009).
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Tabela 5.19: Rugosidade das formulagdes otimizadas contendo natamicina

Natamicina Ra (um) *
(9/100g
) i Alginato puro Filme Composto 1 Filme Composto 2
biopolimero)
0 0,20 (0,06)** 0,89 (0,07)*F 1,47 (0,18)*¢
0,5 0,21 (0,04)*A 0,94 (0,08)*B 1,48 (0,09)*¢
1 0,62 (0,07)>4 0,96 (0,08)*B 1,50 (0,10)*€
2 0,67 (0,11)“4 0,98 (0,08)*B 1,66 (0,13)>C
4 (depois) 0,73 (0,15)%4 1,02 (0,06)"® 1,65 (0,19)™¢
4 (antes) 0,48 (0,09)*4 0,91 (0,07)*® 1,50 (0,10)*¢
8 0,86 (0,08)*" 1,16 (0,10)°B 1,77 (0,09)%C

* Média (desvio padrédo) de 10 determinacdes experimentais
Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)
Médias com a mesma letra maitscula na mesma linha indica que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05)

A rugosidade tendeu a aumentar com o aumento da concentragdo de quitosana, que
pode ser confirmado pela observacdo das microfotografias das superficies dos filmes
(Figuras 5.17, 5.18 e 5.19), que indicam que os filmes com quitosana apresentavam estrias
que eram mais intensas no filme contendo a maior concentragdo de quitosana (Filme
Composto 2). Fabra et al. (2009) determinaram a rugosidade de filmes de caseinato de
sodio, contendo &cido oléico e cera de abelhas, através de microscopia de forca atdmica. Os
autores relatam que os valores de R, aumentaram significativamente com a adicdo dos
componentes lipidicos, em todas as concentragdes testadas, em relacdo ao filme controle.
Em outro trabalho Villalobos et al. (2005), também utilizando microscopia de forga
atdmica, determinaram o efeito da adicdo de surfactantes em filmes de hidroxipropil
metilcelulose na rugosidade dos mesmos. Os autores observaram que 0 aumento da

concentracédo de surfactante aumentava o valor de R,.

A adicdo de natamicina nos filmes provocou aumentos significativos na
rugosidade dos filmes em concentragdes acima de 1% para o filme de alginato puro, acima
de 4% para o Filme Composto 1 e acima de 2% para o Filme Composto 2. Essa informagéo
pode ser relacionada as observac6es obtidas nas microfotografias das superficies dos filmes
(Figuras 5.17, 5.18 e 5.19), nas quais se observa que o0s granulos de antimicrobiano sdo
evidentes em concentragdes mais baixas no filme de alginato puro do que nos filmes
compostos. A maior uniformidade da natamicina nos filmes compostos pode estar
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associada a maior intensidade de agitagéo utilizada na elaboragéo destes filmes em relacdo
a agitacdo usada na solugdo de alginato puro. Outra observacdo importante é a diferenca
obtida entre os valores de rugosidade dos filmes contendo 4% de natamicina dependendo
da forma como o antimicrobiano era adicionado (antes e depois do processo de elaboragéo
da solugédo filmogénica). Nota-se que, para os trés tipos de filme, a rugosidade do filme
contendo 4% de natamicina adicionado no inicio do processo foi menor comparada a do
filme com a mesma concentragcdo, porém adicionada no final do processo. Observa-se,
inclusive, que para os filmes compostos, ndo houve alteragéo significativa na rugosidade
com a adi¢do de 4% de natamicina (adicionado antes do preparo) em relacéo ao filme sem o
antimicrobiano. Isto pode ser explicado pelo maior tempo que a natamicina foi
homogeneizada no sistema, no caso dos filmes que receberam o antimicrobiano no inicio
do processo. Santiago-Silva et al. (2009) observam subjetivamente que a superficie de

filme de celulose adicionados de pediocina eram mais rugosas.

Fabra et al. (2009) relatam que o rearranjo dos componentes na matriz polimérica
do filmes durante o preparo e a secagem, o qual define sua estrutura interna e externa, é de
fundamental importéncia na determinacgdo das propriedades dos filmes. Assim, a medida da
rugosidade permite que se tenha um melhor entendimento da relagdo entre as propriedades

fisicas e estruturais dos diferentes filmes estudados.

5.3.9 Morfologia dos filmes — Microscopia eletronica de varredura

A estrutura interna e superficial dos filmes representa um papel importante no
entendimento das propriedades dos mesmos. As micrografias das superficies e das se¢des
transversais (apés fratura) dos filmes de alginato puro e filmes compostos de alginato e
quitosana contendo natamicina estdo apresentadas nas Figuras 5.17, 5.18 e 5.19.

Através da observagdo da Figura 5.17 (a) pode-se dizer que na ampliagdo obtida
tanto a superficie como a secdo transversal do filme de alginato apresentam-se lisas e

homogéneas, ndo apresentando irregularidades.

Conforme observado macroscopicamente e pelos dados de rugosidade obtidos, as
micrografias sugerem uma alteracdo evidente na morfologia das superficies e estruturas
internas dos filmes com o aumento da concentracdo de quitosana (Figuras 5.18 (a) e 5.19

(@)), principalmente no caso do Filme Composto 2 (Figura 5.19 (a)), onde a superficie se

165



Capitulo 5: Resultados e Discussao - Filmes ativos

apresentou estriada e a secdo transversal apresentou ondulagdes. Resultados semelhantes
foram obtidos por Yan et al. (2001) para filmes compostos de alginato e quitosana. Estes
autores relatam que os filmes que utilizavam quitosana de baixa e média massa molar
apresentaram superficie com estrias finas e homogeneamente distribuidas. No entanto
filmes com quitosana de massa molar alta apresentaram superficie mais ondulada e com
estrias mais intensas. Cabe ressaltar que a massa molar da quitosana utilizada neste trabalho
esta entre a massa molar média e a baixa utilizada no trabalho de Yan et al. (2001). A
mesma observacdo de superficie estriada for relatada por Bernabé et al. (2005) para
membranas de alginato e pectina tratadas termicamente. Os autores apontam esta

morfologia como sendo tipica de complexos polieletroliticos.

Figura 5.17: Micrografias da superficie e seccao transversal (ap0s fratura) do filme de
alginato puro contendo: (a) 0; (b) 0,5; (c) 1; (d) 2; (e) 4 (depois); (f) 4 (antes) e (g) 8 g
natamicina/100 g alginato
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A influéncia da adi¢do de natamicina, em diferentes concentracdes, na estrutura
dos filmes, pode ser observada através das Figuras 5.17, 5.18 e 5.19 (a-g) para os filmes de
alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2, respectivamente. Observa-se que 0s
filmes controle apresentam superficie e sec¢do transversal mais homogéneas do que 0s
filmes contendo o antimicrobiano. Pequenos granulos de antimicrobiano comegam a
aparecer na superficie dos filmes de alginato puro a partir da concentracdo de 0,5 % (Figura
5.17 (b)) e essa quantidade de grénulos tende a aumentar com o aumento da concentracéo
da natamicina. Para os filmes compostos, a existéncia dos granulos de natamicina comeca a
surgir em concentrages mais altas, 4% (depois) (Figuras 5.18 (e) e 5.19 (e)). Visualmente
ja se havia constatado que os filmes com natamicina ficavam menos transparentes e mais
rugosos a medida que se aumentava a concentragdo de natamicina. Estas observacGes
confirmam os resultados de transparéncia e rugosidade obtidos neste trabalho.

Figura 5.18: Micrografias da superficie e seccdo transversal (ap0s fratura) do Filme
Composto 1 contendo: (a) 0; (b) 0,5; (c) 1; (d) 2; (e) 4 (depois); (f) 4 (antes) e (g) 8 ¢
natamicina/100 g alginato
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Figura 5.19: Micrografias da superficie e seccdo transversal (ap0s fratura) do Filme
Composto 2 contendo: (a) 0; (b) 0,5; (c) 1; (d) 2; (e) 4 (depois); (f) 4 (antes) e (g) 8 ¢
natamicina/100 g alginato

Santiago-Silva et al. (2009) descrevem que os filmes de celulose sem
antimicrobiano eram mais homogéneos e transparentes. No entanto, & medida que a
concentracdo de pediocina aumentava, as micrografias apresentavam superficies mais
rugosas e com presenca de granulos dispersos na matriz devido a baixa solubilidade deste
antimicrobiano. Silveira (2005) estudando a influéncia da incorporacéo de &cido sorbico,
também na microestrutura de filmes de celulose, descreve que a ocorréncia de microcristais
na superficie dos filmes aumentava a medida que a concentracdo de acido sérbico também
aumentava. Em outro trabalho, Pires et al. (2008) também observaram a presenca de
cristais na estrutura morfologica de filmes celuldsicos adicionados de nisina, natamicina e
uma mistura destes dois antimicrobianos. E interessante notar que a micrografia do filme
com natamicina (8% em relacdo a massa de celulose) apresentou superficie muito

semelhante as obtidas no presente trabalho para a mesma concentracdo de natamicina
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(Figuras 5.17 (g), 5.18 (g) e 5.19 (g)). Ture et al. (2009) incorporaram natamicina em
filmes de proteina de trigo e filmes de metilcelulose. Estes autores observaram, através das
micrografias, que em concentracGes de natamicina de 13,33% e 6,67% (em relacdo a massa
de polimero, ou 2 mg/g de solugdo filmogénica), para o filme de proteina de trigo e o de
metilcelulose, respectivamente, estruturas cristalinas do antimicrobiano eram observadas na
superficie dos mesmos. E interessante ressaltar que neste Gltimo trabalho a natamicina era

adicionada ap0és a preparacéo da solucéo filmogénica.

