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RESUMO

Pectinas e alginatos sdo polimeros naturais com grande potencial de aplicagdo no
desenvolvimento de filmes biodegradaveis, por serem materiais renovaveis e obtidos a partir de
diversas fontes a baixo custo. Atualmente, diversos estudos estéo voltados ao desenvolvimento
de tecnologia que controle o crescimento indesejavel de microorganismos, pelo uso de
embalagens ativas. Na presente pesquisa, foram desenvolvidos filmes simples de pectina e
filmes compostos de pectina e alginato em diferentes proporgdes, reticulados com célcio e
contendo glicerol como plastificante. Foi avaliada a influéncia das concentra¢des de célcio e do
plastificante e do tempo de reticulagdo sobre as propriedades caracteristicas dos filmes. A
adicdo de natamicina como agente antimicrobiano também foi investigada. Os filmes foram
preparados por casting, isto €, aliquotas da solucéo filme-formadora foram vertidas em moldes
de acrilico e submetidas a gelificacdo e secagem. Devido ao alto poder gelificante do Ca™,
filmes com baixo grau de reticulagcdo foram inicialmente confeccionados (1° estagio). Estes pré-
filmes foram submetidos a uma reticulagdo complementar com imersdo em uma solucdo mais
concentrada de ions calcio contendo plastificante. O alginato e a pectina mostraram-se
compativeis em todas as proporc¢oes, resultando em filmes com bom aspecto visual. O aumento
da concentracdo de alginato diminuiu a solubilidade em agua e o grau de intumescimento e
aumentou a espessura, a resisténcia a tensao, a flexibilidade, a opacidade e a temperatura de
transicdo vitrea dos filmes. Filmes pré-reticulados com 1% CacCl,.2H,O (13,60 mg Ca"'/g
biopolimero) na solucdo do 1° estagio, imersos durante 20 minutos em uma solu¢do contendo
5% CaCl,.2H,0 e 3% glicerol (2° estagio) apresentaram um compromisso entre alta resisténcia
mecanica, boa aparéncia e baixa solubilidade em agua. Esta formulacao foi selecionada para a
confeccdo dos filmes ativos contendo natamicina. A adicdo da natamicina provocou um
aumento na permeabilidade ao vapor de 4gua, na solubilidade em agua e na opacidade, e uma
reducdo na tensdo na ruptura em relacdo aos filmes sem antimicrobiano. Determinagcdes
experimentais da massa de natamicina liberada em ensaios nos quais os filmes eram imersos
em agua apresentaram bom ajuste ao modelo difusional da segunda Lei de Fick, com valores
de difusividade efetiva variando entre 9,53.10° e 9,22.10** cm?%s. A difusividade aumentou com

a espessura e diminuiu com o aumento da concentragéo de alginato no filme.

Palavras-chave: biofilme, pectina, alginato, reticulacdo, natamicina, difusividade.
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ABSTRACT

Pectin and alginate are natural polymers with potential applications in the development of
biodegradable package films, since they can be obtained at low cost from a large variety of
renewable sources. There is a growing interest concerning the control of microbial activity in
prepared food using active packaging. In this work, single and composite films based on alginate
and pectin crosslinked with calcium ions and containing glycerol as plasticizer were prepared.
The influence of calcium and glycerol concentrations and of the time of reticulation on the film
characteristics was evaluated and the addition of natamycin as an active agent was investigated.
The strong gelling power of Ca*™ ions hinders smooth casting procedures so that a film with low
degree of reticulation has to be initially confectioned by casting (1% stage). These pre-films are
further crosslinked in a second contact with a more concentrated Ca'™ solution containing
plasticizer (2" stage). Alginate and pectin were compatible in all proportions studied resulting in
visually attractive films. Increasing the alginate concentration decreased film solubility in water
and the swelling degree and increased the thickness, resistance to tensile stress, flexibility,
water vapor permeability, opacity and glass transition temperature. Films pre-reticulated with 1%
CaCl,.2H,0 (13.60 mg Ca**/g biopolymer) in the solution of the 1% stage, immersed for 20
minutes in a 5% CacCl,.2H,0 and 3% glycerol solution (2" stage) showed a good compromise
between high mechanical resistance, attractive appearance and low solubility in water. This
formulation was selected for the manufacture of active films containing natamycin. Addition of
natamycin promoted an increase in water vapor permeability, solubility in water and opacity and
decreased the tensile strength when compared to films without the added anti-microbial agent.
Experimental data of mass of natamycin released by immersion of the film in water were well
fitted to Fick's second law diffusional model, with effective diffusivity values ranging from 9.53.
10° e 9.22.10™*? cm?s. The diffusivity increased with the thickness and decreased with alginate

concentrations in the film.

Key-words: biofilms, alginate, pectin, crosslinking, natamicyn, diffusivity.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupacao com as questdes ambientais, sobretudo com o acumulo de
residuos e o possivel esgotamento dos recursos ndo renovaveis, vem impulsionando, nos
ultimos anos, o desenvolvimento de novas tecnologias como a de filmes biodegradaveis. Esses
materiais sdo produzidos a partir de polimeros naturais como polissacarideos, proteinas e
lipidios e apresentam uma alternativa vidvel para a reducdo do emprego de embalagens

sintéticas tradicionais de origem petroquimica (Debeaufort et al., 1998).

Dentre os polimeros naturais que se apresentam como potenciais formadores de
filmes, destacam-se o alginato e a pectina de baixo teor de metoxilacdo (BTM). Estes
polissacarideos anibnicos sdo abundantes na natureza, de facil extracdo e possuem a
caracteristica de reagir com ions divalentes, principalmente calcio, pela formacéo de ligacdes
cruzadas, resultando em filmes fortes e insolGveis que superam a baixa resisténcia a agua dos
filmes hidrofilicos (Fang et al., 2008). As misturas do alginato e pectina formam géis com alta
interacdo molecular e esta caracteristica esta baseada, sobretudo, na grande similaridade das
estruturas, uma vez que a sequéncia dos acidos a-D-galacturdnico da pectina € praticamente

imagem especular das regides de acidos a-D-gulurdnico no alginato (Braccini e Pérez, 2001).

Neste sentido, o Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em Biorrecursos
(LEPPbio) da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp, desde 1998, esta pesquisando o
potencial de utilizacdo de biofilmes como embalagem de alimentos, em substituicdo a filmes
poliméricos de origem petroquimica. Enfase tem sido dada a caracterizacdo de filmes cuja
matriz € o alginato de sédio e esforcos estdo sendo direcionados a filmes ativos
antimicrobianos, isto é, filmes contendo antimicéticos que séo liberados até a superficie do

produto, contribuindo para retardar a proliferacdo de microorganismos.

As pesquisas conduziram a um processo proprio de produgdo de filmes de alginato
gue consiste em dois estégios (Zactiti e Kieckbusch, 2005). No 1° estagio, obtém-se um filme
de baixo grau de reticulagcdo com ions Ca'", produzido pela técnica casting, com a secagem da
solucéo formadora de filme feita em um molde. Esse filme é manuseavel e possui uma matriz
polimérica homogénea, mas € solivel em agua. Quando em contato com uma solu¢cdo mais
concentrada de calcio (2°estagio), esse filme tem facilidade em receber esse ion por difusdo e

agrega-lo em sua estrutura. Como resultado, o filme apresenta baixa solubilidade em agua e
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sua permeabilidade ao vapor de agua (PVA), resisténcia mecéanica e taxa de liberacdo de
antimicéticos podem ser ajustados pela intensidade da reticulagdo no 2° estagio. Esses filmes
usam glicerol como plastificante a fim de melhorar a elasticidade. As pesquisas no LEPPbio
indicam que os cuidados tomados na confeccdo do filme de baixo grau de reticulacdo no 1°
estagio, que é o diferencial desse processo em relacdo a metodologia usual, irdo se refletir nas

caracteristicas dos filmes definitivos (Turbiane, 2007).

Apesar da metodologia de confeccéo dos filmes de alginato estar bem estabelecida, o
comportamento da pectina e dos filmes compostos de pectina e alginato frente aos parametros
como concentracdo de calcio, concentracao de plastificante e tempo de imersdo em solucéo
reticuladora, sdo ainda desconhecidos, necessitando de um estudo mais aprofundado. A
literatura também néo disponibiliza estudos sobre filmes de pectina BTM como embalagens

antimicrobianas e seu potencial para esta aplicacao ainda nao foi estabelecido.

Os filmes antimicrobianos sédo considerados promissores, pois permitem a
transferéncia do agente ativo incorporado na matriz polimérica para o alimento, de maneira a
manter uma concentracdo predeterminada do composto ativo na superficie e, dessa forma,
prevenir ou inibir o crescimento de microorganismos deterioradores ou patogénicos (Buonocore
et al., 2003). Além de proteger o produto embalado dos mais freqientes mecanismos de
deterioracédo, esta transformacgéo visa atender as crescentes exigéncias dos consumidores em

relacdo a seguranca alimentar e produtos minimamente processados (Han, 2005).

A natamicina é um antimicético poliénico, ativo contra uma grande variedade de fungos
e seu uso é autorizado pela legislacdo como aditivo alimentar, principalmente em queijos e
embutidos carneos. Este antimicrobiano tem sido incorporado em filmes de diversos
biopolimeros, como metilcelulose e alginato, e estudos de liberacdo apontam resultados
satisfatérios, superando aditivos tradicionalmente utilizados, como o sorbato de potassio (da
Silva, 2009).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Esta pesquisa tem como objetivo geral confeccionar filmes ativos a base de pectina de
baixo teor de metoxilagédo, puros e em combinacdo com alginato de sédio, reticulados com ions
célcio e caracteriza-los em relagdo a aparéncia, atributos fisico-quimicos, resisténcia mecéanica
e controle de liberagdo de natamicina. Esses filmes ser&o confeccionados segundo metodologia
desenvolvida pelo LEPPbio/FEQ/UNICAMP para filmes de alginato de calcio e conteréo glicerol

como plastificante.

2.2 Objetivos especificos

a) Confeccionar filmes de pectina simples e filmes compostos de pectina e alginato em

diversas proporcdes e avaliar as propriedades em relacdo as diferentes formulacoes.

b) Determinar o efeito da concentragdo dos ions célcio utilizados durante o pré-tratamento e

na reticulacdo complementar do 2° estagio nos atributos funcionais dos filmes.

c) Determinar o efeito do tempo de imerséo dos filmes na solugéo reticuladora do 2° estégio e

a concentracao de plastificante nos atributos funcionais dos filmes.

d) Selecionar formulagdes representativas de filmes confeccionados segundo 2.2.b e 2.2.c,
complementar sua caracterizacdo fisico-quimica e realizar ensaios de liberacdo de

natamicina.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Filmes e coberturas biodegradaveis

Apesar de ser uma tecnologia emergente, a utilizacdo de filmes ou coberturas
comestiveis em alimentos ndo € uma pratica recente. Na China, desde o século Xll, frutas
citricas como laranjas e limdes eram revestidas por uma camada de cera para retardar a
desidratacao e resistir ao transporte por longas distancias. No século XVI, o recobrimento de
diversos produtos com gordura animal, principalmente carnes, ja era uma pratica bastante
comum na Europa, visando aumentar a resisténcia dos alimentos contra a deterioracédo
(Baldwin et al., 1997). Comercialmente, a utilizacdo de coberturas comestiveis tem sido
explorada desde 1930 para revestimento de frutas e vegetais frescos, com o objetivo de
melhorar a aparéncia (brilho e cor), retardar a perda de umidade e controlar o amadurecimento
(Debeaufort et al., 1998).

Coberturas ou recobrimentos recebem esta denominag¢éo quando a solugdo polimérica
€ aplicada diretamente sobre o produto, cobrindo a sua superficie com uma pelicula aderente a
ela. Filmes séo produzidos em separado, constituindo estruturas independentes que poderéo
ser aplicados envolvendo o produto ou separando diferentes partes dentro do produto
(Tharanathan, 2003). Os filmes podem ser classificados em comestiveis e/ou biodegradaveis
em funcdo da quantidade e da natureza dos constituintes utilizados na sua producéo (Shih,
1996).

Os filmes biodegradaveis confeccionados a partir de recursos naturais sao utilizados
com o intuito de manter ou melhorar a qualidade e a durabilidade dos alimentos e ao mesmo
tempo substituir parcialmente as embalagens sintéticas a base de derivados do petrdleo,
reduzindo o impacto ambiental e o uso de recursos ndo-renovaveis (Kester e Fennema, 1986).
Para que possam ser considerados biodegradaveis, os materiais devem ser decompostos por
microorganismos, levando a formacdo de compostos mais simples como agua, metano e
diéxido de carbono (Krochta e De Mulder-Johnston, 1997).

Em sistemas alimenticios, os filmes podem atuar especificamente controlando a
migracdo de agua, a permeabilidade a gases, a migracdo lipidica e, ainda, podem conter
aditivos como antioxidantes e antimicrobianos, os quais visam retardar a taxa de deterioracdo e

prolongar a vida de prateleira (McHugh e Krochta, 1994; Kester e Fennema, 1986).
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Um dos métodos mais utilizados para a formacdo de biofilmes é o casting, que
compreende o preparo de uma solucgéo filmogénica da macromolécula, aplicacdo dessa solugéo
em um suporte ou molde adequado seguida de secagem sob condi¢cdes controladas
(Tharanathan, 2003). Entre outros métodos que também podem ser empregados na confeccao
de filmes, encontram-se as técnicas tradicionais do processamento de plésticos flexiveis, como
a extrusdo, co-extrusdo e laminacdo (Debeaufort et al., 1998; Lacroix e Tien, 2005). O
processo de formacdo de filmes, independente da técnica empregada, geralmente envolve
associacOes intra e intermoleculares ou ligacdes cruzadas entre cadeias formando uma rede
tridimensional semi-rigida que promove a resisténcia estrutural (Kester e Fennema, 1986;
Tharanathan, 2003).

Por serem utilizados tanto como embalagens como componentes dos alimentos, os
filmes devem permanecer estaveis e manter suas propriedades funcionais durante o tempo de
uso desejado. Também devem cumprir alguns requisitos especificos, como boas propriedades
de barreira (permeabilidades ao vapor de agua, ao O, e ao CO,), eficiéncia mecéanica
(resisténcia e flexibilidade), propriedades Opticas e sensoriais adequadas, além de possuir baixo

custo de matéria-prima e de fabricacdo (Debeaufort et al., 1998).

As caracteristicas e as propriedades funcionais do filme s&o influenciadas diretamente
pelo tipo de biopolimero usado (conformacdo, massa molecular e distribuicdo de cargas), pelo
método e condigfes utilizadas durante a confec¢éo do filme (pH, concentragcdo de biopolimero e
tratamento térmico da solugcdo) e também pelas condigbes ambientais (umidade relativa e

temperatura) (Cuq et al., 1996).

3.2 Matérias-primas utilizadas na fabricacdo de bio  filmes

A formulacdo de uma matriz filmogénica com apropriado poder coesivo requer 0 uso de
pelo menos um componente com habilidade de formar uma estrutura continua pelas interacées
entre as moléculas quando submetidas ao tratamento fisico ou quimico. Este componente é, na
maioria das vezes, um polimero de cadeia longa e alta massa molecular. (Debeaufort et al.,
1998; Guilbert et al., 1996).

As principais biomoléculas utilizadas na preparacao dos filmes e coberturas podem ser
classificadas em trés categorias: os polissacarideos e seus derivados (alginatos, pectinas,

guitosanas e amidos), as proteinas (gluten, gelatina e zeina) e os lipideos (ceras, acidos graxos
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e resinas) (Andrade et al., 2008; Kester e Fennema, 1986). Outros aditivos, como plastificantes,
ajustadores de pH e agentes reticulantes, sdo geralmente combinados com os biopolimeros
para modificar as propriedades fisicas e a funcionalidade dos filmes (Han e Gennadios, 2005).
Cada categoria de biomoléculas apresenta caracteristicas funcionais distintas e a escolha da
substancia formadora de filme torna-se fung¢éo do objetivo, da natureza do produto e do método

de aplicacdo (Debeaufort et al., 1998).

Os polissacarideos, conhecidos como hidrocoldides, geralmente, apresentam boas
propriedades mecéanicas e permeabilidade seletiva ao diéxido de carbono e ao oxigénio. Sao
largamente utilizados na industria de alimentos como espessantes, agentes de suspensdo e
gelatinizacdo, emulsificantes e estabilizantes. O alginato e a pectina destacam-se pelo seu
emprego em diversos sistemas alimenticios gracas a capacidade de formarem géis por meios
quimicos, diferindo dos outros nos quais os géis sdo formados termicamente (Andrade et al.,
2008). Os hidrocoléides, porém, apresentam pobre barreira a umidade por suas caracteristicas
hidrofilicas. Esta caracteristica faz com que os filmes empregados em alimentos com alta
atividade de agua, apresentem a tendéncia de intumescer, dissolver e se desintegrar (Kester e
Fennema, 1986). Contrariamente, os filmes elaborados com lipidios sdo resistentes a
transferéncia de agua devido a caracteristica hidrofébica, mas tendem a ser muito quebradicos

e opacos, refletindo em baixa resisténcia mecénica (Tharanathan, 2003).

Tendo em vista as vantagens e desvantagens dos diferentes materiais, a combinacéo
dos mesmos pode ser utilizada para melhorar as propriedades funcionais dos filmes. Os
polimeros combinados podem interagir quimica e fisicamente, resultando em filmes compostos
com propriedades adequadas a um produto especifico (Shih, 1996). Os filmes compostos
também podem oferecer significativos beneficios econémicos pela substituicdo parcial de um
componente de alto custo da formulagédo (Garcia et al., 2004). Entre filmes compostos de
polissacarideos, muitos dos trabalhos encontrados na literatura abordam a formacdo de
complexos polieletroliticos, formados a partir de polimeros de cargas opostas como, por
exemplo, quitosana e pectina (Hiorth et al., 2004; De Yao et al., 1996; Hoagland e Parris, 1996)

e quitosana e alginato (Yan et al., 2001).
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3.3 Pectina

A pectina constitui um grupo complexo de polissacarideos anibnicos que ocorre em
diversas espécies vegetais, principalmente nas paredes celulares e nas camadas intercelulares
das plantas terrestres. Geralmente, encontra-se associada a celulose, hemicelulose e lignina
em frutos e tecidos jovens e macios, contribuindo para a manutencdo da estrutura, textura e

sustentacdo das plantas (May, 1999).

Entre as diversas fontes comerciais de pectina existentes, destacam-se o bagaco das
frutas citricas (25% da matéria seca) e o bagaco seco da maca (15-18% da matéria seca), nos
guais a extracdo € conduzida sob condi¢des acidas ou béasicas com posterior deslignificacéo

pelo tratamento com cloreto de sodio (Marudova et al., 2004; Thakur et al., 1997).

A aplicacdo mais conhecida desta matéria-prima é como agente espessante e
gelificante na producéo de diversos alimentos como geléias, sucos de frutas e produtos lacteos
(Thakur et al., 1997). Entretanto, caracteristicas como biocompatibilidade e a nao-toxicidade
também permitem que a pectina esteja sendo crescentemente utilizada nas areas farmacéutica
e biotecnoldgica, com destaque para o0 uso em sistemas de liberacdo controlada de principios
ativos (Liu et al., 2007).

Quimicamente, a pectina apresenta-se como um complexo heterogéneo e sua
composic¢ao, assim como o alginato, varia com a fonte, com as condi¢des em que a planta

esteve exposta e com as condi¢des aplicadas durante sua separacao e purificacao.

Suas moléculas sao constituidas de uma cadeia principal linear de residuos do &cido
D-galacturénico unidos por ligacdes glicosidicas do tipo a (1,4), cujos grupos carboxilicos
podem estar parcialmente esterificados por metoxilas (Figura 3.1). As cadeias de residuos
galacturonato séo, porém, interrompidas por unidades de L-ramnose, as quais estédo ligadas
cadeias laterais, formadas por agucares neutros. Estas cadeias laterais sdo responsaveis pela
unido das moléculas da pectina a matriz da parede celular vegetal e sua presenca depende
principalmente da fonte e do método de extracao utilizado. Embora o acido D-galacturénico seja
o principal constituinte das pectinas, outros acucares como D-galactose, D-xilose, L-arabinose,
L-fucose, também podem ser encontrados em propor¢des variaveis (Cardoso et al., 2003;
Walkestrém et al., 2003; Willats et al., 2006).
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Figura 3.1. Estrutura quimica da cadeia da pectina (Hourdet e Muller, 1991).

O teor de metoxilagdo (TM) ou grau de esterificacao (DE) € utilizado como critério para
a classificacdo comercial das pectinas e corresponde a propor¢do dos grupos de acido
galacturdnico metilados presentes na molécula de pectina. O teor de metoxilagcdo varia com a
idade e a localizagdo dentro do tecido da planta, método de extracdo, contetdo de agucares
neutros e possui importante influéncia sobre as propriedades da pectina, especialmente a

solubilidade e as caracteristicas gelificantes e formadoras de filme (Liu et al. 2007).

As pectinas sado classificadas como pectinas de alto teor de metoxilagdo (ATM),
gquando possuem acima de 50% de seus grupos carboxilicos esterificados, e como pectinas de
baixo teor de metoxilacdo (BTM), quando 50% ou menos de seus grupos estdo esterificados
(Figura 3.2). As pectinas BTM sao obtidas a partir da pectina ATM isolada pelo controle do
processo de desesterificacdo em meio homogéneo na presenca de alcool, com &cido ou amonia
(Axelos e Thibault, 1991). Quando o processo de desesterificacdo é realizado com amdnia,
alguns grupos metil éster sdo substituidos por grupos amidas, resultando em pectinas BTM com

grau de amidacéo (May, 1999).