As micrografias apresentadas nas Figuras 5.17 (f), 5.18 (f) e 5.19 (f) sugerem que,
assim como para a rugosidade, o método de adicdo do antimicrobiano influenciou a
morfologia dos filmes. Observa-se que os filmes cuja adicdo da natamicina foi feita no
inicio do processo de elaboracdo da solucéo filmogénica quase ndo apresentaram cristais do

antimicrobiano na superficie.

5.3.10 Temperatura de transicdo vitrea

A técnica de analise dindmico-mecénica (DMA) também foi utilizada para
verificar a influéncia da adi¢do de natamicina na temperatura de transicdo vitrea dos filmes.
Os gréficos comparativos da curva de tan & dos filmes sem e com adi¢do de 8% (em relagéo
a massa de biopolimero) de natamicina estdo apresentados na Figuras 5.20, 5.21 e 5.22 para
os filmes de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2, respectivamente. Os
gréaficos individuais de cada filme com o registro dos modulos de armazenamento (E’) e
perda (E”) estdo apresentados no Apéndice C. Os filmes apresentaram comportamentos
caracteristicos de polimeros amorfos, onde os picos das curvas de tan & correspondem a
uma transi¢do tipica do estado vitreo para o estado gomoso (Cherian et al., 1995). Observa-
se que a presenca da natamicina ndo provocou um efeito muito acentuado na temperatura
de transicdo vitrea em nenhum dos filmes estudados, sendo a maior varia¢do das Tg’s do
filmes com e sem natamicina encontrada para o Filme Composto 2 (2,64°C). Kristo et al.
(2008) observaram um deslocamento da Tg de filmes de caseinato de sdédio para
temperaturas mais baixas com a adicdo de sorbato de potéassio (10 e 25% m/m).
Contrariamente, a adicdo de lactato de sédio (até 20%) aumentou a Tg dos filmes,
provavelmente devido & maior interacdo dos ions sddio com a &gua, aumentando assim a

interacdo polimero-polimero (fendmeno de salting-out).

169



Capitulo 5: Resultados e Discussao - Filmes ativos

Os filmes com natamicina confirmam a tendéncia observada para os filmes sem
natamicina (discutida no Item 4.3.3), ou seja, o filme de alginato puro apresentou um Gnico
pico na curva enquanto que os filmes compostos apresentaram dois picos separados,

provavelmente indicando uma separacdo entre as fases dos polimeros.

Filme Alginato - 8% Natamicina
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Figura 5.20: Curvas de tan 6 para o filme de alginato puro: (----) sem natamicina, (—) com
8% natamicina
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Figura 5.22: Curvas de tan ¢ para o Filme Composto 2: (----) sem natamicina, (—) com 8%
natamicina

5.3.11 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho foi utilizada com o intuito de se
avaliar uma possivel interagdo da natamicina com a matriz polimérica dos filmes de
alginato puro e dos Filmes Compostos 1 e 2. Os espectros obtidos para os filmes sem e com
a adicdo de 8% (em relacdo a massa de polimero) estdo apresentados nas Figuras 5.23, 5.24
e 5.25 para o filme de alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2,

respectivamente.

Todos os espectros dos filmes com natamicina apresentaram um padréo similar,
observando-se a preservagdo das mesmas bandas de absor¢do dos filmes sem o
antimicrobiano. Desta forma, pode-se concluir que na maxima concentracdo utilizada nos
filmes ndo foi possivel detectar, por esta técnica, nenhuma interagdo da natamicina com a
matriz polimeérica. Apesar disso, os padrfes de liberacdo da natamicina em &gua pelos
filmes sugerem que esteja havendo alguma interacdo eletrostatica entre as cadeias de
quitosana e a natamicina. Ture et al. (2009) também ndo detectaram, em analise de FTIR,
interacdes entre a natamicina e matrizes de proteina do trigo e metilcelulose. Por outro lado
Pranoto et al. (2005) e Chen et al. (1996) detectaram possiveis interacfes entre a quitosana

e os antimicrobianos (sorbato de potassio e nisina; sorbato de potassio e benzoato de sddio).
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Estes autores indicam uma interacdo eletrostatica entre os grupos NH3" da quitosana e

COO" dos antimicrobianos.

Alginato - 8% natamicina
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Figura 5.23: Espectros de infravermelho do filme de alginato puro sem e com adicéo de 8%
de natamicina
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Figura 5.24: Espectros de infravermelho do Filme Composto 1 sem e com adi¢do de 8% de
natamicina
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Filme Composto 2
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Figura 5.25: Espectros de infravermelho do Filme Composto 2 sem e com adic¢do de 8% de
natamicina

5.3.12 Isotermas de adsorcao de umidade

As isotermas de adsorcdo de umidade a 25°C das formulagdes otimizadas (filme
alginato puro, Filme Composto 1 e Filme Composto 2) sem e com 8% (m/m) de natamicina,
determinadas segundo a metodologia descrita no Item 3.5.9, estdo apresentadas nas Figuras
5.26,5.27 ¢ 5.28.

As amostras atingiram o equilibrio em aproximadamente 18-20 dias e 0 modelo de
GAB (Equagédo 3.19) foi utilizado para ajustar os pontos experimentais das isotermas,

sendo que a Tabela 5.20 apresenta os parametros de ajuste do modelo.

Todas as curvas mostraram a mesma tendéncia, ou seja, um aumento no contetido
de umidade de equilibrio com o aumento da atividade de agua. Este comportamento é
manifestado pelo formato sigmoidal das curvas, classificadas como isotermas do Tipo I,
segundo a classificagdo de Brunauer. Este formato de isoterma é tipicamente encontrado
para alimentos e materiais bioldgicos (Roos, 1995). Outros autores observaram o mesmo
tipo de comportamento, tipico de biopolimeros hidrofilicos, para outros tipos de biofilmes
tais como filmes de glaten, amido, caseinato e hidroximetilcelulose, os quais apresentam
um aumento exponencial da umidade na regido de atividade de agua mais elevada (acima
de 0,6) (Gontard et al., 1993; Mali et al., 2002; Villalobos et al. 2006; Kristo et al., 2007,
Vargas et al., 2009). Esse comportamento nao linear das isotermas é possivelmente causado
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pelo intumescimento da matriz hidrofilica, que resulta em alteragdes na estrutura dos

filmes.
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Figura 5.26: Isotermas de adsorcdo de vapor de dgua a 25°C do filme de alginato puro: (A)
sem natamicina e (A) com 8% de natamicina
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Figura 5.27: Isotermas de adsorcédo de vapor de dgua a 25°C do Filme Composto 1: (#) sem

natamicina e (<>) com 8% de natamicina
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Figura 5.28: Isotermas de adsorcédo de vapor de dgua a 25°C do Filme Composto 2: (m) sem
natamicina e (o) com 8% de natamicina

Os altos coeficientes de correlacdo obtidos (Tabela 5.20) demonstram que o
modelo de GAB foi adequado para o ajuste dos dados experimentais em toda a faixa de

atividade de agua.

Tabela 5.20: Pardmetros estimados pelo modelo de GAB para o filme de alginato puro,
Filme Composto 1 e Filme Composto 2 sem e com adi¢do de 8% de natamicina

Parametro
Filme K ,
(gH20/g CeaB Keas R
solido)

Alginato puro 0,123 423,718 0,839 0,991
Filme Composto 1 0,116 21,882 0,869 0,996
Filme Composto 2 0,114 12,782 0,890 0,998
Alginato puro com 8% de natamicina 0,112 185,467 0,882 0,988
Filme Composto 1 com 8% de natamicina 0,111° 110,715 0,926 0,990
Filme Composto 2 com 8% natamicina 0,114 50,414 0,923 0,992

Médias com a mesma letra mintscula na mesma coluna indica que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05)

Observa-se pela Tabela 5.20 que os valores estimados para o contetido de umidade

da monocamada (Xy) dos filmes com e sem natamicina foram muito semelhantes. No
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entanto, através das Figuras 5.26, 5.27 e 5.28 nota-se que a adicdo da natamicina ndo
ocasionou mudanca significativa no comportamento do filme de alginato puro, mas tendeu

a tornar os filmes compostos ligeiramente mais higroscopicos.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

6.1 Conclusdes

A metodologia desenvolvida neste trabalho permitiu a obtencéo de filmes ativos de alginato
e filmes ativos compostos de alginato e quitosana contendo natamicina, através da
definicdo de um protocolo padréo e otimizagdo das formulagGes com o uso de planejamento
experimental. A confeccdo de filmes com caracteristicas adequadas para aplicagdo como
embalagem de alimentos (aparéncia atraente, baixa massa solubilizada em agua, baixa
permeabilidade ao vapor de &gua, baixo grau de intumescimento e propriedades mecénicas
apropriadas para 0 manuseio) exige duas etapas de reticulacdo com ions calcio: um pré-
filme é obtido através de uma reticulagdo incipiente (1° estagio) e esse filme sofre uma
reticulacdo complementar (2° estdgio). Os resultados obtidos permitem afirmar que o0s
filmes desenvolvidos contendo natamicina apresentam excelente perspectiva de atuacéo
como filmes ativos (antimicrobianos) para alimentos.

As principais conclusdes obtidas neste trabalho, que utilizou alginato de sédio com
massa molar média de 1,3x10° g/gmol e quitosana com grau de desacetilacdo de 96,7% e

massa molar média de 3,7x10° g/gmol, sdo apresentadas a seguir.