Os mecanismos de associacdo e gelificagdo sdo diferentes para os dois tipos de
pectinas. As pectinas ATM apresentam predominantemente interacdes intermoleculares por
pontes de hidrogénio e forcas hidrofobicas. A gelificacdo € normalmente observada em pH
acido (< 3,5) e na presenca de altas concentraces de agucares (Walkestrom et al., 2003). O
pH acido provoca a protonacdo dos grupos carboxilicos, diminui a repulséo eletrostatica entre
as cadeias e aumenta a formacao de pontes de hidrogénio. J4 a adicao de acUcares diminui a

atividade de agua, aumentando as interagdes hidrofébicas entre os grupos éster metilicos.
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Figura 3.2. Estruturas da pectina de alto teor de metoxilacdo (a) e de baixo teor de metoxilacdo
(b) (Tharanathan, 2003).

As pectinas BTM podem formar géis estaveis e termo-reversiveis na auséncia de
acucar sendo, desta forma, muito empregadas na producéo de alimentos dietéticos e de baixas
calorias (Axelos e Thibault, 1991; Iglesias e Lozano, 2004). Cobrem ampla faixa de pH (2,8 a
6,0) e de conteudo de sdlidos solaveis (10 a 70%), porém requerem a presenca de ions
bivalentes como o calcio, de modo que pontes de hidrogénio e forcas eletrostaticas passam a

ser predominantes nas associac¢des intermoleculares.

Segundo Liu et al. (2007), a grande diversidade das caracteristicas moleculares gera
dificuldades no controle da qualidade do isolamento e purificacdo das pectinas, resultando em
baixa reprodutibilidade dos trabalhos envolvendo este polissacarideo. Duas amostras de
pectina com o mesmo grau de esterificacdo, porém com diferentes padrées de distribuicdo
podem apresentar importantes diferengas nas propriedades reoldgicas (Zsivanovits et al., 2005;
Willats et al., 2006).

3.4 Alginato

O alginato é um carboidrato coloidal hidrofilico presente na parede celular e nos
espacos intercelulares de vérias espécies de algas marinhas marrons (classe Phaeophyceae).

Nestas plantas, as moléculas de alginato sédo responsaveis pela forca e flexibilidade
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necessdrias para o crescimento no ambiente maritimo e podem compreender até 40% da
matéria seca (Onsgyen, 1999). Alginatos também podem ser obtidos por fermentacéo utilizando
bactérias como Pseudomonas e Azotobacter e difere do acido alginico presente nas algas

apenas por ser mais acetilado (Garcia-Cruz et al., 2008).

Os alginatos sdo polimeros lineares de alta massa molecular compostos de residuos
do &cido a-L-gulurdnico (G) e acido B-D-manurdnico (M) associados por ligacdes glicosidicas do
tipo (1-4) e distribuidos em diferentes proporgdes ao longo da cadeia (Draget et al., 1997).
Estes mondmeros podem ser organizados em cadeias consecutivas de residuos G, de residuos

M, ou cadeias com residuos alternados de M e G, conforme ilustrado na Figura 3.3.

_-l-’.'[)l_l' Ollg,

HIO—, coos
0 - Ol

~0
((1’-;,]' :iﬂ“{ﬂ HOL) _..---"'-—3},,/ (a)

M M M

Figura 3.3. Composi¢do de alginatos: (a) cadeia de residuos de acido manurdnico; (b) cadeia
de residuos de acidos gulurdnicos; (c) cadeia de residuos de acidos manurénicos e gulurbnicos

alternados (Onsgyen, 1999).

O tipo de alga de onde o alginato é extraido determina a estrutura sequencial e a
gquantidade relativa de cada tipo de residuo, podendo ser encontrados alginatos com diferentes
proporcdes de unidades M e G. A Tabela 3.1 apresenta as variagbes nas porcentagens de

acido manurénico (M) e acido galacturénico (G) em alginatos produzidos pelas fontes mais
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comuns de algas: Macrocystis Pyrifera, encontrada na costa pacifica das Américas, e Laminaria

hyperboria, proveniente da Europa e Japéao (Clare, 1993).

Tabela 3.1. Proporcéo de blocos M e G em diferentes espécies de algas pardas.

ALGA % M % G % MG
Macrocystis Pyrifera (alto M) 21,6 17,7 41,7
Laminaria hyperboria (alto G) 38,4 20,7 41,0

Uma das mais importantes propriedades dos alginatos, responsavel por grande
namero de aplicacdes, € a sua capacidade de formacéo de géis termoestaveis na presenca de
cations divalentes, principalmente o célcio (Andrade et al., 2008). Entretanto, as diferencas
estruturais entre os tipos de alginato sdo determinantes nas propriedades do gel que sera
formado (Ertesvag e Valla, 1998), pois esta capacidade de formagdo de géis esta diretamente

ligada a quantidade e ao tamanho dos blocos G presente na molécula (Draget et al., 1997).

Os alginatos poli-G sdo mais reativos com os ions Ca™", pois estas cadeias apresentam
formato retorcido que favorece a presenca de cavidades adjacentes, nas quais se situam os
ions célcio (Andrade et al.,, 2008). Géis com maior quantidade de blocos G sdo duros e
costumam apresentar alto valor de tensdo na ruptura e grande estabilidade térmica, enquanto
gue o aumento dos blocos M favorece a formacdo de géis macios, flexiveis e com poros
pequenos. Os blocos MG tendem a formar cadeias flexiveis e sdo mais sollveis em valores
baixos de pH (Draget et al., 1997; Onsgyen, 1999).

Comercialmente, o alginato é encontrado principalmente na forma de sal, como o
alginato de sddio, potassio e amdnio, e possui inUmeras aplicagdes nas industrias de alimentos,
bebidas e farmacéutica por suas propriedades coloidais espessantes, emulsificantes,
estabilizantes e gelificantes, além de ser biocompativel e ndo toxico (Ertesvag e Valla, 1998).
Nos ultimos anos, a tecnologia dos géis de alginato também tem sido desenvolvida para a

imobilizacdo, encapsulacdo e para outros propositos na biotecnologia (Onsgyen, 1999).

Existe um numero limitado de trabalhos relatando caracteristicas fisico-quimicas,
mecanicas e higroscopicas de filmes de alginato reticulados com ions calcio. A maior parte
deles utiliza um filme de alginato de sédio e realizam a reticulacdo por difusdo de Ca™ nessa
matriz (Olivas e Barbosa-Canovas, 2008; Russo et al., 2007; Rhim, 2004; Pavlath et al., 1999).

11
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Em um trabalho recente, Lima et al. (2007) reticularam o filme de alginato de sédio com
formaldeido, entretanto, as propriedades dos filmes assim obtidos foram inferiores aos

reticulados com calcio.

35 Gelificagdo e reticulacdo da pectina e alginato

Os filmes que utilizam alginato e pectina como matéria-prima apresentam a tendéncia
de formarem filmes com alta tensdo na ruptura, porém com pouca resisténcia a 4gua devido a
suas caracteristicas hidrofilicas. No entanto, essas propriedades podem ser melhoradas, pois a
pectina e o alginato fazem associac¢des do tipo cadeia-cadeia, formando géis fortes e insollveis
com a adicdo de cétions divalentes. Essa caracteristica é responsavel pelo grande campo de
aplicacdes na industria de alimentos, farmacéutica, biotecnolégica e no tratamento de efluentes
(Fang et al., 2008).

O processo de reticulacdo das cadeias do alginato e pectina pode ser conduzido
basicamente por dois métodos. Os ions podem ser adicionados diretamente a solucéo filme-
formadora com posterior secagem em um molde ou, podem também, ser difundidos para a

matriz de um filme ja formado.

Diversos trabalhos reportam que o primeiro método € limitado e ndo promove aumento
da barreira protetora a agua. Pavlath e Robertson (1999) confeccionaram filmes de alginato por
casting e testaram a reticulacdo com diferentes métodos e diferentes ions (Al, Ca, Cu, Fe e Zn).
Quando adicionaram os ions diretamente na solucdo filme-formadora, todos os filmes
apresentaram-se frageis, opacos e sollveis. Os autores ainda ressaltaram a importancia de
conduzir a reticulacdo em altas temperaturas para que a solucdo apresente uma viscosidade
adequada. Outro fator limitante do processo de reticulacdo por inclusdo dos ions a solucdo é a
concentracdo, pois com pequenos incrementos de concentracdo pode ocorrer a formacao de
gel impedindo o casting. Neste mesmo trabalho, a reticulagdo por imersao promoveu grande
reducdo da solubilidade, sendo que o célcio mostrou-se o reticulante mais efetivo, fornecendo

melhores resultados com menores concentracdes.

Rhim (2004) também estudou filmes de alginato reticulados com ions célcio pelos dois
métodos e verificou a grande superioridade dos filmes reticulados por imerséo, principalmente

na solubilidade em agua e resisténcia mecanica. Segundo este autor, a reagéo de reticulacdo

12
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por adicdo é tdo instantdnea que ndo permite a formacdo de uma estrutura homogénea e

continua na matriz do filme.

Segundo Pavlath e Robertson (1999), no processo de reticulacdo por imersao existe
uma relacdo competitiva entre a dissolugdo do filme e a reticulacdo, de forma que a
concentracao da solugéo ibnica deve ser suficiente para que a difusdo seja predominante. Esse
comportamento € acentuado, sobretudo, porque a auséncia de ions célcio na estrutura formada
inicialmente faz com que o processo de dissolu¢do seja intenso e rapido, causando alteracdes

irreversiveis na matriz polimérica.

Frente a isto, Zactiti e Kieckbusch (2005) combinaram dois métodos de reticulacdo, e
os filmes foram confeccionados por uma sequéncia de inclusdo e difuséo para formar filmes de
alginato com boas propriedades de barreira e mecanicas. Em um processo de dois estagios,
confeccionaram primeiramente filmes contendo os ions na solugéo polimérica, estagio chamado
de pré-reticulacdo, e posteriormente, apds a secagem, impregnavam este mesmo filme com
uma solucdo mais concentrada de calcio. Como estes filmes jA& possuiam um grau de
reticulacdo, ao serem imersos na solugdo, a relacdo competitiva entre a dissolucéo e a difusdo

seria amenizada.

Assim como Pavlath e Robertson (1999), Allen et al. (1963) também classificaram o
célcio como agente reticulante mais efetivo e, tradicionalmente, este ion é o mais utilizado na
fabricacdo de gel. Estudos utilizando ferro e zinco como reticulantes para o alginato e pectina
mostraram que era necessaria uma grande concentracdo destes para que se obtivessem
resultados equivalentes ao calcio (Pavlath e Robertson, 1999). Outros cations divalentes como
Mn*? e Mg*? possuem pouca habilidade para induzir associacdes cadeia-cadeia e a gelificacéo
de polimeros como o alginato e a pectina BTM (Fang et al., 2008). Entretanto, Zsizanovits et al.
(2005) determinaram para filmes de pectina BTM, que tanto o Ca™ quanto Mg agem

positivamente sobre o intumescimento.

z

A gelificacdo induzida pelo calcio é resultado de interacdes deste ion com blocos
guluronatos e galactouronatos no alginato e na pectina, respectivamente. Na pectina BTM a
afinidade das cadeias com o calcio aumenta com a diminui¢cdo do grau de esterificacdo e com o
aumento da concentracdo do polimero (Cardoso et al., 2003). A presenca de amidacdo nas
pectinas melhora a tolerancia e a reatividade, tornando a pectina mais sensivel aos ions célcio,
sendo necessaria menor quantidade desses ions para a formacao do gel (Axelos e Thibault,
1991).

13
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A conformacé@o em dupla hélice de seqiéncias de guluronatos do alginato facilita a
interagédo entre as cadeias. Estudos de difragdo de raio-X mostram que as zonas de juncao
formadas pelos pares dessas cadeias helicoidais criam cavidades com o formato de losango
gue podem ser preenchidas por cations, fortalecendo a interacdo desses residuos. Dessa
forma, os géis de alginato-Ca sdo descritos em termos do modelo conhecido como “caixa de
ovos” pela semelhanca com que os ions célcio permanecem ligados a cadeia do polissacarideo,

conforme esquematizado na Figura 3.4 (Braccini e Pérez, 2001).

Figura 3.4. Representacdo esquematica do modelo “caixa de ovos” para o alginato (Braccini e
Pérez, 2001).

O modelo “caixa de ovos” tem sido transposto para descrever também a formacéo de
géis de pectina-célcio, mas a validade dessa adaptacao ainda nado foi confirmada por meio de
informacfes estruturais. Essa analogia esta baseada, sobretudo, na grande similaridade das
estruturas, uma vez que a sequéncia dos acidos a-D-galacturdnico da pectina € praticamente
imagem especular das regides de acidos a-D-gulurbnico no alginato (Figura 3.5), e no mesmo
comportamento do calcio em contato com os dois polimeros (Braccini e Pérez, 2001). A
principal diferenca estaria associada ao fato da cavidade formada pelo arranjo das cadeias da
pectina ndo apresentar o tamanho adequado para a acomodacgdo dos ions célcio (Braccini e
Pérez, 2001; Fang et al., 2008).

Ao contrdrio dos alginatos, as pectinas ndo possuem um padrdo de distribuicdo em
blocos. As pectinas BTM séo usualmente produzidas por desesterificacdo da pectina ATM para
obter habilidade gelificante com calcio e este processo de desesterificacdo quimica e, em
alguns casos, o procedimento de amidacao, resultam em residuos livres de &cido galacturdnico

distribuidos aleatoriamente ao longo da cadeia. Um padrdo de distribuicdo aleatério poderia

14
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introduzir defeitos durante a formacdo das estruturas caixas de ovos, e poderia, também,
suprimir a dimerizagdo. Desta forma, géis pectina BTM-célcio seriam descritos de forma mais

adequada por um modelo “caixa de ovos deformada” (Fang et al., 2008).

Figura 3.5 . Representacdo das cadeias a) pectina e b) alginato (Braccini e Pérez, 2001).

Nas pectinas BTM, o aumento da concentrac@o de célcio promove o aumento da forga
do gel até que uma situagdo Gtima seja atingida. Neste ponto, o gel € forte e elastico. Além
deste nivel de calcio o gel torna-se quebradico, turvo e propenso a sinérese devido as ligacdes
excessivas entre as moléculas, causando contracdo e aproximacao (Siguemoto, 1993). A forca
do gel também é bastante influenciada pelo pH. Em valores muito baixos (< 3,0), as cargas nas
cavidades das zonas de juncdo sao neutralizadas pelos ions hidrogénio, podendo ocorrer

agregacao e precipitacdo da pectina (Axelos e Thibault, 1991).

3.6 Filmes simples a base de pectina

Existem varios estudos sobre a formacédo e aplicacdo de coberturas ou capsulas de
géis de pectina em alimentos ou farmacos, e que, por serem em forma de uma pelicula, sdo
também denominados de filmes. Alguns desses trabalhos, entretanto, produzem filmes
independentes para poder determinar caracteristicas fisicas, sobretudo a permeabilidade ao

vapor de agua (PVA) (Batista, 2004) e intumescimento (Sriamornsak e Kennedy, 2008). Outras
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pesquisas avaliam a producéo de filmes com pectina ATM, que ndo necessitam de calcio para a

reticulacdo, como por exemplo, Maftoonazad et al. (2007).

A literatura registra poucas referéncias sobre a confeccdo e caracterizacdo de filmes
simples de pectina BTM, reticulados com célcio e contendo plastificante. Um trabalho
interessante é de 60 anos atras, e que estudou o PVA desses filmes sem plastificante (Schultz
et al., 1949). Mais recentemente, Kang et al. (2005), usando um processo sofisticado, irradiaram
a solucdo filmogénica (a base de pectina e glicerol), formaram o filme que ent&o foi submetido a
uma reticulacdo com calcio. Em um procedimento ainda mais elaborado, Sriamornsak e
Kennedy (2006) reticularam o gel de pectina (e, separadamente, de alginato) pela difusdo de
célcio através de uma membrana de diadlise. Em trabalhos com filmes de pectina BTM sem
reticulacdo, Parris et al. (1995) avaliaram o efeito da adicdo de diversos plastificantes sobre a
PVA e, Batista et al. (2005), o efeito da adicdo de acidos graxos sobre as propriedades dos
filmes de pectina BTM. Pavlath e Robertson (1999) determinaram as propriedades mecénicas e
de solubilidade em &agua de filmes de pectina reticulados com diferentes cations e sem

plastificantes.

3.7 Filmes compostos: alginato e pectina

Na tecnologia de biofilmes, uma exploracdo mais recente tem sido a fabricacdo de
filmes compostos pelo uso combinado de diversos polissacarideos, proteinas e lipidios
compativeis, com o objetivo de melhorar suas caracteristicas (Guilbert et al., 1996). Biofilmes
compostos podem entdo ser desenvolvidos para que sejam aproveitadas as vantagens de cada
um dos componentes puros. No entanto, as propriedades mecéanicas e de barreira de biofilmes
compostos dependem das caracteristicas e compatibilidade dos biopolimeros envolvidos
(Garcia et al., 2004).

Misturas contendo apenas alginatos e pectinas podem formar géis sinergisticos em
valores baixos de pH (< 4,0) e em condi¢cbes nas quais nenhum dos dois compostos puros
formariam gel, isto €, na auséncia de calcio e em altas atividades de agua (Walkestrom et al.,
2003). A interacdo sinergistica entre alginato e pectina é descrita como uma associacéo
heterogénea dos blocos G do alginato e das regides esterificadas da pectina. Em geral, géis

mais fortes sdo obtidos com alginatos ricos em blocos G e pectinas ATM.
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O alginato e a pectina reticulam com o calcio, formando estruturas moleculares
semelhantes e apesar do grande nimero de estudos sobre esses géis (Walkestrom et al., 2003;
Fang et al., 2007), pesquisas sobre a fabricagdo de filmes auto-sustentaveis com esses dois
hidrocol6ides séo limitadas a poucos trabalhos. Da Silva et al. (2009) avaliaram a influéncia do
plastificante glicerol sobre as propriedades dos filmes de pectina e alginato (1:1) reticulados
com célcio. Em outro trabalho, Lambrech et al. (2009) produziram blendas de pectina BTM e
alginato (1:1) sem reticulacdo e sem plastificante e concluiram que estas apresentavam menor

permeabilidade ao vapor de agua e estrutura menos porosa do que os respectivos filmes puros.

3.8 Plastificantes

A formacdo de um filme polimérico envolve forcas coesivas que dependem de
propriedades como massa molecular, polaridade e estrutura da cadeia e podem resultar em
filmes muito quebradicos. No entanto, esta limitacdo pode ser superada pela adicdo de um
plastificante a formulagdo, de forma a diminuir as forcas intermoleculares, aumentando a
mobilidade das cadeias e melhorando a flexibilidade e o alongamento do filme (Sothornvit e
Krochta, 2005).

Os plastificantes comumente utilizados em biofiimes sdo monossacarideos,
oligossacarideos (glicose, frutose e sacarose), polidis (glicerol e sorbitol) e lipidios (acidos
graxos e tensoativos). Estas substancias apresentam moléculas pequenas que podem ser
facilmente incorporadas entre as cadeias poliméricas, provocando mudancas na temperatura de
transicdo vitrea e, consequentemente, nas propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas
(McHugh e Krochta, 1994).

A principal desvantagem resultante da utilizacdo dos plastificantes hidrofilicos é o
enfraquecimento da barreira ao vapor de &gua dos filmes. O aumento no contetdo de
plastificante pode resultar no aumento na permeabilidade devido a diminuicdo das forcas
intermoleculares que permitem a passagem de gases. Desta forma, o plastificante deve ser
utilizado em uma quantidade que permita a otimizagdo das propriedades mecanicas com um

aumento minimo na permeabilidade (Sothornvit e Krochta, 2005).

A escolha do plastificante adequado a ser utilizado na formulacdo depende
principalmente da compatibilidade com o polimero e o solvente. Deve apresentar baixa

volatilidade, ndo-toxicidade e ser miscivel de forma a ndo haver separagdo de fases durante o
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processo de secagem. Uma boa compatibilidade, geralmente, é obtida quando o plastificante e
0 polimero possuem estruturas quimicas similares (Guilbert et al, 1986; Sothornvit e Krochta,
2005).

A literatura registra muitos trabalhos em que séo avaliadas as propriedades de

diversos filmes em relacédo a adi¢éo de plastificantes.

Parris et al. (1995) estudaram a influéncia do tipo de plastificante sobre a resisténcia
mecéanica e permeabilidade ao vapor de 4gua em filmes puros de alginato e pectina. Foi
verificado que a menor permeabilidade foi obtida para os filmes preparados com sorbitol como
plastificante, seguido do glicerol e do lactato de sédio. No entanto, os filmes utilizando sorbitol
eram mais rigidos e quebradicos, enquanto que os de glicerol e lactato se mostraram mais

elasticos.

Em outro trabalho com filmes a base de proteina de soro de leite, McHugh e Krochta
(1994) avaliaram o efeito do glicerol e do sorbitol sobre as propriedades mecéanicas e a
permeabilidade ao oxigénio. Os resultados obtidos mostraram que o aumento da
permeabilidade ao oxigénio foi maior ao ser aumentada a concentracédo de glicerol em relacdo

ao sorbitol e que ambos plastificantes causaram o aumento do alongamento dos filmes.

O efeito de diferentes plastificantes sobre as propriedades mecénicas e permeabilidade
ao oxigénio foi avaliado em filmes compostos de B-lactoglobulinas. Os filmes confeccionados
com glicerol e polietilenoglicol mostraram-se mais eficientes quanto as propriedades mecéanicas
(Sothornvit e Krochta, 2001) e os filmes contendo sacarose e sorbitol foram os melhores quanto

a permeabilidade ao oxigénio (Sothornvit e Krochta, 2000).

Os &cidos graxos com comprimentos de cadeia carbbnica de seis a dez carbonos
também podem fornecer efeito plastificante aos filmes (Pommet et al., 2003). Nos estudos
realizados por Batista (2004), foi verificado que a adi¢do de 18% de &cido laurico e esteérico as
formulagcbes aumentou significativamente o alongamento dos filmes de pectina BTM.
Entretanto, apesar da hidrofobicidade dos acidos graxos, houve também aumento significativo

da permeabilidade ao vapor de agua.
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3.9 Caracterizacao dos filmes
3.9.1 Espessura

O controle da espessura é um parametro de grande importancia, pois influencia
diretamente outras propriedades funcionais dos biofiimes e é fundamental para a andlise da
repetibilidade e validacdo das comparac¢des. Quando a técnica casting é utilizada na confec¢ao
dos filmes, a uniformidade da espessura pode ser obtida pela fixagcdo do volume ou da massa

de solucédo vertida sobre as placas de secagem.

Nas pesquisas de Cuq et al. (1996a) com filmes de proteina miofibrilar, a tensdo na
ruptura mostrou uma relacdo diretamente proporcional a espessura dos filmes. Este
comportamento estaria relacionado ao aumento das interacdes intermoleculares nos filmes de
maior espessura. Ja as propriedades de barreira sdo afetadas de forma diferente pela
espessura. Park e Chinnan (1995) verificaram que a permeabilidade aos gases O, e CO,
diminui e a permeabilidade ao vapor de &gua aumenta linearmente com o0 aumento de
espessura dos filmes devido a tensfes internas provocadas pela alteragdo da estrutura dos
filmes. Martin-Polo et al. (1992) também estabeleceram uma relagéo linear entre a espessura e
permeabilidade ao vapor de &gua em filmes de metilcelulose adicionados de compostos

hidrofébicos.

Algumas condi¢@es utilizadas durante o processo de confeccdo podem maodificar a
espessura dos filmes. Um estudo realizado com filmes de gluten de trigo, avaliando diferentes
temperaturas de secagem (20, 50 e 80C), revelou qu e a espessura reduziu significativamente

com o aumento da temperatura de secagem (Kayseriliuglu et al., 2003).

A espessura também mostrou ser influenciada pelo método de reticulagdo. Rhim
(2004) preparou filmes de alginato de célcio reticulados pela adicdo do CaCl, a solucdo
filmogénica e pela imerséo dos filmes na solucao iénica. Os filmes resultantes do dltimo método
apresentaram menor espessura, podendo ter ocorrido devido a solubilizacdo do alginato na
solucdo ibnica durante a imersdo. Os resultados do trabalho também mostraram que a
espessura aumentou com 0 aumento da concentracdo de calcio na solucdo de imerséo,

indicando que um maior grau de reticulacdo diminui a solubilizacdo dos filmes.

Dependendo do polissacarideo, os filmes podem apresentar diferentes espessuras

para a mesma quantidade e concentragdo. Os filmes de pectina, por exemplo, tendem a ser
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mais finos do que os filmes de alginato, pois alcancam um arranjo molecular mais compacto,
fato atribuido & menor massa molecular da pectina em relacdo ao alginato (Sriamornsak e
Kennedy, 2008).

3.9.2 Solubilidade em agua

O conhecimento da solubilidade em &gua é importante, uma vez que serve de
parametro para a definicdo das possiveis aplicacdes. Prote¢cdes e embalagens para industria
alimenticia exigem que os biofilmes sejam insoliveis em meio aquoso de forma a atuar como
barreira protetora a transferéncia de umidade do meio externo e manter a integridade de

produtos com alta atividade de agua.

Filmes com alta solubilidade podem ser interessantes na aplicacdo de produtos que
exigem hidratacdo prévia ao consumo, como sopas instantdneas, ou como coberturas de

sementes agricolas que necessitem de rapida germinacgéo (Batista, 2004).

O alginato e a pectina sao polissacarideos altamente higroscopicos e se desintegram
rapidamente em agua (Shih, 1996). A adicdo de compostos com natureza hidrofébica como os
acidos graxos seria uma alternativa para superar esta limitacdo, porém se estes nao forem
corretamente incorporados a matriz filmogénica, podem facilitar a solubilizacdo pela exposicao
da matriz do hidrocol6ide ou ainda causar danos as propriedades 6ticas e mecanicas (Batista,
2004).

A baixa solubilidade também pode ser alcancada pelo processo de reticulagcdo dos
polissacarideos com ions divalentes. As fortes ligacdes tridimensionais formadas pelo processo
de reticulacao dificultam a separacdo das cadeias impedindo a penetracdo do solvente através
do filme. Zactiti e Kieckbusch (2006) conseguiram reduzir a solubilidade dos filmes de alginato

para menos de 5%, ao realizar a reticulagdo com ions calcio.

Altos valores de solubilidade em agua para filmes contendo glicerol podem estar
relacionados a evaporagdo do plastificante durante o ensaio gravimétrico em estufa a 105°C.
Em um estudo que avaliou diferentes condi¢cbes e temperaturas de secagem de géis de
alginato, foi verificado que o processo de secagem em temperaturas de 60°C resultavam em
filmes mais finos e com menor elasticidade em relacéo aos filmes secos em temperaturas mais

baixas, indicando uma possivel perda de glicerol nesta temperatura (da Silva et al., 2010).
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3.9.3 Grau de intumescimento

Quando uma matriz ou um filme é imerso em 4gua, o intumescimento ocorre até que a
forca osmotica que fortalece a reticulacdo da rede polimérica seja balanceada pela forca
elastica dos segmentos deformados do polimero. Esta forca elastica dos segmentos €

inversamente proporcional a capacidade do intumescimento do filme (Kim et al., 2002).

No momento em que os filmes entram em contato com 0 meio aquoso, VAarios
processos ocorrem simultaneamente. A superficie do filme é umedecida pelo meio e as
moléculas sdo hidratadas, lentamente desagregadas e os filmes intumescem. A expansdo do
filme devido a penetracdo de &gua € limitada pela rigidez intrinseca do polissacarideo, pela
extensdo do grau de reticulacdo e por associa¢des intra ou intermoleculares. Uma redugéo da
extensdo da reticulagdo teria a tendéncia de reduzir das forcas retrativas, aumentando a

quantidade de 4gua sorvida (Sriamornsak e Kennedy, 2008).

Sriamornsak e Kennedy (2008) realizaram um estudo avaliando o intumescimento de
filmes de alginato e pectina, concluindo que o Ultimo apresenta um intumescimento maior e
mais lento. Os filmes de alginato atingiram o equilibrio de hidratagcdo em aproximadamente 2
horas, enquanto que os de pectina levaram o dobro do tempo para atingir o equilibrio. Os
autores também verificaram que os filmes de pectina apresentaram a metade do teor de calcio
do que os filmes de alginato, o que explicaria 0 maior intumescimento. Com um baixo grau de
reticulacdo, a interacdo das cadeias ndo permite uma estruturacdo eficiente (Sriamornsak e
Kennedy, 2008).

Neste mesmo trabalho, os filmes confeccionados com a pectina com grau de amidacao
apresentaram um grau de intumescimento (GIl) maior do que a pectina sem amidacéo devido a
presenca dos grupos amida, que induzem a uma reduc¢do dos grupos carboxilicos livres para a

ligagdo com os ions calcio.

O grau de intumescimento também € uma propriedade importante na predicdo do
comportamento de filmes que serdo utilizados em liberagdo controlada, pois modificagbes na
estrutura da matriz polimérica causadas pelo intumescimento influenciardo na difusividade do

antimicrobiano através do filme (Zactiti, 2004).
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3.9.4 Propriedades mecéanicas

Para que os produtos acondicionados em embalagens de biofilmes, ou até mesmo os
alimentos contendo coberturas ndo percam a protecdo pelo manuseio, transporte ou
armazenamento, € necessario que os materiais tenham resisténcia a ruptura e alongamento
adequados. Estas medidas sdo importantes na caracterizacdo dos biofilmes, pois fornecem
informacfes sobre a magnitude das forcas intermoleculares envolvidas na estabilizacdo da
matriz polimérica e sobre quantidade de energia que o material € capaz de absorver antes do

rompimento (Robertson, 1993).

As propriedades mecéanicas podem ser avaliadas pelo teste de tracdo, onde a forca
aplicada ao filme é registrada a medida que este é deformado a uma velocidade constante.
Uma curva caracteristica de tensdo na ruptura versus deformacéo de filmes flexiveis revela que
inicialmente existe uma resisténcia crescente a solicitacdo de tracdo, a qual provoca o
alongamento. A partir de um certo ponto, é possivel alongar o filme sem que este responda com

um aumento de resisténcia até que ocorra sua ruptura (Oliveira et al., 1996).

Vérios fatores afetam diretamente as propriedades mecénicas, como a natureza do
material filmogénico e a coesdo da estrutura da matriz polimérica, que esté relacionada com a
distribuicdo e concentracdo inter e intramolecular na estrutura filmogénica (Cuq et al, 1996b).
Em nivel macroscépico, as propriedades dependem da formulacdo, como a adicdo de
plastificantes e concentracdo de biopolimero, metodologia de confeccéo, reticulacdo e modo de

aplicacao.

Materiais diferentes exibem padrées de tracdo diferentes. Os polissacarideos
apresentam elevada resisténcia a tracdo e pouco alongamento, ja as proteinas possuem
moderada resisténcia a tragdo e elevado alongamento. Essas diferengas podem ocorrer devido
a diferencas na estrutura molecular. As cadeias polissacaridicas sdo essencialmente lineares

enquanto que as protéicas possuem uma estrutura complexa (Chen, 1995).

Macleod et al. (1997) estudaram as propriedades mecanicas e de permeabilidade de
filmes de pectina e etilcelulose para aplicacdo em sistemas de liberagcdo de farmacos. Foi
observado que o aumento da quantidade de pectina nos filmes provocou a diminuicdo da
resisténcia a tracdo e do alongamento, tornando os filmes mais rigidos e quebradicos. Os
resultados mostraram que existe uma quantidade limite de pectina que pode ser utilizada para

obter um filme com resisténcia mecanica satisfatéria.
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Rhim (2004), ao avaliar as propriedades mecénicas de filmes de alginato de sddio
pelos dois métodos de reticulacdo, verificou que os filmes reticulados por imersao apresentaram
aumento na resisténcia mecéanica e diminuicdo do alongamento na ruptura. Estes resultados
seriam consequéncia do processo lento de reticulagdo por imersdo, que favorece uma
reticulacdo homogénea. No caso da incorporacdo do sal a solugéo, a reticulagdo é instantanea
e se ndo forem adotados cuidados no controle da reacdo, forma-se uma estrutura ndo

homogénea.

Em um estudo com filmes de pectina confeccionados pelo método combinado de
imersdo em solucdo contendo CaCl, com irradiacdo gama foi verificado que na auséncia de
irradiacdo, a tensdo na ruptura aumentou com o aumento da concentracdo de CacCl, e que o

alongamento diminuiu (Kang et al., 2005).

A influéncia da adicao de plastificantes sobre as caracteristicas mecanicas dos filmes
estd evidenciada no trabalho de Coffin e Fishman (1994), em que filmes a base de pectina e
amido adicionados de glicerol sofreram reducdo na resisténcia a tragcdo e aumento no
alongamento. Em 1948, Schultz e colaboradores ja haviam observado esta tendéncia de

diminuicdo da forca com o aumento da concentracdo do plastificante em filmes de pectina.

Um parédmetro importante a ser monitorado durante a realizacdo dos ensaios
mecanicos é a umidade relativa. Altas umidades relativas no ambiente promovem um aumento
de umidade no filme e conseqientemente um efeito plastificante, levando a uma diminuic&do
significativa na forca de ruptura devido a mudancas conformacionais na estrutura molecular

(Cuq et al., 1996). Neste caso, a agua funciona como um plastificante.

3.9.5 Permeabilidade ao vapor de agua

Muitos efeitos indesejaveis nos produtos alimenticios como o0 crescimento de
microrganismos, alteracdes de cor, sabor e textura e ressecamento sdo ocasionados devido ao
ganho ou a perda de umidade (Oliveira et al., 1996). Para esses alimentos a embalagem deve
funcionar como uma barreira a passagem de vapor d’dgua, de modo a lhes assegurar a

estabilidade.

Essa caracteristica de barreira pode ser avaliada pela taxa de permeabilidade ao vapor

de agua, definida como a taxa de transmissdo de vapor de agua através de um filme de
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espessura conhecida, por unidade de area, induzida por um gradiente de pressao parcial de

vapor d’agua entre as superficies do material (Debeaufort et al., 1998).

Uma das formas de se avaliar a taxa de permeabilidade ao vapor de agua de filmes é
através do método gravimétrico, o qual € baseado no aumento de peso de um material
higroscopico colocado no interior de uma capsula impermedvel e isolado do meio ambiente pelo
material de embalagem, cuja taxa de permeabilidade se deseja conhecer. A capsula é colocada
em um ambiente com umidade relativa e temperatura constante e o ganho de peso da capsula
ao longo do tempo é usado para calcular a taxa de permeabilidade através do material (Oliveira
et al., 1996).

A transferéncia de agua em materiais poliméricos ocorre através da difusdo molecular.
Este processo envolve trés etapas: a absor¢cdo na matriz polimérica; a migracdo através dos
poros formados na cadeia polimérica e posterior dessorcéo a partir da outra superficie do filme

(Kester e Fennema, 1986).

Entre os fatores que afetam a permeabilidade ao vapor de agua nos biofilmes
destacam-se a natureza do material permeante, o plastificante, o grau de reticulacdo, a
polaridade e as interacBes entre as cadeias poliméricas (Kester e Fennema, 1986). Pesquisas
realizadas por Guilbert et al. (1986) demonstraram que o aumento da cristalinidade, da

densidade ou massa molecular resultava em diminuicdo da permeabilidade.

A estrutura molecular das matrizes poliméricas também é um parédmetro de grande
influéncia nas propriedades de barreira. Segundo McHugh e Krochta (1994), filmes com baixa
permeabilidade sdo obtidos a partir de matrizes formadas por cadeias poliméricas lineares
simples, pois atingem um maior empacotamento. A presenca de cadeias laterais na matriz

conduz a um aumento nos espacos livres facilitando a difusdo do permeante.

Em trabalhos como o de Parris et al. (1995), a permeabilidade ao vapor de agua de
filmes confeccionados a partir da pectina, que possui cadeias ramificadas, mostrou-se superior

aos filmes de alginato, cuja cadeia é linear.

Outros estudos verificaram que 0 aumento no grau de reticulacdo dos filmes € eficaz
na melhora das propriedades de barreira. Pavlath et al. (1999) reportaram que a PVA de filmes

de pectina com imersdo em 5% de CaCl, foi trés vezes menor do que aqueles sem o
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tratamento. Filmes de alginato imersos em solugbes de diferentes concentragdes de CacCl,

apresentaram melhores resultados com maiores graus de reticulagdo (Rhim, 2004).

3.9.6 Temperatura de transicao vitrea

A temperatura de transi¢cdo vitrea (Ty) corresponde ao valor médio da faixa de
temperatura que, durante o aquecimento do material polimérico de uma temperatura muito
baixa, para valores mais altos, permite que as cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram
mobilidade (Canevarolo, 2004).

As propriedades dos filmes séo fortemente dependentes da temperatura de transicio
vitrea e, por isso, esse fenbmeno tem despertado muito interesse na tecnologia de filmes
(Mendieta-Taboada et al., 2008). Abaixo da T, 0 polimero né&o tem energia interna suficiente
para permitir o deslocamento de uma cadeia com relacdo a outra por mudancas
conformacionais. Neste estado, o material é caracterizado como duro, vitreo e quebradigo. Por
outro lado, em temperaturas acima da T4 0 material € macio e borrachento (Canevarolo, 2004;
Mendieta-Taboada et al., 2008).

A técnica de andlise dinamico-mecéanica (DMA) é muito utilizada na determinacdo da
temperatura de transi¢éo vitrea (T4) permitindo a determinacéo de transi¢cdes secundarias, que
estdo relacionadas a relaxacdo de grupos ou parte de grupos laterais da cadeia polimérica e,
também, da temperatura de fusdo dos cristais (T,) de polimeros parcialmente cristalinos (Lucas
et al., 2001).

Dentre as propriedades visco-elasticas determinadas neste teste, estdo o modulo de
armazenamento (E"), o médulo de perda (E”) e o angulo de fase, normalmente calculado como
tan 6. O médulo de armazenamento representa a energia mecanica armazenada no sistema
(porque a resposta do solido é elastica) por ciclo, enquanto que o modulo de perda representa a
energia dissipada por ciclo, que pode ser atribuida ao movimento de longos segmentos da
cadeia principal, ou a relaxacdes de segmentos laterais resultantes, por exemplo, de rotacdes

em torno de ligacoes.

A tangente de perda, também denominada de friccdo interna ou amortecimento,
expressa a capacidade de um material em converter energia mecanica em calor, e é

considerado muito Gtil na caracterizacdo de sistemas poliméricos. Pode ser calculado pela
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razdo entre a energia interna dissipada por ciclo e a energia potencial maxima armazenada
durante o ciclo (Equagéo 3.1).

-
tand =— 3.1
E (3.1)

Quanto mais facilmente uma cadeia se move, menor € a energia necessaria para que o
polimero passe do estado rigido ou vitreo para o estado elastomérico. Assim, materiais mais

rigidos irdo apresentar valores de tan & menores e, do mesmo modo, materiais mais flexiveis

vao apresentar valores de tan & maiores. (Lucas et al., 2001).

A Figura 3.6 ilustra o comportamento observado em uma curva tipica de uma anélise
dindmico-mecanica.

5 [j\/ tan i’:l'nk/u'\/-&;r

/—\/”“*

Temperatura (°C)

Figura 3.6. Representacdo grafica do comportamento térmico dindmico-mecanico com as

curvas E’ e tan §, incluindo-se as relaxacfes primarias e secundarias (Mendieta-Taboada et al.,
2008).

As transicdes que ocorrem nas moléculas podem ser divididas em transicfes na fase
amorfa e transicdes que na fase cristalina. As relaxacfbes primarias sdo descritas pela letra
grega a. A relaxacdo acentuada da fase amorfa, representada por um pico intenso, refere-se a

temperatura de transicdo vitrea e € denominada por a, e a temperatura de fusdo cristalina &
representada por a. (Lucas et al., 2001).
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Movimentos menos significativos que ocorrem principalmente abaixo da temperatura
de Ty sé@o denominados de relaxa¢des secundarias sendo comumente representadas pelas
letras &, B, y. Estas relaxagfes referem-se a movimentos de grupos ou parte de grupos laterais
da cadeia polimérica quando a cadeia principal ndo apresenta movimento (Mendieta-Taboada
et al., 2008).

O valor da T4 é governado principalmente pela composi¢éo quimica e pela presenga de
plastificantes e, secundariamente pelas caracteristicas estruturais, como: ramificacbes da

cadeia, ligacbes cruzadas e cristalinidade (Rogers, 1985).

Segundo Rodolfo Jr. (2006), a temperatura de transicdo vitrea diminui com a presenca
de plastificante porque estes atuam entre as cadeias poliméricas afastando-as uma das outras,
sendo que este afastamento reduz as forcas de atracdo intermolecular secundarias,
aumentando a mobilidade das cadeias, ou seja, “lubrificando-as”. Esta “lubrificacdo” molecular
reduz o nivel energético necessario para dar mobilidade as cadeias, conseqlentemente
reduzindo a temperatura de transicdo vitrea do polimero. Este autor exemplifica que a
temperatura de transicao vitrea que ocorre a 80C para o PVC rigido (ndo-plastificado) reduz
para 60, 10 e -30 € quando a concentracao de plastificante € aumentada para 10, 30 e 50%,

respectivamente.

Este comportamento também fica evidenciado no estudo de Fishman e Coffin (1998),
que produziram blendas de pectina e polivinilalcool e determinaram uma T, de 43°C. Ao
adicionarem glicerol (30%) este valor foi reduzido para -27°C. Os filmes simples de pectina com

glicerol apresentaram T, de -33°C.

O conhecimento da temperatura de transicao vitrea dos filmes biodegradaveis ajuda na
escolha das melhores condicbes de armazenamento, sendo esperado que a permeacgédo a
gases e ao vapor de agua através dos filmes seja maior acima da T, onde as cadeias dos
polimeros estdo em maior movimento (Rogers, 1985). A determinacdo da temperatura de

transicdo vitrea também € importante para os filmes antimicrobianos, pois abaixo desta,

praticamente ndo ha difusao inviabilizando a liberacdo do agente ativo.