6.1.1 Propriedades dos filmes de alginato

a) A adicdo de pequenas quantidades de ions calcio no 1° estagio é necessaria para diminuir
a taxa inicial de solubilizagdo e permitir a manuseabilidade do filme. A quantidade méxima
que se consegue adicionar nas condi¢fes operacionais utilizadas é de 0,07 g CaCl,.2H,0/g
alginato;

b) A imersédo dos filmes em solugdo de CaCl,.2H,0O contendo glicerol reduz drasticamente

a massa solubilizada em agua, o PVA, e o grau de intumescimento;
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c) Filmes de alginato puro, com excelente compromisso entre os atributos fisicos, sdo
obtidos utilizando-se 0,04g CaCl,.2H,0/g alginato no 1° estagio, 59 CaCl,.2H,0/100 mL
de solucdo reticuladora no 2° estagio e tempo de imersdo de 30 minutos. Nestas condi¢des
os filmes com espessura média de 48 um apresentaram massa solubilizada em &gua de 0,15
g/g massa seca, coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua de 4,04 g.mm/m?.dia.kPa,
grau de intumescimento de 0,68, tensdo na ruptura de 96 MPa e alongamento de 8,4%.

6.1.2 Propriedades dos filmes compostos de alginato e quitosana

a) Filmes compostos homogéneos sdo somente obtidos sob forte agitacdo e adicdo da

solucdo de quitosana pelo fundo do béquer que ja contem a solucéo de alginato;

b) A méxima fracdo massica de quitosana que pode ser adicionada, nas condicfes
operacionais utilizadas, ¢ de 0,35 g/g biopolimero. Acima dessa concentracdo ndo é
possivel espalhar a solu¢do no suporte;

c) Uma reticulagdo complementar (2° estdgio) nos filmes compostos é necessaria para

reduzir a massa solubilizada em agua desses filmes;

d) A adicdo de quitosana ao alginato aumenta significativamente o alongamento dos filmes,
mas aumenta também a massa solubilizada em agua, a permeabilidade ao vapor de agua e

0 grau de intumescimento dos mesmos;

e) A interacdo entre o alginato e a quitosana nos filmes compostos é predominantemente
eletrostatica entre os grupos COO™ do alginato com os grupos NHs" da quitosana. N&o
existem indicios de formac&o de ligaces covalentes entre os dois polimeros, por analise de
FTIR,

f) A interacdo entre os dois polimeros é discreta, pois os filmes apresentam valores de Tg

correspondentes a cada um deles.

6.1.3 Filmes de alginato incorporados com sorbato de potassio

a) A concentracdo limite de sorbato de potassio nos filmes de alginato é de 17 g/100g
alginato; acima desta ocorre a precipitacdo do antimicrobiano sobre a superficie do filme;

b) Na concentracdo limite os filmes ativos de alginato ndo apresentam nenhum efeito
inibit6rio contra as espécies fungicas testadas no teste de difusdo em agar;
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6.1.4 Efeito antimicrobiano dos filmes de alginato puro e filmes compostos contendo

natamicina

a) Efeito inibitorio ocorre a partir de 0,5 g/100g biopolimero para o filme de alginato puro e
a partir de 1 g/100g biopolimero para os filmes compostos;

b) Os halos de inibicdo aumentam com o aumento da concentragéo do antimicrobiano;

c) Nao ocorre degradacdo da natamicina com o tratamento prévio dos filmes sob luz UV

por trinta minutos de cada lado;

d) N&o ha diferenca significativa na atividade antimicrobiana dos filmes com o método de
incorporacdo da natamicina, ou seja, se esta é adicionada no inicio ou no final do processo

de elaboracdo da solucéo filmogénica,

e) Para os trés microrganismos testados, os halos de inibicdo foram maiores para o filme de

alginato puro.

6.1.5 Cinética de liberacdo da natamicina em agua

a) O mecanismo envolvido no processo de liberagcdo da natamicina de filmes de alginato e
filmes compostos de alginato e quitosana € predominantemente difusivo, tendo pouca

influéncia do intumescimento polimérico;

b) Os dados experimentais de liberacdo apresentam um bom ajuste & Equacdo da Segunda

Lei de Fick, permitindo a determinacdo dos coeficientes efetivos de difuséo;

c) A liberacdo em agua da natamicina incorporada aos filmes é muito lenta. Os coeficientes
de difusdo da natamicina foram da ordem de 10™! cm?/s para o filme de alginato e para o
filme composto com 35% de quitosana e da ordem de 10™? cm?/s para o filme composto

com 17% de quitosana;

d) O aumento da concentracdo de quitosana no filme diminui a mé&xima massa de
natamicina que poderia ser liberada em &gua (M.), devido a uma possivel interacdo

eletrostatica entre o antimicrobiano e as cadeias de quitosana;

e) A aumento da concentragdo de natamicina incorporada no filme diminui a taxa de

liberacdo em &gua, provavelmente devido a maior quantidade de soluto em forma cristalina;
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f) A forma de incorporacdo da natamicina (adi¢do antes ou depois da elaboragéo da solucédo
filmogénica) ndo afeta a cinética de liberacdo em agua;

g) A estrutura fisica da matriz polimérica do filme composto com 35% de quitosana era

menos compacta e facilitou a difuséo da natamicina;

h) A concentragdo de natamicina liberada exerceu maior influéncia no teste de difusdo em
agar. O efeito inibitorio da natamicina no crescimento microbiano foi superior no filme de
alginato puro, o qual apresentou uma maior massa liberada ap06s os 5 dias de incubacdo das

placas.

6.1.6 Caracterizagdo fisica dos filmes de alginato puro e filmes compostos contendo

natamicina

a) A massa solubilizada em agua, grau de intumescimento, a permeabilidade ao vapor de
agua e propriedades mecanicas ndo sao extensivamente afetadas pela adicdo de natamicina;

b) A anélise de cor e transparéncia dos filmes confirma a avaliacdo visual subjetiva, de que

os filmes tornam-se menos transparentes e mais amarelados com a adi¢do de natamicina;

c) A rugosidade dos filmes aumenta significativamente com o aumento da concentragao de
natamicina, principalmente para o filme de alginato puro, confirmado através das

micrografias das superficies dos filmes.

6.2 Sugestdes para trabalhos futuros
- Avaliar a eficiéncia antimicrobiana dos filmes ativos por periodos mais longos;

- Levantar isotermas de adsor¢do da natamicina pelas matrizes poliméricas para viabilizar a

aplicagdo de um modelo matematico que considere a difusdo acoplada a adsorg&o;

- Estudar outras concentrag0es de quitosana no filme composto (entre 10 a 20%) e o efeito

na liberacdo da natamicina,;
- Avaliar o efeito do pH do meio sorvedouro na cinética de liberacdo da natamicina;

- Estudar a difusdo da natamicina incorporada aos filmes em contato com um meio semi-
solido (simulando um alimento de umidade intermediaria) ou um alimento real (ex.:
queijo).
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APENDICE A

CARACTERIZACAO DOS BIOPOLIMEROS

A.1 Grau de desacetilacédo da quitosana

O grau de desacetilagdo da quitosana foi determinado por titulacdo &cido-base ou
titulacdo potenciométrica linear segundo o procedimento descrito por Ke e Chen, citado por
Jiang et al. (2003). O objetivo é determinar a quantidade de grupos acetil presente na
molécula de quitosana. Uma amostra de quitosana (+ 0,2g em base seca) foi dissolvida em
25 mL de solugdo de acido cloridrico 0,1N completando-se o volume para 100 mL com
agua destilada. A solucgdo resultante foi entdo titulada com solugcdo de NaOH (0,1N). O
titulante foi adicionado sob agitacdo lenta e continua até atingir pH 2,0 (inicio da titulagdo).
A partir deste ponto a adicdo era feita em intervalos de 0,5 mL e tempo de 25 segundos,
anotando-se os valores de pH. A titulagdo foi interrompida quando o pH da solugéo era
igual a 6,0. Uma curva linear de titulacdo foi obtida plotando-se f(x) (Equacdo A.1) versus
volume de NaOH correspondente. O volume de NaOH no ponto de extremidade, Ve, é

estimado extrapolando-se a curva linear de titulagéo.

f(x):(VT\IJ;VJ*([H+]—[OHD (A1)

k . - , .
sendo [H*]: o x10%% ¢ [OH]:IH—"X], onde Ky, € o produto iénico da agua, que equivale a

10-14.
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O grau de desacetilacdo da quitosana foi calculado através da Equacao A.2.

%GD=—__
%GD {(W_mq))} 100 (A2)

204 + ¢

onde ¢=(N,V, —NgV,)/1000, Na é a concentragdo de HCI (N), Va é o volume de HCI
(mL), Ng é a concentracdo do NaOH (N), Ve é o volume do NaOH no ponto de
extremidade (mL), W é a massa de amostra (g) e 161 corresponde a massa molar do

mondmero (D-glucosamina) da quitosana (mg.mol™).

O grau de desacetilagdo da quitosana utilizada neste trabalho foi de 96,73 + 0,05

(%), sendo que os experimentos foram realizados em triplicata.

A.2 Massa molar viscosimétrica média da quitosana e do alginato

A.2.1 Procedimento
As massas molares médias do alginato e da quitosana foram determinadas através

do método viscosimétrico utilizando-se um viscosimetro capilar tipo Ostwald-Cannon-
Fenske (n° 200).

Para o alginato foram preparadas solugdes diluidas a diferentes concentracdes
(0,002; 0,005; 0,007; 0,010; 0,015; 0,020 g/mL) utilizando-se como solvente solugdo de
NaCl 0,1M. Para a quitosana foram preparadas solugdes diluidas nas concentragfes 0,001;
0,003; 0,006; 0,009 e 0,012 g/mL utilizando-se como solvente o sistema aquoso - &cido
acético 0,1M - cloreto de sodio 0,2M. As solugdes foram filtradas em papel de filtro antes
das determinacGes. O volume de solugdo no viscosimetro era mantido constante (10 mL) e,
para cada concentracdo, foram realizadas cinco medidas de tempo de escoamento entre os
dois meniscos do aparelho. Durante as determinagdes o viscosimetro foi mantido imerso
em um banho termostatico com circulacdo a 25°C. A viscosidade intrinseca [n], que pode
ser expressa através de uma relagdo entre as viscosidades inerente e especifica reduzida, foi

calculada utilizando-se as Equacgdes A.3 a A.7 (Lucas et al., 2001).

196



Apéndice A: Caracterizacéo dos Biopolimeros

Mrel = — (A.3)
to
t-t,
MNesp = MNrel -1= (A4)
to
n
MNesp.red = % (A.5)
In
e = M) (A6)
C
[ﬂ] = Iim(nine ) = Iim(rlesp.red) (A7)
c—0 c—0

onde mre € a viscosidade relativa, mesp € a viscosidade especifica, nespred € @ Viscosidade
especifica reduzida, nine € a viscosidade inerente, [n] é a viscosidade intrinseca, t é o tempo
de escoamento da solucdo no viscosimetro, t, € o tempo de escoamento do solvente puro no

viscosimetro, ¢ é a concentragdo do polimero na solucéo.

A massa molar viscosimétrica média, M , foi determinada através da Equacéo de

Mark-Houwink-Sakurada (Equacdo A.8) na qual as constantes para o alginato no solvente
utilizado sdo 1,2x102 mL/g e a=0,96 (Mancini et al., 1996) e para a quitosana S&0
K=1,8x10" mL/g e a=0,93 (Canella e Garcia, 2001).

[h]=K-M.* (A.8)

A.2.2 Massa molar média (M, ) da quitosana

Usualmente a quitosana é preparada a partir da quitina utilizando-se solucées
extremamente concentradas de hidroxido de sédio, o que costuma promover reagdes de
degradacdo do polimero. Esta reacdo de hidrdlise pode remover total ou parcialmente os
grupos acetilados da quitina, liberando grupos amino, os quais impdem a natureza catidnica
da quitosana resultante, resultando em uma mistura de polimeros de diferentes tamanhos. A
quitosana comercial possui, geralmente, grau de desacetilacdo variando de 75 a 95% com
massa molar na faixa de 10*-10° g/gmol. Como muitas das propriedades destes
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polissacarideos estdo intimamente relacionadas a estes dois parametros, torna-se

imprescindivel a determinacdo dos mesmos (Canella e Garcia, 2001).

A determinacdo da massa molar pelo método viscosimetro € de facil execucdo. A
dificuldade em se obter dados confiaveis de viscosidade de amostras de baixa concentracao,
no entanto, pode acarretar erros consideraveis na analise (Ci et al., 1999). Medidas de
viscosidade de solucBes diluidas de polimeros s8o amplamente utilizadas para a
determinacdo de suas massas molares, sendo estas apropriadas em casos de polimeros
sollveis e sem ocorréncia de reagdes quimicas ou degradacdo. A viscosidade intrinseca (n)
€ uma caracteristica da macromolécula em um dado solvente e é uma medida do volume
hidrodindmico ocupado pelo proprio polimero. Ela depende primordialmente da massa
molar, da rigidez das cadeias e do tipo de solvente (Mancini et al., 1996).

A viscosidade intrinseca (n) da quitosana foi determinada por extrapolagdo da
curva de nesp/C em funcéo da concentracdo das solugdes para diluigéo infinita (C=0) (R? =
0,951) (Figura A.1), sendo esta 273,3 mL/g.

1200 -
1000 -
800 -
600
400 -

200 -

Viscosidade especifica reduzida

O T T T T T T 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0010 0,012 0,014

Concentracéao (g/mL)

Figura A.1: Viscosidade especifica reduzida em fungdo da concentracdo da solugédo de
quitosana

A massa molar viscosimétrica média, M , foi determinada através da Equacéo de

Mark-Houwink-Sakurada (Equacdo A.8) que relaciona viscosidade intrinseca e massa
molar. A massa molar obtida foi de 3,7x10° g/gmol, caracterizando a matéria-prima como

quitosana de massa molar média segundo Yan et al. (2001).
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A.2.2 Massa molar média (M, ) do alginato

O conhecimento da massa molar de alginatos € de fundamental importancia para
um melhor entendimento da relagdo entre a estrutura e suas propriedades em um grande
nimero de aplicacbes na &rea alimenticia e farmacéutica (Turquois e Gloria, 2000).
Enquanto que a seletividade para a reagcdo com ions célcio e as propriedades de géis de
alginato dependem fortemente no conteudo relativo e distribui¢do dos dois monémeros (G e
M), a viscosidade esta principalmente relacionada a massa molar (Martinsen et al., 1991).

A viscosidade intrinseca (n) do alginato (12,13 mL/g) foi determinada por
extrapolagédo da curva de mesp/C em fungéo da concentragdo das solugOes para dilui¢éo
infinita (C=0) (R® = 0,985) (Figura A.2).

140 ~
120 A
100 -
80
60 -

40 -

20 -

Viscosidade especifica reduzida

O T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

Concentracéo (g/mL)

Figura A.2: Viscosidade especifica reduzida em fungdo da concentracdo da solugédo de
alginato

A massa molar viscosimétrica média do alginato utilizado neste trabalho,
determinada através da Equacdo A.8, foi de 1,3x10° g/gmol. Este valor esta préximo ao
determinado por Zactiti (2004) para alginato da mesma fonte e do mesmo fabricante ao
utilizado neste trabalho. No entanto esta pesquisadora determinou a massa molar por
cromatografia de permeacdo em gel (CPG).
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APENDICE B

CURVA PADRAO DA NATAMICINA

A concentragdo de natamicina liberada na agua durante os ensaios de liberacéo foi

quantificada pelo método de espectrofotometria de derivadas (Oliveira et al., 2007).

Um dos problemas da espectrofotometria nas regides do ultravioleta — visivel
(UV-Visivel) estd relacionado com a sobreposicdo das bandas (overlapping). A
diferenciacéo do espectro de ordem zero ndo aumenta as informagdes do espectro original,
mas ocorre supressdo das bandas largas, realce das bandas estreitas, a resolugdo de um
“ombro” para uma banda, etc., obedecendo, ainda, a Lei de Beer-Lambert (Paschoal et al.,
2003). Assim, o espectro de terceira ordem aumenta a intensidade dos picos e transforma o
espectro normal de ordem zero em uma série de picos e vales que podem ser utilizados para

definir e localizar a banda analitica de interesse.

A grande vantagem da utilizacdo da espectrofotometria de derivadas esta
relacionada com a possibilidade de se minimizar os problemas com interferentes, sem
necessidade de utilizar complicados procedimentos de separacdo ou extracdo prévios, bem
como ndo necessitar de padrdes ultrapuros exigidos na CLAE. Este método tem sido
utilizado por varios autores na quantificacdo de natamicina em queijos (Fletouris et al.,
1995; Capitan-Vallvey et al., 2000; Oliveira et al., 2007, Pires et al., 2008).

A Figura Bl apresenta a curva padrédo obtida a partir de solugGes contendo
concentragdes conhecidas de natamicina padrdo (Sigma-Aldrich Inc., EUA). O padréo
(20mg) foi dissolvido em 50 mL de metanol P.A., e a partir desta solucéo estoque foram
preparadas as solucdes padréo (diluidas em &gua destilada) de concentracdo crescente (0,5,
1, 2, 3,4, 5,8, 10 e 15 ppm). Agua destilada foi utilizada como branco. O equipamento

utilizado para a realizagdo das anélises foi um espectrofotdmetro (HP, modelo 8453, EUA),
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equipado com controlador de temperatura HP 89090A e software UV-Visible ChemStation.
O espectro de ordem zero dessas solucGes era obtido na faixa de 290 a 350 nm e entéo se
procedia a obtengdo da terceira derivada da curva de absorcdo, atraves do software do
equipamento. A curva de calibragcdo foi obtida relacionando-se a amplitude do pico
negativo em 317 nm em relagdo a linha de base com a concentracdo da solugéo padréo.
Através do ajuste linear dos pontos obteve-se a equagdo que relaciona concentragdo com
absorbancia (Equagdo B1). O coeficiente de determinagdo (R?) para esta equagdo foi de
0,9968.