3.10 Filmes ativos antimicrobianos

Nas dUltimas décadas varios paises tém desenvolvido sistemas inovadores de

embalagens ativas capazes de interagir de forma desejavel com os alimentos (Rooney, 1995).
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Além de proteger o produto embalado dos mais freqiientes mecanismos de deterioracdo, esta
transformacdo visa atender as crescentes exigéncias dos consumidores em relacdo a

seguranca alimentar e produtos minimamente processados (Han, 2005).

As embalagens ativas sdo aquelas que, além de promover uma barreira ao ambiente
externo, exercem alguma fungdo especifica complementar na preservacdo de alimentos.
Exemplos tradicionais de embalagens ativas envolvem sistemas de liberacdo de aromas e
sabores, agentes antimicrobianos e antioxidantes, reguladores de umidade interna e
absorvedores de oxigénio. Portanto, com base no conhecimento da degradacdo de alimentos e
das condicbes de estocagem € possivel especificar as propriedades das embalagens ativas de
maneira a se controlar o ambiente ao redor do produto, aumentar sua vida-de-prateleira e

melhorar as caracteristicas sensoriais (Rooney, 1995).

O objetivo destes sistemas em embalagens alimenticias é a transferéncia do agente
ativo incorporado na matriz polimérica para o alimento, de maneira a manter uma concentragao
predeterminada na superficie do composto ativo na superficie por um determinado tempo, e
dessa forma, prevenir ou inibir o crescimento de microorganismos deterioradores ou
patogénicos no alimento (Buonocore et al.,, 2003). A tecnologia de liberacdo 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).

As embalagens antimicrobianas s&o consideradas promissoras uma vez que O
ingrediente antimicrobiano ndo faz parte da formulag&o do alimento, o que poderia comprometer
as caracteristicas sensoriais do mesmo. Além do comprometimento sensorial, quando os
aditivos sdo aplicados diretamente na superficie dos produtos, pode ocorrer difusdo do
conservante para o interior do alimento, reduzindo a concentracdo na superficie, onde o0s
processos de deterioracdo geralmente tém inicio, diminuindo sua eficacia antimicrobiana
(Kester e Fennema, 1986). Outra vantagem observada é que esse tipo de sistema permite

eliminar a etapa de esterilizacdo quimica, simplificando o processo de assepsia da embalagem.

Diversos produtos tém sido utilizados para controle microbiolégico em alimentos com
destaque para os ingredientes antimicrobianos quimicos. Estes ingredientes possuem, em
geral, limites maximos de concentracdo devido aos possiveis riscos provocados pelo seu
consumo, estabelecidos de acordo com o produto no qual o ingrediente sera aplicado.
Benzoato de sédio e sorbato de potassio sdo muito utilizados como agentes antimicrobianos

para inibir o desenvolvimento de mofo, levedo e bactéria em produtos alimenticios e sdo aceitos
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pela legislacdo (Han, 2005). Para aplicacbes em filmes de alginato, o sorbato, entretanto,
apresenta uma série de problemas, como uma fécil lixiviacdo. Durante as etapas de confeccao
do filme ele forma sais insollveis com o calcio, que se depositam na superficie e ndo produz
efeito antimicotico em ensaios com culturas de microorganismos representativos (da Silva,
2009).

As propriedades fisicas e mecéanicas dos materiais de embalagem sdo afetadas pela
incorporacdo dos agentes antimicrobianos. Se o agente for compativel com os materiais de
embalagem, uma quantidade significativa pode ser empregada mantendo a integridade de suas
propriedades. Entretanto, um excesso de agente antimicrobiano que ndo é capaz de ser
incorporado ao material formara heterogeneidades que podem diminuir a forca fisica e a

integridade mecéanica (Han, 2005).

O projeto de um sistema de embalagem ativa requer um compromisso entre a
tecnologia de liberacdo controlada e cinética de crescimento microbiano. Quando a taxa de
migracdo do agente é lenta demais para manter a concentracéo acima da concentracdo minima
inibitéria, o microorganismo pode crescer instantaneamente, antes da liberacdo do agente

antimicrobiano (Rooney, 2005).

3.11 Natamicina

A natamicina (Figura 3.7) é um antimicético poliénico, produzida pela fermentacao da
bactéria Streptomices natalensis, ativa contra uma grande variedade de fungos filamentosos e
leveduriformes, incluindo os géneros Penicillum, Fusarium, Aspergillus e Candida. Seu uso é
autorizado pela legislacdo brasileira como aditivo para preservacdo de alimentos sendo
empregada, principalmente, no controle de crescimento fangico na superficie de queijos,
produtos carneos e salsichas (Danisco, 2009). De acordo com a Resolugdo n°28 da Anvisa
(Brasil, 2001), o uso da natamicina é permitido no limite maximo de 1mg/dm® e deve estar

ausente em 2 mm de profundidade em queijos e 5mm em embutidos e produtos carneos.

A natamicina possui alta massa molar (665,73 g/mol) e baixa solubilidade em agua
(0,0520mg/mL). Apresenta maior estabilidade na forma de p6 e na auséncia de calor e luz. A
estabilidade é afetada, principalmente, pelo pH (abaixo de 5 e acima de 9), por exposi¢do a

radiacdo UV, luz solar, altas temperaturas (principalmente acima de 100°C) e por oxidantes
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quimicos. A ingestdo oral de natamicina em doses superiores a 300 mg/dia pode ocasionar

nauseas, vomitos e diarréia (Pedersen, 1992; Sullof, 1999).

Entre as principais vantagens da natamicina destacam-se a ndo migracdo para o
interior dos alimentos quando aplicada na superficie; boa relacdo custo-beneficio, visto que
existe alta eficiéncia com baixas concentragfes (1-20 ppm); possivel aplicacdo em produtos
fermentados, pois ndo tem acao contra bactérias e baixa influéncia sobre o sabor, aroma e cor

do produto alimenticio (Danisco, 2009).

Figura 3.7. Estrutura quimica da natamicina (Chen et al., 2008).

Oliveira et al. (2007) elaboraram filmes de celulose incorporados com diferentes
concentracdes de natamicina e avaliaram o seu efeito contra o fungo Penicillium roqueforti na
superficie de queijos do tipo gorgonzola. Resultados satisfatorios foram obtidos para a inibicdo
fungica com filmes contendo 2 e 4% de natamicina. Os autores observaram que a quantidade
de natamicina liberada para manter a atividade no queijo foi inferior a quantidade méaxima
permitida por legislacdo e, também, inferior & quantidade encontrada no queijo controle

(produzido com imerséo em solucao de natamicina).

Filmes de celulose com natamicina também foram avaliados por Pires et al. (2008) e
mostraram-se efetivos in vitro contra Penicillium sp. e Geotrichum sp., indicando potencial
aplicacdo como embalagem ativa para queijos muzzarela. Em outro estudo, a natamicina foi
capaz de prevenir o crescimento de mofos durante um periodo de dois meses em queijos do
tipo Kashar (Var et al., 2006). Pintado et al. (2010) demonstraram o efeito inibitorio de filmes de
proteina do soro de leite contendo &cido maleico, nisina e natamicina sobre microorganismos
patogénicos e deteriorantes da superficie do queijo, como L. monocytogenes, Ps. aeruginosa,

Y. lipolytica e P. commune.
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No trabalho de Tire et al. (2009), foram avaliadas as propriedades fisicas de filmes de
gluten de trigo e de metilcelulose incorporados com natamicina e ndo foram observadas
mudancgas consideraveis nas propriedades mecéanicas e na permeabilidade ao vapor de agua
gque pudesse afetar as aplicagbes. Os mesmos autores, em outro trabalho utilizando os mesmos
biopolimeros, relataram que a concentragdo inibitéria minima foi de 2 e 1 mg de natamicina por
10g de solucéo filmogénica contra o Aspergillus niger e Penicillium roqueforti, respectivamente
(Tare et al. 2008).

A maioria dos estudos relata o uso da natamicina em queijos e produtos carneos, uma
vez que ela é permitida para esta classe de alimentos, mas também ja foram realizados
trabalhos onde o antimicrobiano € utilizado na superficie de frutas. Cong et al. (2007) utilizaram
a natamicina como cobertura de superficie de meldo Hami para armazenamento a temperatura
ambiente. Os autores observaram significativa eficacia no controle dos dois principais agentes
causadores da podriddo desta fruta, o Fusarium e a Alternaria. Neste mesmo trabalho, a
aplicacdo da natamicina em combinacéo com filmes de quitosana e cera de polietileno diminuiu

a intensidade da deterioracéo e a perda de peso durante a armazenagem.

3.12 Transporte de substancias ativas em filmes pol  iméricos

A liberacdo de um agente ativo ocorre devido a difusdo através da matriz polimérica,
que por definicdo corresponde a um processo de transferéncia de massa de moléculas
individuais de uma substancia através de um movimento aleatdrio e associado a um gradiente
de concentracdo. A difusdo pode ser vista como um processo no qual a concentracao tende a

se igualar em todos os pontos do sistema com o passar do tempo.

Quando um soluto se move através de uma matriz polimérica, a forca motriz para
transferéncia de massa é a diferenca de concentracdo. Conseqiientemente, a difusividade e a
solubilidade do soluto sdo as duas principais interagfes que governam a taxa de transporte ou
liberacdo no sistema matricial especifico e podem ser aplicados para estimar o perfil de

concentracao de uma substancia ativa no filme (Han, 2000).

Para processos de difusdo de massa em regime permanente, com concentragdes
constantes com o tempo, a equacdo que correlaciona o fluxo de difusdo com o gradiente de

concentracao é a Equacéo 3.2, conhecida como Primeira Lei de Fick (Cussler, 1997).
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j= —Dd—C (3.2
dz
Onde: j é o fluxo da substancia ativa no filme (g/cm®s), D é a difusividade da
substancia ativa (cm?/s) e dC/dz é o gradiente de concentracéo da substancia ativa no filme

(g.cm’/cm).

Entretanto, a maioria das situac8es praticas envolvendo difusdo, bem como a difusao
de um principio ativo incorporado em um filme, ocorre em condi¢des transientes. Neste tipo de
difusdo, tanto o fluxo quanto o gradiente de concentracdo numa dada posicdo, variam com o
tempo. Como resultado, ocorre um acumulo ou esgotamento do componente que se encontra
em difusdo. Este processo é descrito pela 22 Lei de Fick (Eq. 3.3).

oC _ 9°C

E _D 622 (33)

Os métodos de regime transiente, conhecidos como ensaios de liberacdo ou migracao,
medem a taxa de difusdo enquanto o soluto se difunde para dentro ou para fora da matriz em
uma solugédo bem agitada. O filme é imerso em agua (ou outro sorvedouro) e 0 aumento de
concentracdo do agente antimicrobiano é monitorado periodicamente para se calcular a fracédo
de massa liberada (M/M.) com o tempo (Han, 2000). A equacdo diferencial (3.3) pode ser
integrada, e quando se considera a difusividade e a espessura do filme constantes e que a
transferéncia do soluto ocorre pelas duas faces do filme obtém-se a massa total de soluto

transferido em um intervalo de tempo de 0 a t através da Equacao 3.4 (Cussler, 1997).

Mi_. 8& 1 ~ 2 TCD
M_m_l T[anzc;—(zn+l)2 exp( (2n+1) 5 tj (3.4)

Onde M. é a massa de soluto que seria liberada em um tempo infinito e & é a

espessura do filme.

Para a identificacdo do mecanismo envolvido no processo de difusdo de um sistema
plano, deve-se plotar a curva de liberagdo nos instantes iniciais (Mt/M..<0,60), conhecido como

Modelo da Lei da Poténcia descrito pela Equagéo 3.5.
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Mt
—L =kt" 3.5
M. (3.5)

Neste modelo, k é uma constante associada as caracteristicas estruturais e
geomeétricas dos dispositivos e n é o expoente que define o mecanismo de liberagdo. O valor do
exponente de liberacéo (n), calculado por esta equacéo, esta relacionado ao tipo de liberagédo
apresentado pela matriz. Quando o valor de n for igual a unidade (n=1), a taxa de liberagdo do
agente ativo € independente do tempo, correspondendo a uma cinética de ordem zero, também
conhecida como transporte caso-ll. Neste caso a liberacdo é controlada pelo intumescimento e
desestruturacdo do filme. Quando n for igual a 0,5 o mecanismo de liberacdo é controlado por
difusdo e tem-se um transporte Fickiano do tipo I. Valores de n entre 0,5 e 1,0 podem ser
considerados como um indicador para a superposicdo dos fendmenos de difusdo e relaxacdo

(transporte anémalo) (Siepmann e Peppas, 2001).

Para mecanismos de difusdo Fickiana (n=0,5), o coeficiente de difusdo pode ser
calculado pela Equacédo 3.6 chamada de Modelo de Sélido Semi-infinitos e também conhecida

como solucéo de tempo curtos.

M, Dt
— =4 |— 3.6
M., \ 5°m (3.6)

Pesquisas no LEPPbio indicam que a solucdo da 22 Lei de Fick valida para tempos
curtos (M/M, < 0,6) pode ser ajustada aos resultados obtidos, fornecendo com boa preciséo e
valor da difusividade efetiva (De;) do soluto no filme. Valores de D de 1,65.10™* cm?/s foram
encontrados para a difusdo da natamicina em filmes de alginato reticulados com Ca™ (da Silva,
2009)

Segundo George e Thomas (2001), a difusdo em polimeros € dependente do volume
livre e da mobilidade das cadeias poliméricas. A mobilidade das cadeias € afetada pela
extensdo de insaturacbes, grau de reticulacdo, grau de cristalinidade e natureza dos
substituintes. A temperatura de transicdo vitrea de polimeros também exerce grande influéncia
na difusdo. Polimeros com baixa temperatura de transicdo vitrea possuem grande mobilidade

das cadeias quando utilizados em temperatura ambiente e, portanto ter&do alta difusividade.
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Zactiti e Kieckbusch (2006) observaram que o aumento do grau de reticulagdo em
filmes de alginato contendo sorbato de potédssio diminui a mobilidade do soluto, diminuindo o

valor da difusividade em agua.

O elevado intumescimento que ocorre nos primeiros minutos dos filmes de contato com
a agua pode afetar os resultados de difusividade, principalmente das determinagdes por tempos
curtos. O modelo ideal para os célculos seria um modelo que associasse a difusao do liquido ao
intumescimento da matriz e a difusdo do agente ativo. Buonocore et al. (2003), desenvolveram
um modelo matematico levando em consideracao estes fatores e obtiveram bons resultados
para filmes de polivinilalcool contendo lisozima, nisina e benzoato de sédio como agentes
antimicrobianos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matérias-primas

Para a confeccdo dos filmes, foi utilizado alginato de s6dio de média viscosidade
(Sigma, EUA) extraido de algas Macrocystis Pyrifera e, portanto, com alto conteddo de blocos
M. A pectina de baixo teor de metoxilacdo (30%), parcialmente amidada (19%), do tipo GENU®

LM-101 e obtida a partir de frutas citricas foi cedida pela Cp Kelko (Limeira, Brasil).

4.2 Reagentes

Como plastificante, foi utilizado o glicerol (Synth, Diadema, Brasil), e como agente

reticulante, foi utilizado o cloreto de calcio dihidratado, CaCl,.2H,O (Merck, Alemanha).

4.3 Agente antimicrobiano

O agente antimicrobiano para elaboracao dos filmes ativos foi a natamicina cedida pela

Danisco (Dinamarca).

4.4 Processo de confeccao dos filmes

A elaboracdo dos filmes seguiu 0 método composto de dois estagios desenvolvido
para a elaboracdo de filmes de alginato de calcio por Zactiti e Kieckbusch (2005) com

adaptacdes para o caso da pectina.

Foram confeccionados filmes simples de pectina e filmes compostos de pectina e

alginato em cinco diferentes proporcdes conforme esta apresentado na Tabela 4.1.

A quantidade total de biopolimero adicionada a solucéo filmogénica foi mantida em 6g
(1,5%) a fim de que os filmes pudessem ser comparados aos filmes simples de alginato ja
desenvolvidos com esta concentracdo em outros trabalhos realizados pelo grupo de pesquisas
(Zactiti, 2004; da Silva, 2009).
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Tabela 4.1. Proporcdes de pectina e alginato utilizadas em cada formulacao.

Formulacéo Pectina (%) Alginato (%)
FC1 100 0
FC2 90 10
FC3 70 30
FC4 50 50
FC5 30 70
FC6 10 90

No primeiro estégio, glicerol na quantidade de 0,6 g/g de biopolimero foi solubilizado
em 400 mL de agua destilada por 15 minutos com agitacdo mecénica de 900 rpm (Tecnal,
modelo TE-139, Piracicaba, Brasil). Em seguida, adicionou-se 6g de biopolimero, mantendo-se
a agitacdo por 1 hora para completa dissolu¢do. A solucao foi aquecida a 70°C e pré-reticulada
com a adicdo de 30 mL de solucdo de CaCl, a uma vazdo de 1mL/min por meio de uma
bomba peristaltica (Masterflex, modelo 77120-70, EUA). Durante o processo de pré-
reticulacado, a solucéo foi mantida na temperatura de 70°C por meio de uma manta aquecedora
(Fisaton, modelo 67, Sdo Paulo, Brasil). A solucdo pré-reticulada ainda quente foi entédo
transferida em aliquotas de 50g para placas de acrilico (15 cm x 15 cm x 1 cm), que foram
mantidas em estufa com recirculacdo de ar (Fanem, modelo 099EV, Séo Paulo, Brasil) a 40C
durante um periodo de 20 horas. Apds este periodo os filmes foram retirados dos suportes e

armazenados durante 48 horas em ambiente a 25°C e 52% de umidade relativa.

Para todas as formulacfes, a massa de solucdo vertida sobre os moldes foi fixada em
50g, pois em ensaios preliminares testando diversas aliquotas de solugdo foi verificado que
esta era a menor quantidade utilizada que resultava em filmes finos, faceis de retirar das
placas e com boa manuseabilidade. Filmes confeccionados com quantidades menores eram
de dificil manipulagdo e também muito dificeis de serem retirados das placas sem que
houvesse rupturas, especialmente quando somente a pectina era utilizada como matéria-
prima. Essa aplicacdo de 50g corresponde a 0,222 g/cm? de placa ou, aproximadamente, 5 mg

de solidos mais glicerol/cm?.

No segundo estagio, os filmes obtidos na primeira etapa foram imersos em 50 mL de
solucdo de cloreto de célcio com glicerol durante diferentes periodos de tempo. Os filmes
foram colocados sobre placas de acrilico e secos em um tunel com circulacdo de ar a

temperatura ambiente (Figura 4.1) e umidade relativa superior a 60%. Durante este processo,
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hastes de metal foram utilizadas para fixar as bordas dos filmes e evitar o enrugamento

durante a secagem.

Figura 4.1 . Tuneis com exaustdo de ar utilizados na secagem dos filmes no 2° estagio.

Foram avaliadas diferentes concentra¢@es de célcio no 1° estagio (0,6, 0,8, 1,0, 1,2 e
1,4% m/v) e também no 2° estégio (4, 5, 6, 7 e 8% m/v). A concentracdo de glicerol na solugéo
reticuladora final foi estudada na faixa de 1 a 7% m/v e também foram estudados diferentes
tempos de imersdo (10, 20 e 30 minutos), visando o conhecimento da influéncia destes

parametros e a obtengéo de filmes com caracteristicas funcionais adequadas.

As quantidades equivalentes em mg Ca®*'/g biopolimero para as concentracdes de
cloreto de calcio dihidratado utilizadas na solucéo pré-reticuladora (30 mL) estdo apresentadas
na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. ConcentragBes de CaCl,.2H,0 utilizadas em 30 mL da solucdo pré-reticuladora e

equivaléncia em mg Ca?'/g biopolimero presente na solucao filme formadora.

% CaCl,.2H,0 mg Ca?'/g biopolimero
0,6 8,16
0,8 10,88
1,0 13,60
1,2 16,32
1,4 19,04

Na confecgcdo de filmes ativos, a natamicina foi adicionada & solugéo filmogénica
durante o 1° estagio, apds a pré-reticulacado, na concentracdo de 4% em relacdo a quantidade
total de biopolimero, seguindo recomendacédo de da Silva (2009). Ap6s a adicao, a solucao
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ainda foi mantida em aquecimento e sob agitacdo durante 10 minutos. A solucéo foi vertida
sobre as placas nas quantidades de 50, 60 e 70g, a fim de se obter filmes com diferentes
espessuras para os ensaios de difusividade. Nesta etapa, para melhor comparagdo dos
resultados, também foram confeccionados filmes simples de alginato, cuja formulacdo foi
denominada de FC7.

O fluxograma simplificado apresentado na Figura 4.2 retrata o procedimento realizado
para a obtencédo e acondicionamento final dos filmes, indicando as variacdes nas formulacdes
estudadas.