(B1)

C(ppm) =-0,0022x 3
da

dsast

0,000

-0,005

-0,010

-0,015

-0,020

Dabs®/Dn2

-0,025

-0,030

-0,035

-0,040 . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentragdo de natamicina (ppm)

Figura B1: Curva padrdo da natamicina em A= 317 nm
As Figuras B2 e B3 apresentam os espectros de absorcdo de ordem zero e de

terceira ordem, respectivamente, das solucdes de natamicina padrdo utilizadas na obtencédo

da curva padréo.
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Abzorbincia

] T T T
280 300 310 320 330 340

Comprimento de enda (htn)

Figura B2: Espectros de absorcdo (ordem zero) das solugdes de natamicina utilizadas na
construcdo da curva padréo

0.0z -
0.0z -

0.01—

Dabs D2
T

T T T T
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Figura B3: Espectros de absorcdo (terceira ordem) das solucgdes de natamicina utilizadas na
construcdo da curva padréo
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GRAFICOS DE DMA DOS FILMES SEM E COM NATAMICINA
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Figura C1: Curva de DMA para o filme de alginato puro
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Figura C2: Curva de DMA para o Filme Composto 1
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Médulo de Armazenamento (MPa)
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206

Mbdulo de Perda (MPa)

Univemsal 3,84 Ta instnaments



Médulo de Armazenamento (MPa)

Apéndice C:Gréficos do DMA dos filmes sem e com natamicina

12000 400
2753°C ]
0.10
10000 I
+ 300
0.08- =
1 E o
8000 =
s ] 2
2 )
O 0064200 a
s ] [
= °
6000 3
+ ©
O
0.04 =
+ 100
4000+ i
0.02
2000 ——~————F———+—+———+———+—7——+—+—1—+————+—+—+—+0
-150 -100 -50 0 50 100 150
Temperatura (°C) Universal V3.9A TA Instruments

Figura C5: Curva de DMA para o filme de alginato puro com 8% natamicina
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Figura C6: Curva de DMA para o Filme Composto 1 com 8% natamicina
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The manufacture of composite biofilms of alginate and LM-pectin crosslinked with calcium ions requires
a two-step contact with Ca**: initially a low-structured pre-film is formatted which is further crosslinked
in a second contact with a more concentrated Ca** solution containing plasticizer. This research evalu-
ated the influence of the plasticizer (glycerol) concentration (1-15% w/v) in this finishing reticulation
step on final films characteristics. The results indicated that the extent of the simultaneous Ca** cross-
linking and plasticization with glycerol was determined by the level of structural organization obtained

ﬁz:‘o:zs in the pre-reticulation. Increasing the glycerol concentration of the crosslinking solution increased film
Pectin solubility in water, moisture content, volumetric swelling and flexibility and decreased the resistance
Biofilms to tensile stress. Transparent alginate and pectin composite films with acceptable mechanical properties,
Plasticizer low solubility and limited degree of swelling were obtained with 10% glycerol in the second contact
Crosslinking solution.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The increasing consumers concern on environmental problems
ensuing from the use of synthetic packaging materials, as well as
the demand for higher quality foods have contributed to the devel-
opment of packaging manufactured with natural sources such as
polysaccharides, proteins and/for lipids. Although edible films are
not meant to totally replace traditional synthetic packagings they
do have the potential to reduce their use, as well as to function
as controlled release systems of active substances, and to limit
moisture, aroma, and lipid migration between food components
(Krochta & De Mulder-johnston, 1997).

The use of edible films in food applications depends on several
features like cost, availability, functional attributes, mechanical
properties (strength and flexibility), optical quality (gloss and
opacity), barrier requisites (water vapor, O, and CO, permeability),
structure resistance to water and sensorial acceptance. These char-
acteristics are greatly influenced by parameters such as the type of
material used as structural matrix (conformation, molecular mass,
charge distribution), film manufacturing conditions (solvent, pH,
concentration, temperature, etc.) and the type and concentration
of additives (plasticizers, crosslinking agents, antimicrobials,
antioxidants, etc.) (Debeaufort, Quezada-Gallo, & Voilley, 1998;
Guilbert, Gontard, & Gorris, 1996).

A recent approach to edible and biodegradable films technology
contemplates the production of composite films, by combining

¢ Corresponding author. Tel.: +55 19 3521 3930; fax: +55 19 3521 3922.
E-mail address: theo@feq.unicamp.br (T.G. Kieckbusch).

0144-8617/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.carbpol.2009.02.014
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different polysaccharides, proteins and lipids in order to improve
their functionality. Composite films may be designed to take syner-
gistic advantages of the pure components features, even though, as
with synthetic polymers, the mechanical and barrier properties of
composite biofilms strongly depend on the constituting polymer
characteristics and their compatibility (Garcia, Pinotti, Martino, &
Zaritzky, 2004).

Pectin and alginate, both polyuronates, are two characteristic
examples of natural ionic polysaccharides undergoing chain-chain
association and forming hydrogels upon addition of divalent cat-
ions (e.g. Ca®*) (Fang et al., 2008).

Alginates are structural polysaccharides extracted from brown
algae. On a molecular basis alginates are composed of guluronic
(G) and mannuronic (M) acid units forming regions of M-blocks,
G-blocks and blocks of alternating sequence (MG-blocks), where
the relative proportions of these sequential organizations depends
on the source (Ertesvag & Valla, 1998).

Pectin is a major structural component of cell walls, being one
of the largest constituent in citrus by-products. Pectin is a complex
anionic polysaccharide composed of f-1,4-linked d-galacturonic
acid residues, wherein the uronic acid carboxyls are either fully
(HMP, high methoxyl pectin, DE > 50%) or partially (LMP, low
methoxyl pectin, DE < 50%) methyl esterified. Like alginates, low
methoxyl pectins, form gel with divalent cations (Marudova,
MacDougall, & Ring, 2004; Walkenstrém, Kidman, Hermansson,
Rasmussen, & Hoegh, 2003).

Calcium induced gelation has been demonstrated to result from
specific and strong interactions between calcium ions and guluro-
nate and galacturonate blocks in alginate and pectin, respectively
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(Braccini & Perez, 2001; Fang et al., 2008). In this process the
solvent is confined in the interstices of a three dimensional net-
work linked by junction zones that involve cooperative association
of extended segments of the polymer chains (Bryce, McKinnon,
Morris, Rees, & Thom, 1974). The mechanism that better describes
gel formation in alginate and LM-pectin in the presence of calcium
ions is the so called “egg-box” model.

Pectin and alginate tend to form strong films, but with poor
resistance to water due to their hydrophilic nature. Their ability
to form strong and insoluble gels with divalent cations can be used
to improve these shortcomings (Pavlath, Gossett, Camirand, &
Robertson, 1999). Allen, Nelson, Steinberg, and Mcgill (1963)
studying different calcium salts for alginate gel coating formation,
classified calcium chloride as the most effective crosslinking agent

The dehydration of these gelified structures produces strong
cohesive films that require plasticizers. The addition of plasticizer
leads to a decrease in intermolecular forces along polymer chains
which improves the flexibility and chain mobility. They are added
to enhance film flexibility, decrease brittleness, avoid shrinking
during handling and storage and therefore make it easier for film
to be peeled of from the support during manufacture (Guilbert
et al., 1996). Several studies, however, have also evidenced adverse
effects of plasticizers on edible film awtributes. Most of them
describe an increase in gas, solute and water vapor permeability
and the decrease in cohesion affects mainly mechanical properties.
The characteristics of films based on polyuronated matrices de-
pend therefore, of an equilibrium between the degree of crosslink-
ing with Ca?' (necessary to reduce the solubility in water but
induces brittleness) and the addition of plasticizers for better
workability. Above a critical concentration the plasticizer can-
exceed the compatibility limit with the biopolymer and phase sep-
aration with plasticizer exclusion is usually observed. The more
commonly used plasticizers in edible carbohydrate based films
are polyols, mainly glycerol and sorbitol (Yang & Paulson, 2000).

The present work evaluated the effect of the plasticizer (glyc-
erol) concentration on the solubility in water, swelling degree
and mechanical properties of alginate/pectin composite films
crosslinked with calcium ions.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Medium viscosity sodium alginate, obtained from Macrocystis
pyrifera seaweed, purchased from Sigma-Aldrich (USA), with an
average molecular mass (M,,) measured by gel permeation chro-
matography of 1.61 x 10° Da, and low methoxy pectin kindly do-
nated by CPKelco (Denmark), with M,, of 4.28 x 10° Da, were
used as biopolymers matrices in the composite and single films.
Calcium chloride dihydrate (Merck, Germany) was used as cross-
linking agent and glycerol (Synth, Brazil) as plasticizer.

22. Film preparation

Alginate and pectin composite films were made by casting in a
two-stage crosslinking procedure. In the first stage a low reticu-
lated film was prepared as follows. Polysaccharide solution with
equal mass fractions of alginate and pectin (0.75% w/v of each
polysaccharide) was prepared indistilled water already containing
0.6 g glycerol/g biopolymer at room temperature. The solution was
mechanically stirred at 1000 rpm (Fisatom, model 713, Brazil) for
about 1 h to ensure homogeneity. Afterwards, the temperature of
the system was raised to 70 °C and a dilute aqueous calcium chlo-
ride solution was slowly added to the biopolymer solution at a flow
rate of 1 mL{min delivered by a peristaltic pump (Masterflex C/L,

212

model 77120-70, USA) until a total amount of 0.02 or 0.04¢g
CaCl,-2H,0fg Dbiopolymers was transferred (approximately
30 min). The increase in temperature, the low flow rate and the
strong agitation were necessary to avoid local gelation, and as a
consequence, film heterogeneities. A defined amount (70g) of
the partially crosslinked film forming solution was poured into
polystyrene Petri dishes(d = 14 cm) and dried in a convection oven
(Nova Etica, 420D, Brazil) at 40°C for 20 h. After detaching the
resulting film from the support, the crosslinking was comple-
mented in a second stage, by total immersion of the films in
50 mL of an aqueous calcium chloride solution (3% w/v) containing
glycerol (1%, 3%, 5%, 7%, 10%, 12% and 15% v/v) for 30 min. The ex-
cess surface liquid was removed and the films were placed over in-
verted Petri dishes and dried in a ventilated ambient for about 6 h,
at room temperature and RH > 60% having the borders fixed by Tef-
lon® rings to avoid wrinkling of the film edges. All films were con-
ditioned at room temperature and 52% RH inside desiccators for
3days before characterization. Films prepared with 0.02g
CaCl,-2H,0/g biopolymer in the first stage were denominated
low calcium films (LCa film), whereas films prepared with 0.04 g
CaCl,2H,0/g biopolymer were referred as high calcium films
(HCa film).

Simple films manufactured only with alginate or pectin and
using 0.04 g CaCl,2H,0/g biopolymer in the first stage (HCa film)
and 5% and 10% of glycerol in the crosslinking solutions of the sec-
ond stage were also prepared following the same procedure as for
the composite films.

23. Film characteristics

23.1. Film thickness, &

The film thickness was controlled by pouring a constant mass
(70 g) of the film forming solution over the support. Thickness of
the conditioned films was measured using a digital micrometer
(Mitutoyo, MDC-25S, Japan). Measurements were taken at ten dif-
ferent positions of the film and the mean value was used in the cal-
culations of the mechanical properties.

23.2. Solubility in water, S,,

The solubility in water of the films was measured as proposed
by Irissin-Mangata, Bauduin, Boutevin, and Gontard (2001). The
moisture weight fraction, w, of the film was gravimetrically deter-
mined in a vacuum oven (Lab-Line, Squaroid, USA) at 105 °C for
24 h. Disks cut from the same film, were weighed (total mass m,)
and immersed in 50 mL of distilled water using a 250 mL beaker
maintained under mild agitation (175 rpm) at 25 °C for 24 h (Sha-
ker Bath Orbit, Lab-Line, USA). The final dry matter (my) of the sam-
ple was determined in the same vacuum oven (105 °C/24 h). The
fractional solubilized matter (S,,) was calculated as a function of
the initial dry matter using Eq. (1).

my(1 — ) —my

S = a1 - @)

(M

23.3. Swelling degree, SD

The swelling degree of the films was determined as described
by Xu, Bartley, and Johnson (2003). The initial mass (m,) of a circu-
lar cut (d = 2.5 cm) of the film was quantified and the sample was
immersed in 100 mL of stirred distilled water at 25 °C for different
periods of time. The wet sample was carefully blotted between fil-
ter paper to remove the excess water from the surface and re-
weighed. The swelling degree (SD) was measured in terms of the
amount of absorbed water relative to the initial mass (Eq. (2)).

SD= w )
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where m,, is the swollen film mass.
The swelling behavior of the films was also monitored by
measuring changes in the thickness of the swollen films.

23.4. Mechanical properties

Tensile strength (TS) and percentage tensile elongation at
break (E) of the preconditioned films were determined at room
temperature using a TA.XT2 (Stable Microsystems SMD, England)
according to ASTM standard method D882 (ASTM, 1995). Films
were cut into strips (10 x 2.54 cm) and mounted between the
corrugated tensile grips of the instrument. The initial grip spacing
and cross-head speed were set at 50 mm and 0.1 cm/s, respec-
tively. The tensile strength was expressed as the maximum force
at break divided by the initial cross-sectional area of the film strip
and the elongation at break as a percentage of the original length.

23.5. Calcium content

The concentration of calcium in the crosslinked films was deter-
mined according to Sriamornsak and Kennedy (2008), using an
atomic absorption spectrophotometer (PerkinElmer, model 373,
USA) in the absorption mode with an air-acetylene flame detector.
Film samples (about 8 mg) were dissolved in 10 mL of a 2% sodium
citrate solution. Each determination was performed in triplicate.

23.6. Statistical analysis

Analysis of variance and Tukey test were used to determine sta-
tistically significant differences (p <.05) among averages, using the
Software Statistica V.1.1.5.

3. Results and discussion

Alginate and pectin composite films produced by the two-stage
crosslinking method were homogeneous, transparent and visually
attractive. However, composite films made with the two higher
concentrations of plasticizer (12% and 15%), showed vestiges of
phase separation on the surface of the film and films with 3% or
less glycerol were very brittle. The use of a limited amount
of crosslinking agent (first stage) before the total consolidation of
the film structure was necessary to allow a proper handling of
the films. These partially reticulated films produced were very flex-
ible and completely water soluble. The same characteristics were

8 1

70-

found for the partally reticulated pure alginate or pure pectin sim-
ple films, however alginate films were more transparent than pec-
tin films, the latter showing slightly hazy appearance. Zactiti and
Kieckbusch (2006) also obtained highly soluble alginate films man-
ufactured without the final crosslinking contact. Completely solu-
ble alginate films were also obtained by Pavlath et al. (1999) by
adding up to 0.18 g CaCl,2H,0fg alginate in a single stage
procedure.

3.1. Film thickness

The results of averaged thickness measurements are shown in
Fig. 1. The thickness of the composite films increases steadily when
the glycerol concentration in the second stage was increased level-
ing off at higher concentration, probably due to glycerol exudation.
In all studied conditions the HCa composite films were thicker than
LCa composite films. These tendencies at a macroscopic level can
be attributed to an increase in molecular volume due to a more in-
tense plasticizing effect of higher concentration of glycerol. The
values in Fig. 1 also indicate that single component films were
thinner compared to composite films and that pure pectin films
produce thicker films compared to pure alginate films. The latter
observation is probably due to a more organized structure formed
in alginate simple films (Sriamornsak & Kennedy, 2008).

32. Moisture content and solubility in water

The moisture content and the water solubility of the alginate
and pectin composite films (LCa and HCa film), treated with differ-
ent concentrations of glycerol in the second stage are shown in Ta-
ble 1. Low solubility of edible films is one of the most important
requirement in food and pharmaceutical applications, however
most of the published studies on biopolymer films deal mainly
with film characteristics such as mechanical and barrier properties
(Kim, Ko, & Park, 2002; Rhim, 2004).

The equilibrium moisture content and the solubility in water of
the films conditioned at 52% RH increased consistently and signif-
icantly by increasing the glycerol content present in the crosslink-
ing solution. Since the final reticulation conditions for the LCa and
HCa films were the same it is reasonable to associate the variation
in moisture content to the amount of glycerol present in the film.

7 10 12 15

Glycerol solution concentration, %

OLCa composite film
SHCa pectin film

D HC2 composite film
B HCa dginate film

Fig. 1. Thickness of LCa and HCa composite films and HCa pectin and alginate simple films with different glycerol concentration in the second stage crosslinking solution.

(Standard deviation is shown through error bars.)
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Table 1
Moisture content (@) and solubility in water (S,,) of LCa and HGa composite films equilibrated at 52% RH with different glycerol concentration in the second stage crosslinking
solution.
Glycerol solution concentration, % ICa composite film HCa composite film
@ gH20/g film Sw g/g dry matter  gH20/g film Sw g/g dry matter
1 0.152 (0.003) 0.121 (0.004) * 0.134 (0.006)* 0.088 (0.003)
3 0.153 (0.003) 0.170 (0.006)° 0.140 (0.002) 0.151 (0.007)
5 0.160 (0.008) 0230 (0.017) 0.141 (0.005) 0.199 (0.007F
7 0.213 (0007 0246 (0.007)° 0.162 (0.008) 0.237 (0.010
10 0.234 (0008 0296 (0.026) 0224 (0.004) 0.234 (00207
12 0.241 (0.004)° 0288 (0.001)° 0254 (0.001)° 0.233 (0.0017
15 0.233 (0001 0379 (0.012)° 0299 (0.008f 0.372 (0011F

Average (standard deviation) of three experimental determinations.

Average with the same letter, in the same clumn, indicate no significant difference (p <.05).

Higher glycerol content unfastens the polymeric structure allowing
more charged sites to be accessible to water molecules. More
important, glycerol itself is very hygroscopic and therefore, proba-
bly responsible for most of the water uptake. The main contribu-
tion to the increase in S,, with increasing amount of plasticizer is
the leaching of the glycerol, since after 24 h contact with water,
the re-dehydrated films lost their flexibility. Schou et al. (2005)
also observed a significant increase in the moisture content, with
increasing plasticizer concentration in sodium caseinate films.
These authors concluded that increasing the glycerol:protein ratio
from 0.16 to 0.32 almost doubled the moisture content. The values
in Table 1 indicate that LCa films showed higher solubility in water
compared to HCa films. This is probably caused by the higher initial
crosslinking degree obtained by the alginate and pectin chains
when higher concentration of calcium was used in the first stage
and the better aligned incipient polymeric structure assisted the
strengthening action when additional Ca®* was available at the
second stage.

The moisture content and solubility of simple pectin and algi-
nate HCa films treated with 5% and 10% of glycerol in the second
stage crosslinking solutions are presented in Table 2. Differently
from the composite films the equilibrium moisture content of the
simple films did not significantly change with the increase in the
glycerol concentration. The solubility in water, however, showed
a statistically significant increase for both simple films when the
plasticizer solution concentration was increased from 5% to 10%,
in the second stage. Pure alginate films showed much lower solu-
bility in water compared to pure pectin films. Because of the strong
similarities of the molecular structures of the two polymers, most
studies treat pectin and alginate as almost equivalent regarding
their calcium binding mechanisms and gel formation abilities. Do-
nati, Benegas, and Paoletti (2006), for example, formulated a com-
mon theoretical framework to describe the chain-chain
associations of alginate and of pectin with calcium. In contrast,
the literature that highlights the dissimilarities in the binding
and gelation mechanisms of these two biopolymers is sparse. Brac-

Table 2
Moisture content and solubility in water of pure pectin and alginate HCa films with 5%
and 10% of glyceml in the second stage crosslinking solution.