Biopolimero total: 6g DISSOLUCAOD
Glicerol: 3,6g "| 400mL H:0, 900 rpm, 1 hora

'

30 mL de CaCl;.2H;0 PRE-RETICULAGCAO
0,6;0,8; 1,0; 1,2; 1,4% (m/v) —*|  70°C, 900 rpm, TmL/min

¥

SECAGEM
estufa 40°C , 20 horas

¥

ACONDICIONAMENTO
48h, 52% U.R, 25°C

'

CaCl;.2H,0: 4,5,6,7 e 8% {
glicerol: 1, 3, 5 e 7% (m/v)

r

RETICULAGAO FINAL

. imersao em 50 mLde solugéo
Tempo de imerséao: 10, 20 e ‘L
30 minutos
SECAGEM
tiinel 25°C, 5 horas
v

ACONDICIONAMENTO
72h, 52% U.R, 25°C

¥

Figura 4.2. Fluxograma do processo de obtencéo dos filmes.
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4.5 Caracterizacéo dos filmes

Todas as amostras de filme permaneceram por 72 horas em ambiente a 25°C e 52%
de umidade relativa para uma equilibracdo e homogeneizacdo antes de serem caracterizados.
Inicialmente, os filmes foram caracterizados quanto ao aspecto visual, conteddo de umidade,
solubilidade em agua, espessura, permeabilidade ao vapor de 4gua, grau de intumescimento e

resisténcia mecanica.

As caracteristicas de filmes obtidas por formulacdes que satisfizeram requisitos
minimos de solubilidade, PVA e flexibilidade foram reavaliadas, buscando-se confirmagéo
estatistica dos dados. Além das caracteristicas citadas, esses filmes foram submetidos a
observagdes microscopicas de sua microestrutura (MEV), a determinacdo da temperatura de

transicdo vitrea, quantificacdo do teor de célcio e da cor e opacidade.

4.1.4 Aspecto visual

Foram realizadas avaliag6es subjetivas, considerando os aspectos visuais e tateis para
selecionar as formulagbes mais promissoras. Apenas os filmes que apresentaram
homogeneidade (auséncia de particulas), continuidade (auséncia de rupturas ou regides
gquebradicas), flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte e manuseio foram

selecionados, a fim de ndo comprometer os resultados das analises posteriores.

415 Espessura, 6

A espessura dos filmes foi obtida pela média aritmética dos valores de dez medidas
aleatorias em diferentes pontos do filme, utilizando-se um micrémetro digital (Mitutoyo, modelo
MDC-25S, resolucdo 0,001 mm, Japéo).

4.1.6 Contelido de umidade, w

O contetdo de umidade de filmes foi determinado em triplicata por gravimetria em

estufa a vacuo (Lab-Line, Squaroid, EUA) a 105°C por 24 horas.

4.1.7 Massa solubilizavel em 4gua, MS

A solubilidade em &gua dos filmes foi quantificada segundo método proposto por
Irissin-Mangata et al. (2001). Inicialmente, a umidade de uma amostra de filme é determinada

(105°C/ 24 h) conforme item 4.1.6. Outra amostra do mesmo filme é entdo imersa em 50 mL de
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agua destilada e o sistema mantido sob agitacédo lenta e periddica (150 rpm) a 25 °C por 24 h,
utilizando-se um banho de agitacao (Shaker Bath Orbit, Lab-Line, EUA). Esse segundo filme é
seco em estufa a vacuo para determinacdo da massa ndo sollvel. Foram realizadas trés
replicatas. A matéria solubilizada (MS) é expressa em fun¢éo da massa seca inicial conforme a
Equacéo (4.1).

— [mo(l_w)] -my
) mo(l_w)

(4.1)

Onde: MS é a massa solubilizavel em agua [g/g filme seco]
m, € a massa total inicial de amostra [g]
m; € a massa nao solavel [g]

w é a fracdo de umidade em base Uumida [g H,O/g filme]
4.1.8 Grau de Intumescimento, Gl

O grau de intumescimento foi determinado segundo a metodologia proposta por Xu et
al. (2003). A massa inicial de uma amostra circular de filme de 2,5 cm de didmetro foi
guantificada e imersa em agua destilada por diferentes periodos de tempo a fim de conhecer o
tempo de estabilizacdo. O filme foi enxugado entre papéis de filtro antes de cada pesagem,
tendo-se o cuidado para nao pressionar o filme, causando alteracdes na estrutura, € novamente
pesado, determinando-se a massa do filme umido. O grau de intumescimento (Gl) foi calculado
em funcdo da massa total inicial da amostra (Equacdo 4.2). Também foi determinado o
aumento da espessura dos filmes ap0s a imersdo em agua pela razdo entre a média das

medidas de espessura final (&) e inicial (&;). A analise foi realizada com quatro repeticdes.

Gl=—v 1 (4.2)

Onde: Gl é o grau de intumescimento
m, € a massa do filme umido [g]

m; € a massa total inicial da amostra [g]
4.1.9 Propriedades mecanicas

As analises de tensdo na ruptura (TR) e alongamento na ruptura (A) foram realizadas

com o texturébmetro TA.XT2 (Stable Micro System SMD, Inglaterra), seguindo o método padréo
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D-882 (ASTM, 1995b), com separacdo inicial das garras de 50 cm e com velocidade de 1cm/s.
Doze amostras de filmes com dimensdes de 10 x 2,54 cm tiveram a espessura pré-determinada
pela média aritmética de cinco medidas em pontos aleatérios nos filmes. Um microcomputador
foi utilizado para registrar as curvas de tensdo-deformacédo. A tensdo na ruptura do filme foi
determinada a partir da Equacdo 4.3, na qual a forga maxima no rompimento é dividida pela
area da secdo transversal (espessura x largura). O alongamento na ruptura foi determinado
pela Equacdo 4.4 que relacionada a distancia final da separacdo das garras pela distancia

inicial da separacéo.

F
TR=-m 4.3
A, (4.3)
d
A =—x100 (4.4)

Onde: TR é a tenséo na ruptura [MPa]
F., € a forca maxima no rompimento [N]
As é a secdo transversal da amostra do filme [mm?]
A é o alongamento na ruptura [%]
d é a distancia final de separacao das garras [cm]

do é a distancia inicial de separacao das garras [cm].
4.1.10 Permeabilidade ao vapor de agua, PVA

A PVA foi determinada gravimetricamente, em triplicata, de acordo com o método E95-
96 (ASTM, 1995a), utilizando-se uma célula de acrilico com um volume interno de 30mL e que
dispde de uma tampa rosquedvel com abertura central de 46,24 cm? na qual se fixa o fime.
Cloreto de calcio granulado (Ecibra, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado para preencher o fundo da
célula até proximo a borda e ela foi mantida dentro de outro recipiente de acrilico, de 500 mL,
hermeticamente fechado (Figura 4.3). O fundo desse recipiente continha uma solugcéo saturada
de NaCl (Synth, Diadema, Brasil) para manter o ambiente a 75% UR. A variacdo de massa da
célula com o tempo corresponde a taxa de agua que permeou pelo filme e que foi usada na
equacdao derivada para calcular a PVA (Equagéao 4.5).

G.0

PVA=——— [F (4.5)
A LP,

e
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Onde: PVA ¢ o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua [(g.mm/m?.dia.kPa)].

0 é a espessura do filme [mm].

G é ataxa de massa do sistema [g/dia].

A. € a area exposta do filme [m?].

APHZO € a diferenca de presséo parcial de vapor da agua no ambiente dos dois lados do
filme [kPal].

F € um fator de correcéo que considera a resisténcia a difusdo da camada estagnada de
ar entre 0 CaCl, e o filme. Nas condicBes de uso, essa correcdo era maior de 0,99 e foi

assumida igual a 1,0 (McHugh et al., 1993).

Figura 4.3. Aparato experimental utilizado para determinacédo da permeabilidade ao vapor de

agua.

4.1.11 Cor e opacidade

A cor dos filmes foi avaliada por meio de um colorimetro Hunterlab (Colorquest II,
Faifax, EUA), utilizando-se os padrbes CIELab (Sobral et al. 2001). Neste sistema, conforme
apresentado na Figura 4.4, sdo determinados os parametros de luminosidade L*, variando de O
(preto) a 100 (branco); a*, do verde (-) ao vermelho (+); e b* do azul (-) ao amarelo (+). Os
filmes foram dispostos no compartimento do equipamento e foram realizadas trés leituras em
cada lado do filme com trés repeticdes. A diferenca total de cor (AE*) foi calculada de acordo

com a Equacéao 4.6.

AE" = [(L —L*p)2 + (a* -a, )2 + (b* —b;)z]o'5 (4.6)
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Onde: Lp*, ap* e bp* sdo os parametros de cor do filme padréo utilizado para comparacao dos

resultados.

Também foi determinado o angulo Hue (H), que da a medida da tonalidade, pela

Equacéo 4.7; e o Croma C, referente a intensidade desta cor pela Equacao 4.8.

H=tan™(b"/a") 4.7)
c=a)y+wm)” (4.8)

A opacidade, medida da obstrucdo da passagem de luz pelo filme, foi determinada
seguindo o método Hunterlab (Sobral, 1999), utilizando-se o mesmo equipamento das medidas
de cor no modo de transmitancia. Por este método, a opacidade (Y) da amostra € calculada
como a relacéo entre a opacidade do filme colocado sobre o padréo preto (Yp) e a opacidade do

filme colocado sobre o padr&o branco (Yb) conforme a Equacéo 4.9.

y = (Ej 100 (4.9)
Yb

a0~

Amarelo

Amarelo esverdeado Amarelo laranja

Varde amarelo Laranja

Laranja avermelhado

Verde amarelado
Varmelha

Yerde
= Vemelho plrpura

ia0*

Verde azulado Purpura avermelhado

Puirpura

Azul esverdeado
Violeta

Azul purpireo

-

Figura 4.4. Sequéncia Hue e orientacdo do angulo Hue no diagrama CIELab com a sequéncia

das nuances de cores (Voss, 1992).
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4.1.12 Temperatura de Transi¢éo Vitrea, T

A temperatura de transicdo vitrea foi determinada utilizando-se um DMA (TA
Instruments, modelo 2980, EUA). O equipamento foi utilizado em modo de tensdo e com
freqUéncia de 1Hz, sendo as amostras fixadas por uma garra tipo filme. A taxa de aguecimento
foi de 2 °C/min em uma faixa de -65 a 100°C. A forca inicial utilizada foi de 0,5 N e a amplitude
de 10pm. As medidas de mdédulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e angulo de
perda (tan &) foram obtidos e plotados em fungdo da temperatura para analise das transicoes
térmicas do material. A temperatura de transigéo vitrea foi determinada no ponto de inflexao da

curva do parametro tan & em funcdo da temperatura (Cherian et al., 1995).

4.1.13 Microestrutura

Os filmes obtidos nas melhores formulacBes foram analisados por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) para a avaliagdo da microestrutura da superficie e da secao
transversal, utilizando-se um microscopio eletrénico no Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibracdo da FEQ/UNICAMP (Leica, LEO 440i, Alemanha). Antes das analises, as amostras

foram mantidas durante 7 dias em dessecador contendo cloreto de calcio anidro.

41.14 Teor de célcio

A concentracdo de calcio dos filmes reticulados em diferentes tempos de imersao foi
quantificada de acordo com o método descrito por Sriamornsak e Kennedy (2008). Foi utilizado
um espectrofotdmetro de absorcdo atémica (Perkin-Elmer, modelo 373, EUA) com queimador
de ar-acetileno. Em triplicata, amostras de filmes com aproximadamente 8 mg foram dissolvidas
em 10 mL de uma solugéo de citrato de sédio 2% e diluidas em agua deionizada na propor¢ao

de 1:25 antes das leituras no equipamento.

4.6 Ensaios de liberacdo de natamicina em agua

Para os ensaios de liberacdo, foram utilizadas amostras de filmes ativos com
dimensbes 4 x 4 cm. Foram utilizados recipientes plasticos com tampa contendo 25 mL agua
destilada que foram dispostos em um banho (Shaker Bath Orbit, Lab-Line, EUA) e mantidos
sob agitagcdo durante o experimento a fim de diminuir uma possivel resisténcia por convecgao
de massa. No tempo zero, a amostra de filme foi mergulhada no primeiro recipiente e, ap6s um

intervalo de tempo pré-determinado, foi rapidamente transferida para o segundo recipiente, e
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assim sucessivamente até o fim da liberagdo (Zactiti, 2004). Esta andlise foi realizada com trés

repeticoes.

A concentracdo do agente antimicrobiano na solugdo foi determinada por
espectrofotometria UV/Vis utilizando um espectrofotdmetro (HP, modelo 8453, EUA), equipado
com controlador de temperatura HP 89090A e software UV-Visible ChemStation (Oliveira et al.
2007). Os espectros de absorcdo foram obtidos na faixa de 290 a 350 nm e a concentragéo de
natamicina foi determinada em terceira derivada pela amplitude do pico em 317 nm e calculada

a partir da Equacéo 4.10, resultante da curva padréo de natamicina (da Silva, 2009).

3
C= —0,0022(O| abs ]

Onde: C é a concentracdo de natamicina em ppm;

d3ab%)\3 € a leitura da absorbancia em terceira derivada no pico da natamicina.

As fracdes de massa de natamicina liberadas (M¢/M,,) foram calculadas e plotadas em
funcdo do tempo, sendo que a quantidade liberada em um tempo infinito (M.,) foi considerada
como a massa a partir da qual ndo houve mais variacdo consideravel. Para solucbes em
tempos curtos, a difusividade efetiva do agente antimicrobiano foi calculada a partir do ajuste
linear da reta obtida ao plotar-se (M/M.) em fungdo da raiz do tempo, de acordo com a
Equacéo (3.6). Os dados experimentais também foram ajustados ao modelo da Equacéo (3.4)
por regressédo nao linear, com o uso do Software Statistica 6.0 (StatSoft, EUA) utilizando o

método de Levenberg-Marquardt.

4.7 Andlise estatistica dos dados

A analise estatistica dos dados foi efetuada por meio de andlises de variancia
(ANOVA) e do teste de Tukey, o qual foi utilizado para determinar as diferengas significativas
das médias, a um nivel de probabilidade de 5% (p< 0,05). O programa computacional Statistica

6.0 (Stasoft, USA) foi utilizado para esses calculos.

45



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos, inicialmente, os resultados obtidos
para os filmes simples de pectina e os filmes compostos de pectina e alginato em relacdo a
influéncia da reticulacdo no 1° e 2° estagios, influéncia da concentracéo de plastificante e do
tempo de imersdo em solucédo reticuladora. Definidas as melhores condi¢Bes para o preparo
das formulacdes, serdo apresentados os resultados da caracterizagdo complementar destes
filmes como temperatura de transi¢do vitrea e microscopia eletrénica de varredura. Por ultimo,
serdo apresentadas as caracterizacdes dos filmes ativos relacionando-as com os filmes sem

antimicrobiano, bem como os ensaios de liberacdo de natamicina.

5.1 Filmes de pectina e pectina/alginato

Devido ao fato dos filmes de alginato de célcio ja possuirem uma metodologia para sua
confeccdo bem desenvolvida no LEPPbio (Zactiti e Kiecbusch, 2005) e da grande semelhanca
entre as estruturas deste biopolimero com a pectina, optou-se neste trabalho, por estudar o
comportamento dos filmes simples de pectina frente a reticulagdo com os ions célcio e,
também, o efeito da mistura dos dois biopolimeros. Uma vez que a pectina € mais abundante,
de facil extracdo e, portanto, de menor custo, a obtencdo de filmes com boas propriedades
funcionais utilizando este biopolimero total ou parcialmente, seria de consideravel beneficio

econdmico.

As diferentes formulacbes de pectina e alginato foram avaliadas em relacdo a
guantidade de célcio incorporada nos dois estagios, tempo de imerséo na solugéo reticuladora e
concentracao de plastificante. A partir desta avaliacdo foram determinados os parametros mais

adequados a serem utilizados para a confeccéo dos filmes ativos.

5.1.1 Definicdo da concentracdo de célcio na pré-re ticulacdo

Com o intuito de conhecer o comportamento dos filmes frente as pequenas
guantidades de célcio incorporadas a solugcdo durante o 1° estagio, ensaios de reticulagdo
parcial foram realizados com diferentes concentractes de CacCl,.2H,O. Em sua pesquisa com
filmes de alginato de sédio, Turbiane (2007) verificou que a incorporagédo dos ions calcio no 1°
estagio € um processo importante no auxilio da estruturacéo final, realizada no 2° estagio. No
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entanto, existe um limite para esta adicdo na solucdo filmogénica que, se
ultrapassado, pode ocasionar gelificagdo localizada. Somado a isto, € necessario que as
solugbes sejam suficientemente fluidas e facilmente dispersas sobre os moldes para a

secagem, de forma a obter filmes de espessura uniforme.

Inicialmente, os filmes resultantes foram avaliados de forma subjetiva, levando em
consideracdo os aspectos de continuidade (auséncia de fraturas ou rupturas apos a secagem),
aspectos visuais (transparéncia e auséncia de particulas e bolha de ar) além da
manuseabilidade. Na solucdo formadora de filme, foram avaliadas a viscosidade e a ocorréncia
de pré-gelificacdo, relacionadas com o espalhamento sobre os moldes de secagem. As

caracteristicas observadas para as diferentes concentracdes estdo apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Caracteristicas observadas com as diferentes concentracdes de CacCl,.2H,0

testadas na pré-reticulagao.

Concentracao .
CaCl, 2H,0* Caracteristicas observadas

Abaixo de 0,6% Desprendimento dificil para todas as formulacdes
0,6% Manuseio dificil para FC1, FC2 e FC3
0,8% Aspectos visuais e de manipulacdo adequados
1,0% Aspectos visuais e de manipulacdo adequados
1,2% Aspectos visuais e de manipulacdo adequados
1,4% Alta viscosidade para FC5 e FC6 e retencao de bolhas para FC1 e FC2.
Acima de 1,4% Alta viscosidade e gelificacdo localizada para todas as formulacbes

* Presente em 30mL adicionados a solugéo filme-formadora contendo o biopolimero.

Para todas as formulagdes observou-se que o limite minimo de calcio para a formacéo
de filme foi de 0,6% (8,16 mg Ca**/g biopolimero), pois abaixo desta concentracdo ndo houve a
formag&o de uma estrutura independente que pudesse ser removida com facilidade dos moldes,

principalmente no caso da pectina.

Para os filmes contendo maior teor de pectina (FC1, FC2 e FC3), observou-se que

concentracdes de CaCl,.2H,0 de 0,6% (em 30 mL da solugéo pré-reticuladora) resultavam em
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filmes dificeis de manusear, por serem muito aderentes a placa e “pegajosos”. O aumento da
concentracao de calcio facilitava o manuseio e o desprendimento dos moldes, porém houve
uma grande tendéncia a formacdo e retencdo de bolhas e ao aumento da viscosidade da
solugéo, principalmente, para as formulagfes FC5 e FC6. Utilizando-se concentra¢des acima de
1,4%, as solugcbes de todas as formulagcbes apresentaram alta viscosidade e pré-gelificacao
localizada, que impediam a distribuicdo uniforme sobre os moldes e, portanto, a formacéo de
um filme adequado.

Desta forma, as concentracdes que resultaram em solu¢cbes adequadas e filmes com
boa aparéncia, homogéneos, transparentes e de facil manuseio foram 0,8, 1,0 e 1,2% (Figura
5.1).

Figura 5.1. Aspecto do filme de pectina (FC1) pré-reticulado com 30 mL de solucdo 1% de
CacCl,.2H,0.

Esta limitacdo na quantidade de célcio incorporada na solugdo também foi verificada
por Rhim (2004) para filmes de alginato. A quantidade méxima que o autor conseguiu adicionar
a solucéo foi 10,83 mg Ca*/g alginato, sendo que acima desta ocorria forte gelificacdo. No
presente trabalho, a quantidade maxima de célcio possivel de incorporar foi superior - 19,04
mg/g biopolimero, referente a concentracao de 1,4% em 30 mL de solugéo pré-reticuladora. Da
Silva (2009) também determinou 1,4% como concentracdo limite a partir da qual, ocorria a
gelificac@o da solucdo formadora de filmes de alginato. Pavlath e Robertson (1999) relataram
gue a medida que a concentracao de calcio aumentava na solucdo, aumentava a opacidade e a

fragilidade dos filmes de alginato. Outro fato observado pelos autores foi a necessidade de
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reticulacdo em temperaturas acima de 50°C, para que a viscosidade da solucdo fosse

adequada.

Em outro trabalho com filmes de pectina BTM, Batista et al. (2005) observaram que
para concentracdes de biopolimero de 4%, a maxima concentracdo de CaCl, possivel de ser
adicionada era 0,06% (5,5 mg Ca®*/g pectina), pois acima desta ocorriam situacdes envolvendo

a fase gel e ainda sinerése.

A fim de determinar a concentracdo Otima, foi avaliado o efeito destas trés
concentracdes de calcio sobre algumas propriedades dos filmes resultantes do 1° estagio e,
também, em filmes submetidos a reticulacdo complementar (2° estagio) pela imersdo em uma
solucdo contendo 2% de CaCl,.2H,O (m/v) e 3% de glicerol, durante 10 minutos. Estes
parametros de reticulacdo complementar (concentracdo de célcio, plastificante e tempo de
imersdo) foram definidos como limites minimos de um estudo mais abrangente que sera

apresentado nas secfes seguintes de forma individual.

5.1.1.1 Espessura (0)

Na Tabela 5.2, estdo apresentados os resultados obtidos para a medida de espessura
dos filmes do 1° e 2° estagios nas trés concentracbes de calcio utilizadas durante a pré-

reticulacao.

Os resultados permitem que a comparacdo dos resultados seja feita de trés formas
distintas:

- Entre filmes de mesma formulacdo e com mesmo tratamento de reticulacéo (1° ou 2°
estagio);

- Entre filmes de mesma formulacéo e diferentes tratamentos de reticulagéo;

- Entre as diferentes formulagbes com mesmo tratamento de reticulagéo.

Em relacdo aos filmes de mesma formulagéo, a andlise dos resultados indica que a
variagdo da concentracao de célcio da solucao pré-reticuladora ndo influenciou a espessura dos

pré-filmes (1°estagio) e dos filmes reticulados (2 © estagio).
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Tabela 5.2. Espessura (6) dos filmes resultantes do 1° estagio e 2° estagio (2% CacCl,.2H,0,

3% de glicerol) confeccionados com diferentes concentragbes de calcio na solugdo pré-

reticuladora (30mL).

FC Concentracéo ()
CaCl,.2H,0(%) 1° estagio 2° estagio
0,8 35+2,1%A 18 +1,5%B
FC1 1,0 31+1,8* 17 +1,3°8
1,2 32 +1,9%A 18 +1,1%B
0,8 30 + 4,234 19 +1,9%B
FC2 1,0 30 + 3,5 17 +3,1°B
1,2 31+282%" 19 +2,7%B
0,8 29 +1,9%A 21 +1,6°E
FC3 1,0 32+2,.82%A 22 +0,9%°8
1,2 30 + 2,924 21 + 2,88
0,8 33 +2,7** 23 +1,7°B
FC4 1,0 30 +4,1* 23 + 2,98
1,2 33 +3,6%" 24 +2,0%B
0,8 33+3,1* 26 +1,3*®
FC5 1,0 33 +25% 25 +0,9%®
1,2 35 +2,2%A 25 +0,8%"
0,8 33 +4,2%A 26 + 3,128
FC6 1,0 33+2,3* 25 + 3,128
1,2 35+1,7%4 26 + 1,98

Média + desvio padrdo das repeticdes.

Médias com a mesma letra minGscula em cada coluna e com a mesma letra maitscula em cada linha indicam que néo ha diferenga
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Entretanto, € interessante observar que os filmes que receberam o tratamento de
reticulacdo complementar (2° estagio) apresentaram uma reducao significativa da espessura, se
comparados aos pré-filmes correspondentes. Esta reducéo foi mais pronunciada nos filmes de

pectina (quase 50% de reducéo).

A diminuicdo da espessura esta relacionada a uma melhor acomodacao das cadeias
pela reticulacdo complementar, que resultam em um arranjo macromolecular mais compacto

(Sriamornsak e Kennedy, 2008). Esta alteracdo pode também ter sido causada pelo método de
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reticulacao utilizado, pois a imersédo dos filmes na solucéo iénica por determinado periodo de
tempo pode levar a solubilizacdo do polissacarideo. Segundo Pavlath e Robertson (1999),
guando os filmes sdo imersos em uma solucdo idnica, ha uma relacdo competitiva entre o
processo de dissolugdo e a reticulagdo do filme. A imersdo em uma solucdo ibnica mais
concentrada deve proporcionar uma taxa de reticulacdo superior & de solubilizagcdo, impedindo

ou dificultando a reducéo da espessura.

Rhim (2004) observou que os filmes de alginato reticulados por imersdo em uma
solucdo contendo 2% de CaCl, apresentaram menor espessura do que os filmes reticulados
pela adicdo direta dos ions a solucao filme-formadora. Este comportamento foi atribuido a
solubilizacdo do filme na solugcdo, pois em concentracBes maiores de célcio, como 7%, esta

reducdo era menos pronunciada.

Efeito contrario a este foi observado por Russo et al. (2007), cujos filmes de alginato
tiveram a espessura aumentada apds a imersdo em uma solucdo com 2% de calcio e secos em
temperatura ambiente a 45% UR. Os autores atribuiram 0 aumento da espessura ao processo
de intumescimento que ocorre a0 mesmo tempo que a reticulacdo. Os ions calcio seriam
introduzidos nos pontos da matriz j intumescida, estabilizando a conformacédo do filme neste

estado.

Em relagcédo as diferentes formulagbes do 2° estagio, verificou-se uma tendéncia de
aumento da espessura com o aumento da concentracdo de alginato nas formulagbes. Mesmo
gue todas as formulages tenham sido confeccionadas com a mesma aliquota de solu¢éo nos
moldes (50g), os filmes da formulacdo FC6 apresentaram-se cerca de 30% mais espessos que

a formulacéo FC1.

Este comportamento pode estar associado as diferengcas de massa molecular dos
biopolimeros. Segundo Sriamornsak e Kennedy (2008), os filmes de pectina tendem a ser mais
finos do que os filmes de alginato porque alcancam um arranjo molecular mais compacto, fato
atribuido a menor massa molecular da pectina em relacdo ao alginato. Estes autores obtiveram
filmes de pectina amidada com 0,075 mm de espessura enquanto que os filmes de alginato de
média viscosidade, utilizando-se a mesma concentracdo de polissacarideo, apresentaram 0,125

mm, equivalente a 40% de aumento de espessura.
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5.1.1.2 Conteldo de umidade (w) e massa solubilizavel (MS)

Na Tabela 5.3, estdo apresentados os resultados de contetdo de umidade dos filmes do

1° e 2° estagios e também a massa solubilizavel em agua dos filmes do 2° estégios.

Tabela 5.3. Contetdo de umidade (w) e massa solubilizavel em &gua (MS) dos filmes
resultantes do 1° estagio e 2° estagio (2% CacCl,.2H,0, 3% de glicerol) confeccionados com

diferentes concentragfes de calcio na solugéo pré-reticuladora (30mL).

Concentracdo i s ()
FC
CaCl,.2H,0(%) 1° estagio 20 estagio 20 estagio
0,8 33,29 + 0,462 17,92 +0,63%B 29,38 + 0,182
FC1 1,0 36,42 + 0,34* 17,75+ 0,512 30,68 + 0,362
1,2 35,55 + 0,5224 18,01 + 0,372B 31,11 + 0,192
0,8 36,17 + 0,382 18,14 + 0,62%B 27,77 £ 0,64%
FC2 1,0 34,73 + 0,36 17,21 + 0,94% 26,22 +1,44°
1,2 34,99 + 0,5424 17,44 + 0,498 26,19 +1,12°
0,8 29,63 + 0,714 13,87 + 0,53"B 24,03 +1,63"
FC3 1,0 28,88 + 0,824 14,38 + 0,33 23,72 + 0,95°
1,2 30,37+ 0,64°* 14,85 + 0,38"B 23,11 + 0,67°¢
0,8 29,24 + 0,42"A 14,01 + 0,55 20,51 + 0,38¢
FC4 1,0 29,26 + 0,29° 14,98 + 0,86"° 19,59 + 1,141
1,2 28,92 + 0,474 15,37 + 0,39 20,49 + 1,14°
0,8 30,94 + 0,61 15,29 + 0,66 21,85 + 0,92¢
FC5 1,0 28,61 + 0,354 14,80 + 0,788 20,52 + 0,75°
1,2 27,91 + 0,534 15,53 + 0,72 21,68 +0,75¢
0,8 29,76 + 0,524 15,87 + 0,38"B 20,83 + 0,82¢
FC6 1,0 28,88 + 0,914 14,55 + 0,428 19,52 +1,12¢
1,2 30,27 + 0,664 15,12 + 0,45"B 21,47 +1,21°

Média + desvio padréo das repeti¢des.
Médias com a mesma letra minGscula em cada coluna e com a mesma letra mailscula em cada linha indicam que néo ha diferenga
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

A anadlise dos resultados indica que o conteudo de umidade dos filmes do 1° e 2°
estagio ndo foi influenciada pelas diferentes concentracfes de calcio utilizadas na solugéo pré-
reticuladora. Porém, ao serem submetidos ao tratamento de reticulagdo complementar, os
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filmes de todas as formulagBes apresentaram reducdo significativa do conteado de umidade.
Rhim (2004) também observou este comportamento em filmes de alginato, que tiveram o
conteudo de umidade reduzido cerca de 35% quando reticulados por imersdo em solu¢cdo com
célcio. Esta reducgdo esta associada a maior extensdo no grau de reticulagdo obtida por este
tratamento, que induz a mudancga na hidrofilicidade dos filmes, afetando a absorcdo de
umidade. Entre as diferentes formulagdes observou-se que os filmes FC1 e FC2 apresentaram
maior contetado de umidade que as demais formula¢des. Esta tendéncia foi verificada tanto no

1° quanto no 2° estagio, indicando a maior hidrofilicidade da pectina.

Uma das principais desvantagens dos filmes resultantes do 1° estagio, que faz com
que seja necessario um tratamento complementar de reticulacéo, é a dissolu¢cdo em agua. Para
todas as formulagBes estudadas no 1° estagio, a massa solubilizada ndo pbéde ser quantificada
experimentalmente, pois os filmes foram totalmente desintegrados apds poucos minutos da
imersdo em agua (100% de solubilizacdo), indicando que o baixo grau de reticulagdo nao foi
capaz de promover ligacbes idnicas suficientes para alterar esta propriedade dos filmes. Os
resultados de solubilidade obtidos s&@o equivalentes aos de filmes néo reticulados, pois
normalmente os polissacarideos como a pectina e o alginato, sdo altamente higroscépicos e

sem uma reticulacao efetiva se desintegram rapidamente em &gua (Shih, 1996).

A completa dissolucdo de filme de alginato foi observada Rhim (2004) quando estes
eram elaborados com pequenas quantidades de calcio incorporadas a solucéo filme-formadora.
ApO6s completarem a reticulagcdo por imersdo com 2% de CacCl,, a solubilidade em &gua baixou
para cerca de 16%. Em outro trabalho, filmes de pectina adicionados de &cidos graxos sem
reticulacdo com calcio foram estudados por Batista et al. (2005) e apresentaram 100% de
solubilidade em agua. Lima et al. (2007) também relataram que filmes de alginato de s6dio sem
0 processo de reticulagdo solubilizam-se totalmente. Pavlath e Robertson (1999) estudaram
diversas concentracfes de célcio na adicdo a solugdo formadora de filmes de alginato e, para

todas elas, houve a completa solubilizacdo em agua.

Ja os filmes submetidos ao 2° estagio apresentaram grande reducdo na massa
solubilizavel e permaneceram integros apos as 24 horas de imersdo em agua, confirmando que
0 processo de reticulagéo por difusdo dos ions calcio € mais eficiente para promover o aumento
das ligacOes, dificultando a passagem do solvente através das cadeias. As diferentes
concentracdes de calcio utilizadas nado afetaram a solubilidade dos filmes de mesma

formulacdo, porém, verificou-se uma significativa reducdo entre as diferentes formulacdes. A
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massa solubilizada da formulacdo FC1 foi cerca de 30% maior do que os filmes das
formulacdes FC4, FC5 e FC6.

Zactiti e Kieckbusch (2006) prepararam filmes de alginato com os dois estdgios de
reticulacao e obtiveram, no 1° est4gio (concentracao de 0,4% de CaCl,.2H,0), filmes com 100%
de solubilidade, enquanto que os filmes submetidos a um tratamento complementar por imerséo
em solugdo com 2% de CacCl,.2H,0 apresentaram solubilidade em &gua de apenas 4,74%. Esta
baixa solubilidade dos filmes reticulados pode estar associada ao um intenso processo de

lavagem utilizado pelos autores com a finalidade de retirar 0 excesso de calcio da superficie.

5.1.1.3 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecéanicas (tensdo na ruptura e percentual de alongamento) obtidas
para os dois tipos de tratamento dos filmes nas diferentes concentracbes de célcio estédo

apresentadas na Tabela 5.4.

O aumento da concentracdo de CaCl,.2H,0 na solucdo pré-reticuladora de 0,8 para
1% provocou um aumento significativo da tensdo na ruptura para os filmes de mesma
formulacdo do 1° estagio e este comportamento manteve-se ao realizar-se a reticulacdo
complementar no 2° estagio, com excecao das formulacbes FC5 e FC6, que ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos. Também é possivel observar que no 1° estagio os
filmes com 1,0% (exceto a formulacdo FC4) adquiriram, além de maior resisténcia, mais
elasticidade, pois houve o aumento no alongamento dos pré-filmes. Esta tendéncia, entretanto,

nao foi observada para os filmes do 2° estagio.

Assim como para a massa solubilizada, foi possivel observar o grande efeito
provocado pela reticulacdo complementar nas propriedades mecanicas. Enquanto os filmes do
1° estagio séo fracos e elasticos, os filmes resultantes do 2° estagio apresentam valores mais
altos de tenséo na ruptura e expressiva diminui¢gdo do alongamento (aproximadamente 80% de
reducdo). Este comportamento é caracteristico de filmes que sofrem processo de reticulagéo,
pois ocorre 0 aumento da associacdo das cadeias de grupos carboxilicos com os jons Ca*,
tornando os filmes mais fortes e rigidos (Pavlath et al., 1999). Como o grau de reticulacdo dos
filmes do 1° estagio € pequeno, ha uma maior mobilidade das moléculas que faz com que estes

sejam mais elasticos.
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Tabela 5.4. Tensao na ruptura (TR) e percentual de alongamento (A) dos filmes resultantes do
1° e 2° est4gios (2% CaCl,.2H,0 e 3% glicerol) confeccionados com diferentes concentracdes

de calcio na solucéo pré-reticuladora (30 mL).

FC | cacCl,.2H,0 TR (MPa) A (%)
2- 2
(%) 1° estagio 2° estagio 1° estagio 2° estagio
0,8 17,20 + 2,95%B 40,19 + 2,76 17,21 +3,60%* | 4,32 +0,44"8
FC1 1,0 24,89 + 2, 75"B 51,97 +4,88%" | 23,74 +0,80°" | 4,78 +0,61"®
1,2 24,23 + 2,49"B 50,62 + 4,02°* | 24,01 +1,12°* | 4,33 +0,58"8
0,8 15,71 +1,91°B | 4243+2,91" 15,95 + 2,999 | 4,67+0,52°8
FC2 1,0 23,68 + 2,32"B 53,04 +1,32%" | 21,74 +1,36°" | 4,39 +0,30°®
1,2 15,01 + 2,49%4B 55,29 +3,17%* | 13,61 +1,48%" | 4,21+0,64"B
0,8 17,08 +2,97° 65,53 + 8,069 17,04 + 1,65% | 5,25 +0,36%""
FC3 1,0 24,28 + 3,18"B 78,61 + 6,18%A 22,87 +2,75°" | 4,48 +0,51"B
1,2 22,76 + 2,15"B 80,96 + 8,56 20,23 +1,64°" | 4,74 +0,23"E
0,8 11,41 + 2,50%F 63,59 + 7,71%* | 39,72 +3,32%* | 4,42 +0,39"®
FC4 1,0 26,23 +3,36%°8 | 81,42 +5,75°A | 27,53 +2,99°* | 527 +0,80%B
1,2 23,44 + 2,73"B 80,34 +7,21"* | 15,31 +2,02%* | 4,34 +0,15"B
0,8 16,96 + 3,19 87,13 £6,29°* | 14,15 + 3,05%* | 5,71 +0,99%"
FC5 1,0 23,30 + 2,38"E 90,65 + 8,43 25,54 +1,78°* | 5,66 +0,84%8
1,2 20,05 + 1,35 | 87,89 +9,05"* 24,66 +1,45°* | 513 +0,57%8
0,8 20,31 +2,77°°B | 98,21 +5,70** 17,36 + 3,52% | 6,05+ 0,64%8
FC6 1,0 29,26 + 3,76*% | 100,46 +7,90** | 23,29 +3,47°* | 6,11 +0,4928
1,2 24,62 +1,89"8 | 101,82 +8,77** | 21,91 +1,96°" | 598 +0,63%8

Média + desvio padrdo das repeti¢des.
Médias com letras minlsculas iguais em cada coluna e letras maitsculas iguais em cada linha indicam que n&o ha diferenca
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey

Tendéncia muito semelhante foi verificada por Zactiti e Kieckbusch (2006), cujos filmes
de alginato com a reticulacdo complementar com 2% de CaCl,.2H,O aumentaram a TR de

23,11 para 85,67 MPa e diminuiram o alongamento de 27,35 para 4,08%.

Em outro trabalho, filmes de alginato reticulados pela incorporacdo do calcio
(0,03gCa*/g alginato) a solugéo apresentaram TR de 38,8 MPa e alongamento de 10,5%. Para
filmes reticulados por imersdo em 5% de CaCl,, a TR aumentou para 85,9 MPa e o

alongamento baixou para 3,8% (Rhim, 2004).
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Em termos absolutos, entretanto, esses dados devem ser comparados entre si com

cuidado, pois a presenca de glicerol ou lavagem do filme afetaré significativamente os valores.

Em filmes sintéticos geralmente sdo observados altos valores para o alongamento e
valores mais baixos para a tenséo na ruptura. McHugh e Krochta (1994) citam em seu trabalho
que filmes de polietileno de baixa densidade possuem TR de apenas 13 MPa enquanto que o
alongamento pode atingir até 500%. Semelhantemente, Gennadios et al. (2003) obtiveram

filmes de proteina de soro de leite com TR de 0,7 MPa e alongamento de 229%.

Os resultados obtidos para o alongamento destes filmes sé@o baixos e podem significar
uma grande limitacdo para a aplicacdo como embalagens se comparados aos filmes sintéticos.
Diversos trabalhos sobre biofilmes também reportam valores baixos para esta propriedade
como Batista (2004), que obteve 2,93% de alongamento para filmes de pectina BTM com 0,066
mm de espessura confeccionados com 5,5 mg Ca?/g pectina e sem plastificante. Mamani
(2009) obteve filmes elaborados com pectina de alto teor de metoxilagdo com 51,05 MPa e
2,62% de alongamento. Para a concentracdo de CaCl, de 5% e 2,5% de glicerol (1g/g
bioplimero), Kang et al. (2005) obtiveram filmes de pectina de 0,17 ym de espessura com

tensao na ruptura de apenas 0,193 MPa e alongamento de 2,6%.

Parris et al. (1995) encontraram um valor de tensdo na ruptura de apenas 11,1 MPa e
5% de alongamento para os filmes de alginato com glicerol. Apesar de utilizarem condicdes
semelhantes de temperatura (25°C) e umidade relativa (50%) na equilibragédo dos filmes, outros
fatores como a concentracdo de biopolimero e de glicerol e a auséncia de reticulacao

influenciam os resultados.

Os resultados de resisténcia mecénica no 2° estigio também indicam a superioridade
das formulagbes com elevado teor de alginato, que apresentaram maior tensdo na ruptura e

maior alongamento.

Inicialmente, existia a premissa de que os filmes confeccionados com a pectina
apresentassem maior elasticidade do que os filmes de alginato. Como a pectina possui uma
cadeia menos linearizada devido a suas ramificacdes, ao ser reticulada ela poderia manter uma
certa mobilidade nas cadeias levando a uma maior flexibilidade. Essa perspectiva, porém, nédo
foi confirmada pelo exposto acima. No 1° estagio, o alongamento foi de modo geral, equivalente
em todas as formulagbes e no 2° estagio, os filmes com pectina apresentaram-se mais frageis
como um todo. A tenséo na ruptura dos filmes FC6 foi o dobro da TR observada nos filmes FC1

e o0 alongamento também foi maior. Segundo Braccini e Perez (2001), as zonas de juncéo
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formadas pelos pares das cadeias da pectina ndo possuem o tamanho adequado para
acomodar os ions célcio de forma tao eficiente como o alginato e, por conseqiéncia, ndo se

atinge uma alta coesividade das cadeias.

De acordo com Fishman e Coffin (1995), o baixo alongamento da pectina esta
relacionado ao fato de suas moléculas estarem quase completamente estendidas tanto em
solucdo quanto no estado sdlido. Assim, a extensdo do material ndo ocorre por desenrolamento
como em polimeros enrolados ao acaso, mas por deslizamento das cadeias uma apos a outra

que pode conduzir a uma fratura antecipada do material.

Como os filmes confeccionados com a concentracdo de 0,8% de calcio na pré-
reticulacdo apresentaram um comportamento inferior em termos de propriedades mecanicas,
optou-se por fixar a concentracdo de 1% (equivalente a 13,60 mg Ca*/g biopolimero) como
sendo a concentracdo oOtima de CaCl,.2H,O a ser utilizada durante o preparo da solucdo
formadora do pré-filme. Apesar dos filmes confeccionados com 1,2% também apresentarem
boas propriedades, a selecéo levou em consideracdo a melhor viscosidade da solucao e menor

probabilidade de retencéo de bolhas para as formulacdes com maior teor de pectina.

5.1.1.4 Grau de intumescimento

A partir desta selecdo, os filmes do 2° estagio confeccionados na concentracao
selecionada (1% de CaCl,.2H,0) durante o 1° estagio e reticulados com 2% de CaCl,.2H,0, 3%
de glicerol e 10 minutos de imersdo em um tratamento posterior, foram submetidos ao ensaio

de absorc¢ao de agua.

Os testes de intumescimento foram realizados em agua e o tempo de estabilizacéo foi
determinado pelas curvas de absorcdo de &gua dos filmes em diferentes tempos até 60
minutos. O tempo de estabilizacdo corresponde ao tempo a partir do qual ndo ha mais absorgéo
de solvente pelo filme. As curvas dos filmes nas diferentes formulacdes estdo dispostas na

Figura 5.2.