Film Glycerol solution w gH0/g Swglg dry
concentration, % film matter

HCa pectin film 5 0.183 (0.003) 0204 (0.006)°

HCa pectin film 10 0.176 (0.002)* 0251 (0.007)%

HCa alginate film 5 0.202 (0.004)® 0.129 (0.003)*

HCa alginate film 10 0.196 (0.002)® 0.156 (0.007)®

Average (standard deviation) of three experimental determinations.
Average with the same letter, in the same column, indicate no significant difference

(p <.05).

cini and Perez (2001) using molecular modeling pointed out signif-
icant differences in the gelation mechanisms and strength of pectin
and alginate. In another work, Fang et al. (2008) found important
differences between alginate and pectin with regard to their Ca-
binding behaviors. These authors suggest that the different distri-
bution patterns of binding sites, blockwise for alginates and ran-
domly for pectin, could account for the differences with regard to
their reactivity with Ca>*. These structural distinctions could ex-
plain the higher solubility of pectin films and also the differences
found in thicknesses (Fig 1).

33. Swelling

Composite and simple polymer films were submitted to water
uptake and swelling in contact with distilled water at 25 °C and
the swelling kinetics obtained are showed in Fig 2. For pure algi-
nate film the water uptake at equilibrium was the lowest
(SD=0.85) and was reached after about 5 min of immersion in
water for all reatments. Similar period of time was reported by
Zactiti and Kieckbusch (2006 ) for alginate films. Pure pectin films
showed the highest equilibrium SD, reached after more than
20 min of immersion and the composite films scored intermediate
values. Sriamornsak and Kennedy (2008) evaluating the swelling of
alginate and pectin films also crosslinked with Ca?* found a hydra-
tion equilibrium of 2 h for both polymers. Their gelation and hard-
ening method was different, and they did not use plasticizers.
Sriamornsak and Kennedy (2008) also observed much higher
swelling degree for pectin films compared to alginate films. These
authors explained that a reduction in the extent of crosslinking
would be expected to lead to a reduced retractive force and would
allow more water to be absorbed. Therefore, the greater swelling of
pectin films in water could be due to a lower number of crosslink-
ing sites.

The striking feature of the results in Fig. 2 is the tendency of the
swelling degree to decrease with an increase in the glycerol con-
centration of the crosslinking solution (second stage). This can be
better observed by the asymptotic values of SD given in Table 3.
The trend of the calculated SD values is misleading, however, since
the leaching of higher amounts of plasticizers by the water during
the experiments inversely affects the numerator of Eq. (2). The
structure weakening effect of higher glycerol content can be better
appreciated by observing the decay of the water uptake equilibra-
tion time with increasing plasticizer solution concentration. An in-
crease in the calcium concentration used in the first stage seems to
slightly decrease the extent of water uptake of the composite films
and extends the equilibration time. These findings corroborate
with the suggestion that the performance of the final film cross-
linking depends on the quality of the pre-film structure.

All composite films kept their integrity even after 36 min of
immersion in water and the general visual appearance was similar
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Fig. 2. Swelling degree: (A) ICa and (B) HGa composite films with 1% (W), 3% (@), 5% (a), 7% (V), 10% (¢). 12% (A), (x) 15% of glycerol in the crosslinking solution (second
stage ) (C) HCa simple films: pectin 5% (a ), pectin 10% (¢), alginate 5% (A), alginate 10% (<) of glycerol in the crosslinking solution (second stage).

to the original film. However an increase in thickness was observed
and is also given in Table 3. As can be seen, the thickness ratio in-
creases with higher glycerol concentrations, and, therefore, should
be considered a more adequate index to measure the structure
relaxation by water.

34. Mechanical characteristics

The values of the mechanical properties of LCa and HCa compos-
ite films and of the HCa simple alginate and pectin films are given
in Figs. 3 and 4. The tensile strength (TS) accounts for the film
mechanical resistance due to the cohesion between the chains,
while the elongation at break (E) measures its plasticity, which is
the capacity of the film to extend before breaking. Due to the struc-
tural nature of these attributes, usually films with high TS show
low E so that both properties should be analyzed simultaneously.
Tensile strength values found ranged from 39.7 to 61.5 MPa for
LCa composite films and from 41.6 to 75.7 MPa for HCa composite

Table 3

Equilibrium swelling degree and thickness ration of pure pectin, pure alginate and
composite HCa films with 5% and 10% of glycerol in the second stage crosslinking
solution.

Film Glycerol solution SDeq 3 15
concentration, %

HCa pectin film 5 308 (0.13)f 2.69 (0.11)>
HCa pectin film 10 277 (0.10)° 3.15 (0.08)°
HCa alginate film 5 092 (0.01)° 1.98 (0.04)
HCa alginate film 10 085 (0.10¢ 2.84 (0.12)°
HCa composite film 5 1.49 (0.08)% 2.44 (0.06)°
HCa composite film 10 1.15 (0.06) 3.08 (0.07)*

Average (standard deviation) of three experimental determinations.

Average with the same letter, in the same column, indicate no significant difference
(p<0.05).

" Thickness variation: 5 (final equilibrium thickness), & (initial thickness).

films and their variation according to the second stage glycerol
solution content are given in Fig. 3. The values of E varied from
2.1% to 19.8% for LCa composite films and from 1.5% to 12.9% for
HCa composite films and are shown in Fig. 4. According to the clas-
sification established by Krochta and De Mulder-Johnston (1997),
the mechanical attributes obtained by the composite alginate
and pectin films can be considered as moderate, compared to syn-
thetic films.

TS of the simple alginate film in both concentration of glycerol
evaluated (5% and 10%) were significantly higher than the respec-
tive pectin film and the composite films. Subsequently, the elonga-
tion for those alginate films were low. The remarkably higher TS
values found for the simple alginate films can only be partially
attributed to their denser molecular structure. The alginate films
have the smallest thickness (Fig. 1) and according to Cuq, Gontard,
Cuq, and Guilbert (1996) the tensile strength of films manufac-
tured with the same formulation increases with the decrease in
film thickness. A comparison between the experimental data of
Figs. 3 and 4 confirms that variations in the plasticizer concentra-
tion exert an appreciable positive effect on film elongation but only
a moderate reducing effect on tensile strength.

Figs. 3 and 4 also indicate that an increase in the calcium con-
centration in the first stage promoted an increase in TS and a de-
crease in E for almost all formulations. This E values tendency is
even more significant than revealed by Fig 3 since the film thick-
nesses of HCa films are larger LCa films, which would tend to de-
press TS.

Similar results were found by other authors. Rhim (2004) ob-
served an increase in the TS and a decrease in the E by CaCl; treat-
ment of alginate films, though the degree of change was dependent
on the contact method and concentration of CaCl; treatment. Kang,
Job, Leeb, Kwona, and Byunb (2005), studying pectin films, found a
TS of 193 MPa and a E of 2.6% for pectin films containing glycerol
(2.5% v/v) and crosslinked by total immersion of the films with a
5% CaCl; solution. Pavlath et al. (1999) obtained higher values of
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Fig. 3. Tensile strength of LCa and HCa composite films and of the HCa pectin and alginate simple films with different glycerol concentration in the aosslinking solution

(second stage). (n=10; standard deviation is shown through error bars.)

TS for alginate films crosslinked with CaCl, without plasticizers
compared to the same film with addition of 40% (w/w) of glycerol,
but the increase in the E values was not so pronounced.

35. Calcium content

The calcium content of HCa composite films, HCa alginate films
and HCa pectin films containing 5% and 10% (w/v) of glycerol in the
crosslinking solution of the second stage is presented in Table 4. As
expected higher calcium contents, on dry basis, were observed for
HCa alginate films, followed by HCa composite films and HCa pec-
tin films. The concentration of glycerol used in the second stage

crosslinking solution did not significantly influence the calcium
content. These results correlate well with the tendency found for
water uptake, solubility in water and mechanical properties of
the corresponding films, reinforcing the assumption that a more
effective crosslinking is obtained by alginate polymeric matrix
compared to pectin.

Sriamornsak and Kennedy (2008) also found less calcium in
pectin based films compared to alginate films. However their val-
ues of calcium content are approximately two times lower than
the amount determined in the present work for the same type of
alginate and pectin. The higher calcium contents can be attributed
to the different crosslinking method used.

1 3 5
Glycerol concentration. %

O HCa conposite film
B HCa alginate film

OLCa composite film

SHCa pectin film

7 10 12 15

Fig. 4. Elongation at break of LCa and HCa composite films and of the HCa pectin and alginate simple films with different glycerol concentration in the crosslinking solution
(second stage) (n=10; standard deviation is shown through error bars; n= 8 for LCa composite film with 7% and 10% glycerol.)
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Table 4
Caldum content of pure pectin, pure alginate and composite HCa films with 5% and
10% of glycemwl in the secoond stage crosslinking solution.

Film Glycerol solution concentration, % Calcium content,
pmol/mg dry film
HCa pectin film 5 2251 (0.003)
HCa pectin film 10 2539 (0.022)*
HCa alginate film 5 4354 (0.017)°
HCa alginate film 10 4265 (0.005)°
HCa compasite film 5 3291 (0.025)°
HCa composite film 10 3529 (0.012)°

Average (standard deviation) of three experimental determinations.
Average with the same letter, in the same column, indicate no significant difference

(p<.05).

4. Conclusions

Transparent and homogenous alginate/pectin films were ob-
tained after a low Ca?' reticulated pre-film manufactured by cast-
ing was exposed for 30 min to 3% CaCl,-2H,0 solutions containing
glycerol.