Nas curvas de intumescimento, verificou-se uma grande reducdo da quantidade de
agua absorvida com o aumento da propor¢do de alginato. O grau de intumescimento maximo
variou de 0,61 para a Formulacio FC6 a 5,54 para a formulagdo FC1. E possivel observar que
as formulagdes FC1, FC2 e FC3 atingiram o equilibrio em aproximadamente 20 minutos, sendo
gue apoés este tempo praticamente ndo houve alteracdo nos valores do intumescimento. Para

as demais formulagfes, o equilibrio foi atingido em 5 minutos, sendo que aproximadamente
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85% do grau de intumescimento de equilibrio foi atingido no primeiro minuto de imersdo em

agua.
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Figura 5.2. Curvas de grau de intumescimento (Gl) dos filmes FC1 (m), FC2 (o), FC3 (A), FC4
(V), FC5 (¢) e FC6 ().

Como a concentracdo de CacCl,.2H,0 utilizada na reticulagdo complementar foi baixa
(2%), a rede tridimensional formada ndo € tdo efetiva. Dessa forma, ocorre a difusdo de
moléculas de solvente para o interior dos filmes que se acomodam na fase polimérica
provocando uma mudanca no arranjo espacial das cadeias com o consequente aumento do
volume, que é o intumescimento (Lucas et al., 2001).

A natureza hidrofilica da pectina faz com esta apresente, geralmente, altos valores
para o grau de intumescimento. Filmes de pectina BTM reticulados de forma diferente por
Sriamornsak e Kennedy (2008) apresentaram um Gl em agua de aproximadamente 4,0. Uma
vez que o intumescimento é influenciado pela extenséo da reticulacdo, pode-se esperar que 0s
filmes contendo maior teor de alginato, que sdo capazes de ligar-se de forma mais eficiente aos
ions calcio, apresentem menor intumescimento e maior resisténcia mecanica (Braccini e Perez,
2001; Fang et al., 2008). A capacidade dos filmes de alginato e pectina de intumescer é
facilitada pelos grupos carboxilicos, que se associam fortemente as moléculas de agua. Um
aumento no grau de reticulacdo diminui a disponibilidade destes grupos e, conseqiientemente,

a hidrofilicidade do sistema.
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5.1.2 Definicdo do tempo de imerséo na solugéo reti  culadora do 2° estagio

Com o objetivo de avaliar e definir o tempo de imersdo na solucdo reticuladora,
necessario para se obter filmes com boas propriedades de barreira e mecéanicas, foram
testados trés diferentes tempos de contato dos flmes com a solucdo durante o segundo estagio
(10, 20 e 30 minutos). Os filmes foram confeccionados com 30mL de uma solucdo 1% de
CaCl,.2H,0 no 1° estagio e a solucdo na qual estes eram imersos no 2° estagio continha 5% de
CacCl,.2H,0 e 3% de glicerol. O tempo de contato dos filmes com a solucdo deve ser suficiente
para que todas as zonas de juncédo disponiveis sejam reticuladas, promovendo liga¢cfes efetivas

que resultem em filmes fortes e resistentes.

A concentragdo de célcio na solugdo do 2° estagio foi aumentada em relacdo aos
ensaios anteriores (2%) porque, sendo esta concentracdo relativamente baixa, poderia haver a
solubilizacdo do filme durante os ensaios em periodos longos de imerséo, prejudicando os
resultados e a avaliacdo correta do melhor tempo. Desta forma, optou-se por realizar os

experimentos com uma concentra¢ao de 5% (m/v) de CaCl,.2H,0 na solucéo reticuladora.

Os filmes resultantes dos ensaios com os diferentes tempos foram caracterizados e os
resultados para a espessura, conteudo de umidade, solubilidade em agua e permeabilidade ao

vapor de 4gua se encontram dispostos na Tabela 5.5.

O aumento no tempo de imersao ndo provocou a diminuicdo da espessura, entre filmes
de mesma formulacéo, indicando que ndo houve solubilizacdo do biopolimero na solucao ibnica

ou maior acomodacao das cadeias em nivel macromolecular que pudesse reduzir a espessura.

O contetdo de umidade variou de 15,20 a 23,15% e ndo apresentou uma tendéncia
definida. Exceto para as formulacbes FC1 e FC2, ndo foram observadas variagcbes com o
aumento do tempo de imersdo na solugdo. Os valores de umidade obtidos estdo proximos aos
valores geralmente observados em biofilmes. Filmes de alginato confeccionados por Rhim
(2004) apresentaram contetdo de umidade entre 15,7 e 17,7%. Também para filmes de
alginato, da Silva et al. (2009) obtiveram filmes com 14% de umidade (reticulados com 5% de
CacCl,.2H,0 e 3% de glicerol).
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Tabela 5.5. Espessura, conteido de umidade, massa solubilizavel em agua e PVA dos filmes
reticulados com 30 mL de solucdo 1% de CacCl,.2H,0 no 1° estagio e por imersao por tempos

diferentes em solugdo contendo 5% de CacCl,.2H,0 e 3% de glicerol no 2° estagio.

Tempo PVA
. m w (7o 0
FC > & (um) (%) MS (%)

(min) (g.mm/m 2.d.kPa)

10 20 +2,8° 18,00 + 1,38° 31,11 + 0,582 2,68 +0,12

FC1 20 19 +2,2°¢ 15,36 + 1,37¢ 24,88 + 0,36 2,31 +0,16°
30 20 +2,1° 15,20 + 1,34¢ 25,38 +1,19° 2,42 +0,37°

10 21 +3,8° 21,96 +1,10° 23,14 + 0,89° 3,45 + 0,99

FC2 20 22 +2,1° 25,72 + 0,862 19,44 + 1,25 3,87+ 0,492
30 22 +3,2° 26,25 + 1,252 19,45 + 0,61 3,86 + 0,352

10 25 +2,5° 18,04 +1,41° 21,57 +1,30° 2,91 +0,58°

FC3 20 24 + 1,6 18,84 +1,12° 18,10 + 1,22¢ 3,09 +0,24%
30 24 +1,2% 18,25 +1,23° 18,25 + 0,88 3,02 + 0,29%

10 24 + 1,8 19,72 + 0,48 16,12 +0,79% 2,96 +0,56°

FC4 20 25+27° 18,57 +1,11° 17,21 +1,13¢ 2,94 +0,19°
30 25+1,7° 19,47 +0,52° 15,06 + 0,92° 2,85 +0,13°

10 27 +1,22 22,87+ 0,91° 21,39 +1,17°¢ 3,36 + 0,26

FC5 20 27+ 2,02 22,19+ 0,41° 15,86 + 1,19° 3,23 +0,24%®
30 26 +4,7% 22,65 + 0,32° 13,95 + 1,18°f 3,36 + 0,38

10 27 +2,12 21,55 +1,26° 18,53 + 0,78 3,39 + 0,222

FC6 20 27 + 2,82 22,28 +1,25° 15,31 +1,22° 3,62 + 0,162
30 27+ 1,92 20,10 + 1,10 18,26 + 1,231 3,54+0,172

Média + desvio padrdo das repeticdes.

Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

J& a massa solubilizada diminuiu ao aumentar o tempo de imersdo de 10 para 20
minutos para todas as formulacbes exceto a FC4, indicando que a maior exposicdo pode
promover ligacdes mais efetivas que melhoram a barreira a agua. O tempo de exposicédo aos
ions calcio deve ser suficiente para promover fortes ligacbes entre as cadeias poliméricas,

resultando em alta coesividade. Em tempos de imersao superiores a 10 minutos, as ligacdes
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dos ions calcio podem ter sido mais efetivas, diminuindo a difusdo de moléculas de solvente
para o interior dos filmes que se acomodam na fase polimérica, provocando o aumento do

volume (Lucas et al., 2001).

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes confeccionados com a mesma
formulacdo também n&o apresentou diferencas significativas entre os trés tratamentos de
imersédo e observou-se que valores mais baixos foram obtidos para os filmes simples de pectina

(FC1), provavelmente devido a menor espessura destes.

Krochta e de Mulder-Johnston (1997) qualificaram os filmes de acordo com uma faixa
de valores para a permeabilidade ao vapor de agua, classificando os filmes como pobres (10 a
100 g.mm/m?.dia.kPa), moderados (0,10 a 10 g.mm/m®dia.kPa) ou bons (0,01 a 0,10
g.mm/m?.dia.kPa). De acordo com esta classificacdo, todos os filmes na faixa estudada

apresentam moderada barreira ao vapor de agua.

Os resultados obtidos para a PVA apresentaram-se melhores do que os obtidos por
Parris et al. (1995), que também verificaram a superioridade dos filmes de alginato. Estes
autores confeccionaram filmes de pectina BTM com glicerol (70/30) com espessuras entre 0,06
e 0,08 mm com 76,56 g.mm/m?.dia.kPa. Quando o polissacarideo utilizado era o alginato, os
filmes apresentaram PVA de 56,4 g.mm/m.dia.kPa. Além da maior espessura, que influencia
diretamente na propriedade, as diferentes condigbes de temperatura e umidade relativa podem
ter contribuido para este resultado. Além disso, os autores ndo utilizaram agentes reticulantes.
Este mesmo trabalho ressalta a dificuldade em obter filmes hidrofilicos com propriedades
semelhantes as dos filmes sintéticos. Filmes de polietileno, por exemplo, com 0,008 mm de

espessura possuem PVA de apenas 0,05 g.mm/m?.dia.kPa (Parris et al., 1995).

Batista (2004), ao adicionar acidos graxos em diferentes propor¢des aos filmes de
pectina, obteve PVA em torno de 6,0 g.mm/mz.dia.kPa. Em outro trabalho, filmes de pectina de
alto teor de metoxilagdo com espessura de 0,022 mm apresentaram PVA de 6,77
g.mm/m?.dia.kPa (Mamani, 2009).

Zactiti e Kieckbusch (2006) obtiveram filmes de alginato reticulados com 5% de
CaCl,.2H,0 no 2° estagio com PVA de 4,69 g.mm/m?.dia.kPa, porém a espessura destes era de

0,095mm, mais que o triplo da espessura utilizada no presente trabalho.

Na Tabela 5.6, estdo apresentados os resultados obtidos para o grau de

intumescimento (Gl), para a relagdo entre a espessura final e a espessura inicial apds o contato

61



Resultados e Discussdo

com a agua (846, tensdo na ruptura e alongamento dos filmes reticulados nos diferentes

tempos de imerséo.

Tabela 5.6. Grau de intumescimento (Gl), relacdo entre as espessuras apos a absorcao (&4 &),
e propriedades mecanicas dos filmes reticulados com 1% de CaCl,.2H,O no 1° estagio e por

imersédo por tempos diferentes em solugcéo contendo 5% de CaCl,.2H,0 e 3% de glicerol no 2°

estagio.
Tempo Gl
FC _ _ 5/ 5, TR (MPa) A (%)
(min) (gH>0/qg filme)
10 4,87 +0,11° 5,56 + 0,26° 47,65+ (9,47)* | 557 +1,67°
FC1 20 4,24 + 0,222 5,35 + 0,882 70,79 + (7,04)° | 4,86 +0,59%
30 4,38 +0,39° 5,12 + 0,312 54,85 + (5,51)° | 5,06 +0,66%
10 3,15 + 0,26"° 4,30 +0,72° 61,36 + (5,66)° | 5,29 +0,72%
FC2 20 3,49 +0,19° 4,88 +0,31% 61,32 +(2,80)° | 4,56 +0,65"
30 3,30 +0,23" 4,31 +0,25° 54,49 + (1,65)° | 5,69 +0,43?
10 1,84 +0,17° 3,52+0,28" | 91,79+(5,81) | 5,30+0,59%
FC3 20 1,74 +0,08° 3,34 +0,04° 87,96 +(9,93)" | 4,71+0,81°
30 1,42 + 0,14 2,92 +0,18° 85,79 +(9,61)° | 4,81+0,64"
10 1,36 + 0,068° 2,91 +0,14° 96,63 + (11,52)° | 5,23 +0,75%
FC4 20 1,37 +0,045° 2,65 + 0,49° 94,53 + (3,43)° | 5,17 +0,86%
30 1,30 +0,18° 2,62 +0,24° 94,30 +(11,93)" | 5,89 + 0,892
10 0,96 +0,049% | 2,35+0,010° | 111,47 +10,89%" | 5,87 +0,28°
FC5 20 1,12 + 0,031 2,63+0,078° | 116,19 +14,39% | 521 +0,76°
30 1,03 +0,052% 2,47 +0,13% | 102,36 +12,83" | 5,08 +0,62%
10 0,79 +0,014° 2,06 +0,038° | 120,09 +12,77* | 6,00 + 0,40?
FC6 20 0,77 +0,068° 2,01 +0,12¢ 122,62 +12,72* | 5,97 +0,63°
30 0,67 +0,022° 1,80 +0,11° 128,24 +14,75* | 5,46 +0,67°

Média + desvio padrdo das repeticdes.

Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que n&o ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os valores do grau de intumescimento e do aumento da espessura correspondem a

um equilibrio apds a imersdo dos filmes em agua destilada com agitacdo magnética por 20
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minutos. De acordo com as curvas obtidas na Figura 5.2, um tempo de permanéncia dos filmes
em agua de 20 minutos garante que todas as formulagBes tenham atingido o equilibrio e nédo

haja mais alteragdo no grau de intumescimento.

Os diferentes tempos de imersdo ndo ocasionaram mudancas significativas no grau de
intumescimento e na relacdo de espessura dos filmes de mesma formulacdo. Ao
permanecerem em contato com a 4gua, os filmes simples de pectina (FC1) aumentam 4 vezes
a sua massa original, enquanto que os filmes com 90% de alginato (FC6) ndo chegam a dobrar

sua massa inicial.

A partir dos valores de tensdo na ruptura encontrados, verifica-se que o tempo de
imerséo influenciou os filmes de pectina (FC1), pois foi encontrado um aumento significativo da
tensao na ruptura ao aumentar o tempo de imersao de 10 para 20 minutos e uma diminuicdo ao

aumentar para 30 minutos.

Comportamento muito semelhante de reducdo de TR com o aumento do tempo foi
verificado por Pavlath e Robertson (1999) para filmes de alginato. Na imersdo em 5% de CacCl,,
0s autores observaram que aumentando o tempo de 5 para 15 minutos, a TR aumentou de
41,11 para 62,43 MPa, porém apés 30 minutos, ela diminuiu novamente para 47,95 MPa. Esta
tendéncia também foi observada quando a reticulacdo foi realizada com outros ions, como

zinco, porém o trabalho ndo apresenta uma explicacéo para este comportamento.

Sartori et al. (1997) verificaram, para filmes com diferentes tipos de alginato imersos
em solucéo de 0,8% de CacCl,, que o processo de troca ibnica é muito rapido, e que mais da
metade da converséo entre o sédio e o célcio ocorrem nos primeiros 30 segundos, sendo que
apos 30 minutos praticamente ndo h&d mais variacdo no contetado de ions célcio. Em outro
trabalho semelhante, Roger et al. (2006) relatam que mais da metade da conversdo acontece
nos primeiros 5 minutos e ap6s 10 minutos, a concentracdo de célcio no filme permanece
constante. Nos instantes iniciais, todos o0s sitios ativos presentes nas cadeias do alginato estéo
disponiveis, jA em tempos maiores, h4 uma resisténcia da difusdo devido as ligacdes ja
existentes, fazendo com que 0 processo seja mais lento nos instantes finais. Al-Musa et al.
(1999) também citam em seu trabalho que a reacdo de reticulacdo do alginato com o calcio é

rapida e ndo apresenta efeito em imersées acima de 30 minutos.

Em outro trabalho com filmes de alginato, foi estudada a PVA em diferentes tempos de

imerséo (0, 1, 3, 5, 10 e 20 minutos) em solucdo aquosa de célcio (1:9), e foi verificado que os
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melhores valores foram obtidos com 3 minutos de imers&o. Acima deste tempo, houve aumento
do valor da PVA que foi atribuido ao prevalecimento do processo de solubilizacdo sobre a
reticulacao (Olivas e Barbosa-Canovas, 2008). Da Silva (2009), ao estudar os efeitos do tempo
de imersdo em conjunto com outras variaveis determinou que 30 minutos era o tempo de

imerséo necessario para que os filmes apresentem boas propriedades mecanicas e de barreira.

Levando em consideracdo o comportamento observado para os filmes de pectina, no
presente trabalho, o tempo de imersédo de 20 minutos foi selecionado como tempo 6timo para a

reticulacao dos filmes.

5.1.3 Definicdo da concentracdo de glicerol na solu  ¢do reticuladora do 2° estagio

Para o estudo do efeito da concentracdo de plastificante na solugéo reticuladora, os
filmes foram confeccionados com 30 mL de solugé@o contendo 1% de CaCl,.2H,0 no 1° estagio
e 5% de CaCl,.2H,0 no 2° estagio. O tempo de imerséo utilizado foi de 20 minutos, conforme
definido no Item 5.1.2. Foram estudadas as concentracgdes de glicerol de 1, 3, 5 e 7% (m/v) na
solucdo de imersdo do 2° estdgio. O limite maximo a ser estudado foi definido em ensaios
preliminares que mostraram que em concentracdes acima de 7% ndo havia uma incorporacao
eficiente do plastificante e os filmes apresentavam aspecto oleoso, por uma possivel separacdo

de fases.

Os resultados das medidas de espessura, conteldo de umidade, solubilidade em agua
e PVA dos filmes de pectina confeccionados em diferentes tempos de imersao e concentracdes
de glicerol durante a reticulagéo final estdo apresentados na Tabela 5.7. Nesta andlise, o teste
de Tukey foi realizado com o objetivo de comparar o efeito do glicerol nas medidas de cada
formulacdo individualmente, ou seja, as diferentes formulagdes dos filmes ndo foram

comparadas entre si, a fim de simplificar a visualizacéo.

Todos os filmes apresentaram-se transparentes, homogéneos, sem zonas de
opacidade e de facil desprendimento das placas. Nao foi observada presenca de rupturas ou
regibes quebradicas em nenhuma das formulacdes estudadas. Quanto a concentragdo de
glicerol, os filmes elaborados com maior quantidade de plastificante (> 3%) apresentaram maior
maleabilidade e, portanto, maior facilidade de manuseio do que os filmes de baixa

concentracao.
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Tabela 5.7. Espessura, conteido de umidade, massa solubilizavel em agua e PVA dos filmes
reticulados com 1% de CacCl,.2H,0 no 1° estagio e por imersdo por 20 minutos em solucéo

contendo 5% de CaCl,.2H,0 e diferentes concentragfes de glicerol no 2° estagio.

EC Cgiicerol (] w MS PVA

(%) (um) (%) (%) (g-mm/m?.d.KPa)

1 18 +0,9° 17,69 + 0,22° 24,41 +0,24° 2,62 +0,42°

3 19+1,5° 16,88 + 0,35° 25,01 +0,39° 2,45 +0,30°

e 5 19+1,8° 21,55 +0,18" 34,74+0,12° | 4,39+0,26"

7 18+1,3° 28,42 £ 0,44° 45,96 + 0,452 6,01+ 0,362

1 21 +3,0° 27,27 +0,16° 21,18+ 0,38° 3,20 + 0,08

3 22 +£2,1° 25,72 + 0,862 20,02+ 0,55° 3,87 +0,49°

e 5 22 £2,7° 26,65 + 0,222 27,16+ 0,19° 3,85+0,16°
7 23 +£5,3° 25,80 + 0,19° 33,54 £0,42* | 3,76 £0,22°

1 20 £2,22 17,22 +0,19° 11,17 +0,25¢ 2,61+0,18°

3 23+ 1,6° 18,54 £ 0,13" 18,10 £ 1,22° 3,09 + 0,242

s 5 23+1,8° 23,67 +0,33? 23,25+0,13° | 3,26 +0,24°
7 24 2,9° 22,29 + 0,262 34,27 +0,38* | 3,01+0,28°

1 22+22° 22,80 + 0,712 12,85 + 0,19° 2,78 +0,11°

3 24+29° 21,54 + 0,24° 17,05 +0,14° 2,94 £0,19°

e 5 25 +4,4° 22,41 +0,19° 19,86 £ 0,12 | 3,08 £0,59%
7 25+3,9° 21,79 £ 0,262 21,57 £ 0,312 3,48 £ 0,272
1 26 +4,4° 20,95 + 0,597 18,39 +0,12° 3,17 + 0,75

3 26 +2,1° 22,19+0,41* | 16,12 +0,15" 3,09 +0,18°

s 5 31 +3,9° 19,32 £0,29° 22,76 +0,18* | 3,25+0,22°
7 29 + 3,07 21,75 +0,38? 21,86 +0,31° 3,49 +0,92°

1 26 £2,1° 19,11 £ 0,14° 18,40 + 0,12" 3,31 +0,10°

. 3 27 £2,7° 22,28 +1,25° | 15,72 +0,18° 3,54 40,11
5 28 +3,6° 19,89 + 0,86 21,54 +0,20° 3,72 +0,13%

7 31+3,9° 21,62 +0,11° 27,99 +0,65* | 3,86 +0,24°

Média + desvio padrdo das repeti¢des.

Médias com a mesma letra em filmes com mesma formulagédo indicam que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o

teste de Tukey.
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Para a maioria das formulagBes, o conteldo de umidade n&o foi alterado com o
aumento da concentracdo do glicerol. Somente os filmes FC1 e FC3 tiveram o contetudo de
umidade aumentado com o aumento da concentracdo de plastificante de 3 para 5%. Um
aumento significativo da massa solubilizada foi observado com a varia¢éo dos niveis de glicerol.
O plastificante pode ser o responsavel pelos altos valores obtidos, pois além de diminuir as
forcas coesivas afastando as cadeias poliméricas, é facilmente lixiviado, por tratar-se de uma

substancia altamente soluvel em agua.