The increase in glycerol concentration in the finishing crosslink-
ing solution decreases the tensile strength (TS) of the alginate and
pectin composite films, and increases the solubility in water, mois-
ture content and their elongation at break. Alginate and pectin
simple films, despite using the same crosslinking procedure
showed different calcium content, indicating a less effective cross-
linking for pectin films. Composite films tend to present character-
istics properties values compared to films based on pure polymeric
components.

As a compromise between film mechanical resistance and flex-
ibility, keeping low solubility and swelling in water, the use of 5-
10% glycerol in the finishing crosslinking step is recommended.
Concentrations lower than 3% glycerol produce brittle films and
phase separation was observed on the film surface when concen-
trations higher than 12% glycerol were used.
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ABSTRACT: Alginate and chitosan multilayer films were produced by casting and
sequential layering. The films were assembled by three different adjacent layers: an alginate layer, a
central chitosan layer and another alginate layer. Initially, an alginate layer was confectioned from an
alginate aqueous solution (1.5g/100g solvent) containing 0.06 g CaCly/100mL. The chitosan layer was
formed by a chitosan solution (1.5g/100g solvent). containing 1% acetic acid, poured over the alginate
film, and another alginate layer was then casted over the chitosan free surface. Each layer was
obtained following the same drying procedure (40°C/12h). The resulting multilayer films underwent a
final crosslinking by immersion in 50mL of a calcium chloride solution (3%) containing glycerol
(5%). The water solubility and swelling degree of the films were determined. The morphology of the
films was observed by Scanning Electron Microscopy (SEM). The water solubility varied from 0.11 to
0.15 g/g dry matter and the swelling degree was about 0.80. The film surface was smooth with
characteristics similar to pure alginate films while the cross-section showed the formation of three well
defined layers.

KEYWORDS: alginate, chitosan, crosslinking. films. multilayer

INTRODUCTION:

In recent years release systems were incorporated to biofilms and became part of a wide
category of new food packaging concept known as ‘‘active packaging materials’. The aim of these
systems is to extend the shelf life of the packaged foodstuff, inhibiting the microbial growth and
preserving its sensory properties. In order to achieve a controlled release of active compound to the
food surface. the use of a multilayer film (control layer/active matrix layer/barrier layer) was proposed
by HAN (2000) and by FLOROS et al. (2000). The outer layer is a barrier layer which prevents loss of
active substances to the environment. the matrix layer contains active substance and exhibit a very fast
diffusion behavior.

Alginate is a structural polysaccharide extracted from brown algae. On a molecular basis
alginate is composed of guluronic (G) and mannuronic (M) acid units forming regions of M-blocks, G-
blocks and blocks of alternating sequence (MG-blocks) (ERTESVAG & VALLA. 1998). Upon
introduction of divalent ions such as Ca™. junction zones between consecutive G-residues are formed,
conventionally deseribed in terms of the egg-box model (BRYCE et al.. 1974).

Chitosan [(1-4)-2-amino-2-deoxy-,-D-glucan]. a linear cationic polysaccharide obtained by
deacetylation of chitin. is one of the most abundant naturally occurring polysaccharides after cellulose.
Chitosan is mainly extracted from outer skeletons of crustaceans, and is also found in many other
species such as molluscs, insects and fungi. There are several potential applications for chitosan,
mainly because of its biodegradability and biocompatibility, polyelectrolytic behavior and
antimicrobial activity (KROCHTA & DE MULDER JOHNSTON, 1997: DOS SANTOS et al., 2003,
WANG et al., 2007).
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The objective of the present work was to characterize alginate and chitosan multilayer films
with different proportion of biopolymers aiming a possible application as an antimicrobial packaging
for food products.

METHODOLOGY:

Materials

Medium viscosity sodium alginate (Sigma Aldrich, USA): chitosan (Polymar, Ceard. Brazil)
with deacetilation degree 97% and average molar mass Mv= 3.7 x10° g/mol, determined by the
intrinsic viscosity using Mark-Houwink-Sakurada Equation: glacial acetic acid (Merck, Germany):

dihydrated calcium chloride (Merck, Germany) as crosslinking agent and glycerol (Synth, Brazil) as
plasticizer.

Film preparation

Alginate (6g) was added to mechanically stirred (1000 rpm) water (400mL) containing 0.6 g/g
alginate of glycerol. After 1h, the viscous solution was heated to 77°C. Then, 30mL of an aqueous
calcium chloride solution (0.8 g/100mL) was added to the alginate solution at a flow rate of ImL/min
controlled through a peristaltic pump (Masterflex C/L, model 77120-70, USA). Separately. chitosan
(6g) was added to mechanically stirred (1000 rpm) water with 1% acetic acid (400mL) containing 0.6
g/g alginate of glycerol. After 1h. the viscous solution was vacuum filtered to remove undissolved
material. Multilayer films were formed by pouring a certain amount of alginate solution into a
polystyrene petridish (d=14cm). This solution was dried in a convection oven at 40°C for 12h.
Thereafter, a second layer of chitosan solution was deposited over the alginate dried layer. The
chitosan solution was then dried in the same conditions for another 12 hours. A third layer composed
of alginate solution was formed following the same drying procedure. After detaching the resulting
multilayered films from the support, a final crosslinking stage, called second stage, was performed by
total immersion of the films in 50mL of an aqueous calcium chloride solution (3%) containing
glycerol (5%) for 30 min. The excess liquid was removed and the films were dried for about 6h, at
room temperature. onto a petridish with the borders fixed by Teflon rings to avoid shrinking of the
edges. All films were conditioned at room temperature and 52% relative humidity for 2 days before
characterization. Three different architectures were confectioned and the amount of solution used to
form each layer of these films is showed in Table 1.

Table 1 — Amount of alginate and chitosan solution used in each layer of the films

— 1* layer 2° Jayer 3% laver
Valginate (ML) V chitocan (ML) V alzinate (ML)
A 30 30 30
B 30 50 30
C 50 30 50

Solubility in water

The solubility in water of the films was measured as proposed by IRISSIN-MANGATA et al.
(2001). The moisture content. @, of the film was gravimetrically determined in a vacuum oven at
105°C for 24 h (Lab-Line, Squaroid, USA).

Discs, of the same film, with a total mass m, were then immersed in 50 mL of distilled water
and the system was maintained under constant stirring (175 rpm) at 25°C for 24h (Shaker Bath Orbit,
Lab-Line, USA). The final dry matter (my) of the sample was determined in the same vacuum oven
(105°C/24h). The solubilized matter (MS) was calculated as a function of the initial dry matter by
Equation (1).

Mszmo(l—co)—mf (1)
m,(1-o)

222



Anexo 2

CIGR - International Conference of Agricultural Engineering =5
XXXV Congresso Brasileiro de Engenharia Agricola = -
Brazil, August 31 to September 4, 2008 ﬁ

Swelling degree (SD)

The swelling degree of the films was determined as described by XU et al. (2003). The initial
mass (m;) of a circular sample (d = 2.5 em) was quantified and the sample was immersed in 100 mL of
stirred distilled water for different periods of time. The wet sample was blotted between filter paper to
remove the excess water from the surface and reweighed. The swelling degree (SD) was measured in
terms of the amount of absorbed water (Equation 2).

_(m, —m;) )
m;

SD

where my is the swollen film mass (g)

Morphology characterization

The surface and cross-section morphology of the multilayer films were observed by scanning
electron microscopy (SEM). Samples of films were mounted onto stubs. sputter coated with gold in a
vacuum chamber and photographed using a scanning electron microscope (LEICA. model DMLM
Q500IW, USA).

Statistical Analysis
Analysis of Variance and Tukey Test were used to determine statistically significant
difference (p < 0.05) among averages. using the software Software Statistica V.1.1.5.

RESULTS AND DISCUSSION:

Alginate and chitosan multilayer films were produced by varying the volume of solution
used in each layer. The moisture content, the solubility in water and swelling degree of these films are
shown in Table 2.

Table 2: Moisture content, solubility in water and swelling degree of alginate and chitosan multilayer films

Film Moisture content (o, g H,O/g film) Solubility in water (SM) Swelling degree (SD)
A 0.171 (0.004)* 0.115 (0.006)* 0.79 (0.03)°
B 0.171 (0.002)* 0.129 (0.005)** 0.78 (0.01)*
& 0.170 (0.001)* 0.152 (0.020)° 0.81 (0.04)°

Average (standard deviation) of three experimental determinations
Average with the same letter indicate no significant difference (p< 0.05)

The equilibrium moisture contents at 52% RH were not significantly different for all the
studied films. The water solubility varied from 0.11 to 0.15 g/g dry matter. These values are close to
the ones found for pure alginate films (RHIM. 2004). This indicates an efficient crosslinking of
alginate chains by Ca ions during the second stage.

The SEM micrographs of the surface and cross-section of the multilayer films are shown in
Figure 1. Uniform formation of the three layers can be observed (Figure 1 a, b and ¢). The film surface
(Figure 1 d and ¢) was smooth similar to pure alginate films. When the films were kept in a closed
chamber over anhydrous calcium chloride (close to 0% RH). during sample preparation for
morphology observations, it was possible to detect the detachment of the film layers. This fact could
restrict the uses of these multilayer films. However. at normal ambient conditions (approximately 25°C
and 50% RH) this was not observed.
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Figure 1: SEM micrographs of multilayer film cross-section: (a) Film A, (b) Film B, (c) Film B (edge detail);
and surface: (d) Film A, (e) Film B.
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