Zactiti (2004) observou um aumento na massa solubilizada em agua em filmes de
alginato ao aumentar a concentracao de glicerol de 0,7 para 5%. Em outro trabalho, com filmes
compostos de alginato e pectina ha proporcéo 1:1, a mudanca de nivel de 5 para 7% de glicerol
elevou a massa solubilizada de 20 para 24%, valor semelhante ao da Formulacdo FC4. Os
autores também verificaram que a presenca de 15% de plastificante resultou em filmes com
37% de massa solubilizada (da Silva et al., 2009). Para filmes de caseinato de sodio, 0 aumento
da concentracdo de glicerol em duas vezes ocasionou 0 aumento da massa solubilizada em
quase o dobro do valor inicial (Shou et al., 2005). Altos valores para esta propriedade também
foram encontrados por Kang et al. (2005), que obtiveram 59,82% de massa solubilizada para
filmes de pectina contendo glicerol (1g/g biopolimero) reticulados por imersdo em solucéo de
CaCl, (5%).

O efeito do plastificante nas propriedades de barreira dos filmes também ficou evidente
nos resultados da permeabilidade ao vapor de agua, tendo sido verificado um aumento
significativo da PVA com o aumento da concentracdo de glicerol. Os filmes de natureza
hidrofilica, como os de pectina e alginato de sodio, costumam apresentar pobre barreira a
transferéncia de agua, o que € amenizado pela formacao de fortes redes tridimensionais com
os ions célcio. Entretanto, o plastificante utilizado para melhorar a flexibilidade dos filmes,
exerce grande influéncia negativa sobre as propriedades de barreira, pois h4 uma reducéo das
forcas intermoleculares com o consequente aumento do volume livre e dos movimentos das

cadeias, facilitando a permeacao (Sothornvit e Krochta, 2005).

O aumento da PVA com o aumento da concentracdo de glicerol na formulacdo também
foi observado para filmes de caseinato de sddio (Shou et al., 2005) e para filmes de proteina de

soro de leite, porém para estes a solubilidade nao foi afetada (Sothornvit e Krochta, 2000).

Na Tabela 5.8, estdo apresentados os resultados da influéncia do plastificante sobre o

intumescimento e propriedades mecéanicas dos filmes.
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Tabela 5.8. Grau de intumescimento (Gl) e propriedades mecanicas dos filmes reticulados com

30 mL de solu¢cdo com 1% de CaCl,.2H,O no 1° estagio e por imersdo por 20 minutos em

solugdo contendo 5% de CaCl,.2H,0 e diferentes concentragdes de glicerol no 2° estagio.

Cglicerol Gl
FC _ &/ &, TR (MPa) A (%)
(%) (gH.O/qg filme)
1 4,57+ 0,232 5,32 +0,272 55,77+ 2,722 4,36 + 0,94°
c 3 4,15 +0,12% 5,48 + 0,452 63,81+ 6,872 4,86 + 0,59°

FC1

5 4,52 +0,37% 5,87 + 0,402 48,35 + 5,15° 6,02 +0,25°

7 3,58+ 0,21° 5,68 + 0,192 20,45 + 0,58° 14,14 + 0,512

1 3,46 + 0,122 5,43 + 0,402 72,83 +6,17°% 3,74 +0,45¢

3 3,49 +0,19? 4,88 +0,31° 61,14 + 3,83 4,56 + 0,65°
FC2

5 3,78 +0,15°% 4,88 + 0,182 47,78 + 3,38° 4,78 + 0,62°

7 2,96 +0,45° 4,44 + 0,162 45,74 + 8,83° 5,81 + 0,20°

1 1,75 + 0,272 3,72 +0,25? 97,12 +10,71% | 3,76 +0,41°

3 1,74 + 0,082 3,41 +0,122 83,44 + 8,23 3,96 + 0,44
FC3

5 1,80 + 0,112 3,51+ 0,0252 78,22 +5,05° 4,37 +0,72°

7 1,44 +0,052° 2,96 +0,16° 60,23 + 5,34¢ 5,51 + 0,742

1 1,42 + 0,142 2,89 + 0,022 114,04 + 8,052 4,63 +0,22°
. 3 1,44 + 0,222 2,66 + 0,322 94,16 + 4,29° 4,68 + 0,53°

5 1,16 +0,15° 2,65 +0,272 82,34 +11,84° | 6,26 +0,34°

7 1,14 + 0,056° 2,56 + 0,162 67,81 +7,84¢ 7,48 + 0,452

1 1,03 £ 0,10 2,42 +0,15% 120,74 + 6,762 4,94 +0,48°

c 3 1,10 + 0,055 2,59 +0,11° 118,67 + 6,292 5,21+ 0,76

FC5

5 0,95 + 0,029 2,21 + 0,09 73,97 +7,28° 6,34 + 0,322

7 0,86 + 0,021° 2,11 +0,03¢ 80,34 + 3,56° 6,41 + 0,392

1 0,84 + 0,059% 2,15+ 0,162 121,16 + 7,882 6,16 +0,28°

3 0,80 + 0,073 2,01 +0,122 120,37 +11,59% | 5,97 +0,63°
FC6

5 0,72 +0,090%° 2,15 + 0,092 93,97 + 4,45° 8,53 + 0,46

7 0,69 +0,053° 2,06 + 0,162 87,44 + 6,92° 8,65 + 0,332

Média + desvio padrdo das repeti¢des.

Médias com a mesma letra em filmes com mesma formulagao indicam que nédo hé diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o

teste de Tukey.
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O aumento da concentracéo de glicerol na solucéo reticuladora ocasionou reducdo nos
valores de grau de intumescimento e ganho de espessura. Este comportamento é contrario ao
esperado, pois os plastificantes tendem a diminuir a coesividade das cadeias. Entretanto, esta
alteracdo pode ter sido ocasionada pela liberagdo do glicerol presente nos filmes na agua

utilizada nos ensaios de intumescimento.

A elasticidade melhorou significativamente com o aumento dos niveis de glicerol e foi
observada uma relagéo inversa entre a tensdo na ruptura e o alongamento, pois os filmes
contendo 7% de glicerol apresentaram a maior elasticidade e, também, a menor tensdo na
ruptura. Este comportamento € comum, pois a incorporacdo do plastificante modifica a
organizacao tridimensional das cadeias com o intuito, justamente, de melhorar a mobilidade das
moléculas. Entretanto, ha a reducdo das forgas coesivas fazendo com que os filmes mais

elasticos sejam menos resistentes.

O aumento da elasticidade e a diminuicdo da TR com a incorporacdo de glicerol
também foi verificada em filmes de pectina com amido e em filmes de caseinato de sodio por
Coffin e Fishman (1994) e Shou et al. (2005), respectivamente. Neste Ultimo, foi relatado que a

diminuicdo da TR com o aumento da concentracdo de plastificante segue uma tendéncia linear.

Comportamento bem peculiar foi obtido por McHugh e Krochta (1994), que observaram
gue em filmes a base de proteina do soro de leite, se a concentragdo de glicerol for duplicada a

TR cai para a metade e 0 alongamento aumenta cerca de 6 vezes.

Em outro trabalho, com filmes de alginato reticulados por imersdo em formaldeido e
contendo sorbitol como plastificante, também foi observada a diminuicdo da TR com o aumento
da concentracdo de plastificante (de 56 para 48 MPa), mas contrariamente ao comportamento

tipico, houve diminuicdo também no alongamento de 4 para 1,8% (Lima et al., 2007).

A partir da avaliacdo dos resultados, a concentragdo de 3% de glicerol na solugcéo
reticuladora foi definida como a concentracdo ideal, por deixar os filmes mais flexiveis sem

prejudicar as demais propriedades.

5.1.4 Definicdo da concentracdo de célcio na solu¢cd o reticuladora do 2° estagio

O processo de reticulagdo é a etapa mais importante na confeccao dos filmes de

alginato e pectina. O estudo preliminar do efeito da pré-reticulagdo mostrou que ha uma

68



Resultados e Discussdo

limitacdo na quantidade de calcio que pode ser adicionada a solugdo filmogénica e, essa
guantidade limite, ndo é capaz de reticular efetivamente as cadeias suprimindo os efeitos da
alta higroscopicidade destes filmes, como a alta solubilidade e PVA. A segunda etapa da
metodologia adotada para a confeccéo dos filmes consiste na imerséo dos pré-filmes em uma
solu¢do com concentracdo mais alta de cloreto de célcio, permitindo, pela difuséo, a reticulagdo

mais uniforme e efetiva.

Os efeitos da concentragdo de calcio na solugéo reticuladora foram avaliados nas
propriedades dos filmes simples e compostos. Foram estudadas as concentracdes de 4, 5, 6, 7
e 8% de CaCl,.2H,O (m/v) na solucdo reticuladora que também continha 3% de glicerol,
determinada nos ensaios do Item 5.1.3. Os filmes ficaram totalmente imersos durante 20

minutos em cada solucao.

Os resultados de caracterizacdo para espessura, conteido de umidade e solubilidade
e PVA dos filmes nas diferentes condicdes estao apresentados na Tabela 5.9.. Nesta analise,
assim como na avaliacdo da concentracdo de plastificante, o teste de Tukey foi feito com o
objetivo de comparar o efeito de célcio nas medidas de cada formulagéo individualmente, sem

analisar as diferentes formulacdes entre si.

Foi observado que as propriedades dos filmes perderam em qualidade quando imersos
em solucdo contendo niveis elevados de célcio, principalmente 7 e 8%. Pelo aumento da
espessura e pela alta solubilidade destes filmes, supfe-se que em concentracbes elevadas
pode haver uma reticulacdo instantdnea com o bloqueio da superficie, o que impede uma
reticulacdo homogénea no interior. Dessa forma, o filme ficaria com a estrutura polimérica
densa e reticulada na superficie e ainda aberta e parcialmente reticulada no interior do filme,
prejudicando suas propriedades mecéanicas e de barreira. O excesso de calcio também pode
ficar acumulado na superficie, sendo liberado durante os ensaios de solubilidade em agua,

contabilizado como perda de massa.

Remufan-Lopez e Bodmeier (1997) confeccionaram filmes de alginato reticulados por
imersdo em diversas concentracdes de CaCl, durante 60 minutos. Foi verificado que em altas
concentracdes de célcio houve aumento da permeabilidade ao vapor de agua, do grau de
intumescimento e diminuicdo da resisténcia mecanica dos filmes. Os autores atribuiram este
comportamento a rapida reticulacédo da superficie que dificulta a difusdo dos ions para dentro do
filme e ressaltam que o tempo de imersdo em solucBes reticuladoras contendo altas

concentracdes de calcio deveria ser maior.
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Tabela 5.9. Espessura, conteido de umidade, massa solubilizavel em agua e PVA dos filmes
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em diferentes concentracdes de calcio no 2° estagio (3% glicerol, 20 minutos de imerséao).

FC CaC(l‘;;)z*HZO 5 (um) e MS (%) (g.mmll::nvz'.ot\j.KPa)
4 18 +1,7° 15,87 + 0,65° 23,02 + 0,49° 2,68 +0,11"
5 19+0,9" | 16,54 +0,59™ | 24,53 +0,54% 2,31+ 0,16°
FC1 6 22 +3,0° 19,55 + 0,35° 26,38 + 0,28° 3,28 +0,27°
7 22+1,3° 18,57 + 0,42° 37,52 +0,59° 3,16 +0,11°
8 27 +3,8° 24,01 + 0,66° 44,01 +0,29? 4,61 +0,34°
4 22 +2,0° 17,11 +1,93° 19,17 + 0,52° 3,82 +0,11°
) 24+21% | 21,73+0,53* | 20,02 +0,55° 3,88 +0,20°
FC2 6 26+1,9° | 17,43+1,88° 29,21 + 1,05° 4,61+0,51°
7 28 +3,4° 18,92 +2,44> | 3529+ 125" 5,73 +1,46°
8 32+37° 24,72 +0,72% | 40,41 +2,80° 6,49 + 0,66°
4 24 +1,9° 15,28 + 0,42° 26,19 +1,09° 3,21+0,17°
5 24 +1,2° 18,84 +1,21° 18,68 + 1,45° 3,09 +0,24°
FC3 6 25+1,6° 14,65 + 0,34° 25,40 + 1,45° 2,91 +0,28°
7 27 +3,2° 15,51 + 1,86° 26,79 +1,53° 4,05 + 0,822
8 31+6,8° 20,21 +0,99% | 33,83+1,95% 4,63 +0,87°
4 23+35° 18,99 + 0,677 15,65 + 1,10° 3,08 +0,27°
5 25+3,1% | 18,57 +1,13% 16,92 + 1,97 2,94 +0,19°
FC4 6 25+22% | 20,97+1,34° 18,61+ 1,76° 3,45 +0,21%
7 26+4,0° | 19,74 +0,59° 20,24 +1,86° 3,97 £0,42°
8 26+2,7° | 19,50+ 0,38? 27,87 +1,51° 3,43 +0,31°
4 27 +2,3° 22,57 +2,82%® | 1557 +1,81° 2,93 +0,34°
5 28 +2,9° 19,32 +0,27° | 16,89 +0,74° 3,23 +0,24°
FC5 6 27 +1,8° 23,88 +1,54* | 16,21 +2,29° 3,31 +0,20°
7 29 +1,9° 23,12 +0,84%® | 21,60+0,192 3,03 £ 0,247
8 30 +1,6° 21,05+0,98% | 20,48 +1,74° 3,08 +0,312
4 28 +1,5° 20,34 +0,89%° | 16,54 +0,99° 3,05+0,10°
5 28 +3,7° 19,89 +0,86%" | 16,10 +1,85° 3,62 +0,16%
FC6 6 31+2,9* | 20,51+0,38% 17,92 +1,19° 3,70 + 0,20%
7 31+2,7%° | 20,52+0,41° 20,84 +1,34% 3,56 +0,18%
8 31+2,1* | 18,10 +0,86" 21,75 + 2,36% 3,99 + 0,472

* Concentragdo de CaCl,.2H,0 na solucédo reticuladora do 2° estagio. Médias com a mesma letra em filmes com mesma formulagédo

indicam que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Média + desvio padrédo das repeticdes.
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Segundo Draget et al. (1997), o processo de difusdo muitas vezes conduz a uma
reticulacdo ndo uniforme, com alta concentragdo na superficie e diminuicdo gradual no centro
do filme. Entretanto, é ressaltado que, para o caso do alginato, a maxima homogeneidade pode

ser alcangada quando séo utilizadas altas concentracfes de agentes gelificantes.

Em relacdo a permeabilidade ao vapor de agua, também constatou-se um aumento
deste coeficiente nos niveis mais altos de célcio. Somente a formulacdo FC5 né&o foi
influenciada por esta variacdo. Este comportamento pode ser atribuido a espessura, que foi
maior nas concentracfes mais altas de calcio. Rhim (2004) e Zactiti e Kieckbusch (2006)
estudaram diversas concentracdes de célcio na solucdo reticuladora e ndo observaram

diferencas significativas na PVA dos filmes de alginato.

Na Tabela 5.10, estdo apresentados os resultados do grau de intumescimento e das

propriedades mecénicas dos filmes imersos nas diferentes solu¢des de cloreto de calcio.

O grau de intumescimento e a relacdo entre a espessura diminuiram com o0 aumento
da concentracdo de calcio, mas tendo em vista que todas as outras propriedades foram
prejudicadas com o tratamento mais intenso, a melhora da absorcédo de agua ndo poderia ser
associada a uma reticulagdo mais efetiva. Durante o tempo de ensaio de intumescimento, 20
minutos, é possivel que ndo tenha havido tempo de romper a barreira superficial criada com a
reticulacdo heterogénea. Corroborando a hipotese de reticulacdo superficial em altas
concentracdes, a tensdo na ruptura aumentou ao passar a concentragdo de 4 para 5%,
reduzindo significativamente nas concentragbes elevadas. Com a reducdo da TR, o
alongamento sofreu 0 aumento somente nas formulagbes com maior teor de pectina FC1, FC2
e FC3.

Zactiti e Kieckbusch (2006), ao avaliarem as concentracoes de 2, 3, 4, 5 e 7% de
CaCl,.2H,0 em filmes de alginato, verificaram que a tens&o na ruptura foi beneficiada com o
aumento da concentragao de 5% (134,64 MPa) para 7% (160,26 MPa). As demais propriedades
como alongamento e massa solubilizada ndo sofreram alteracdo com os diferentes tratamentos.
Em filmes de pectina BTM, Kang et al. (2005) comparou a imersdo em solu¢do contendo 5 e
10% de CaCl, e também observaram o0 aumento na tensdo na ruptura de 193 para 230 kPa e
também a diminuicdo da solubilidade em &gua. Porém, ao utilizar outros tratamentos
combinando irradiacdo gama (10 e 30 kGy) para induzir o crosslinking entre as cadeias, 0s
autores observaram reduc¢éo significativa da tensé@o na ruptura e também aumento do contetdo
de solubilidade e PVA.
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Tabela 5.10. Grau de intumescimento e propriedades mecanicas dos filmes em diferentes

concentracdes de calcio no 2° estagio (3% glicerol, 20 minutos de imerséao).

FC Ca‘i!f/(;)%f'zo - o e 515, TR (MPa) A (%)
4 5,28 +0,53° | 6,26 +0,87™ 53,51 +524° | 3,72 +0,46°
) 4,24 +0,22° 5,35+ 0,88" 65,49 +552% | 4,66 + 0,44
FC1 6 3,11 +0,06° 3,75 +0,69° 61,64 +8,41% | 532 +0,90®
7 3,21 +0,05° 3,74 +0,55° 50,46 +7,21° | 5,04 +0,62"
8 3,46 +0,15° 3,25 +0,51° 36,17 +6,32° | 5,99 +0,22?
4 3,39+0,46%° | 5,27+0,01° 62,63 3,36 | 3,68+0,24"
> 3,49 +0,19° 4,88 +0,31° 61,32 +2,80*° | 4,56+0,51°
_— 6 2704027 | 4,17+061% | 4846+6,99° | 524+ 0,43
7 2,13 + 0,32 3,72+0,45“ | 50,91+4,40° | 4,80 +0,44%"
8 1,70 +0,17¢ 3,01 +0,14° 41,29+3,02° | 4,38+0,36"
4 1,69+0,11%* | 351+0,22%® | 81,83+6,04*> | 3,85+0,27°
5 1,74 +0,08% 3,34+0,04™ | 83,44+8,06* | 4,68+0,84%
FC3 6 1,49+021° | 311+024° | 81,68+6,16° | 4,36+0,79"
7 1,41 +0,10™ 3,26 +0,16° 57,46 + 7,15° 5,21 +0,79%
8 1,18 + 0,13° 2,61 +0,36° 47,98 +7,93° | 548+0,67°
4 1,41 + 0,082 3,49 +0,26° 82,56 + 5,02 | 4,87+0,46°
> 1,27 +0,10% 3,22 +0,24®® | 9453+3,43* | 4,68+0,53?
FC4 6 0,99+0,06° | 2,80+0,24"* | 8572+330% | 433+0,56°
7 1,26 £0,12%* | 3,42 +0,24° 78,69 +6,89° | 4,74+0,47°
8 1,10 + 0,10° 2,49 + 0,16° 71,10 +6,93° | 4,15+0,32%
4 1,11 + 0,05% 2,76 +0,06%° 98,17 +8,19° | 5,00+ 0,972
> 0,94 +0,01° 2,60 +0,11° | 116,64 + 8,68° 5,21+ 0,762
FC5 6 073+004% | 216+0,16° | 93,63+437° | 4,92+0,77°
7 0,85 + 0,05° 2,44 +0,04° 91,87 +5,58° | 5,00+ 0,932
8 0,67 + 0,02° 2,06 +0,13° 90,86 + 3,36° 4,92 +0,66°
4 0,89 + 0,032 2,51 +0,07%° | 102,95 +9,02°° | 4,95+1,41%
> 0,75+0,07® | 2,23+0,12™ | 126,41 +5,66° | 5,97 +0,63?
FCB 6 0,65+0,05° | 1,93+0,07° | 91,94+426° | 510+0,33°
7 0,70 +0,12° 2,08 + 0,24 91,81 +2,21° | 4,86+0,41%
8 0,67 +0,08" 2,18 + 0,19 94,05+ 7,10° | 4,90+0,51°

* Concentragdo de CaCl,.2H,0 na solucéo reticuladora do 2° estagio. Médias com a mesma letra em cada coluna de cada
formulacdo indicam que ndo hé diferenga significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Média + desvio padréo das

repeticoes.
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Pavlath e Robertson (1999) relataram que os filmes de alginato imersos em uma
concentracao de 10% de CaCl, necessitaram de 60 minutos para atingir o valor maximo de TR,

enguanto que para uma concentragdo de 5%, 15 minutos foram suficientes.

Com estes resultados, tem-se que o limite de concentragdo de CacCl,.2H,0O que pode
ser empregado na solucgéo reticuladora para que ocorra melhoria nas propriedades funcionais é
5%. Ressalta-se que este limite € ideal para um tempo de imersdo de 20 minutos e que
conclusdes mais precisas acerca de altas concentracdes devem ser acompanhadas de ensaios

em tempos de imersdo mais longos.

5.1.5 Caracterizacdo complementar

A selecdo definitiva das concentracdes de CaCl,.2H,0, glicerol e tempo de imersdo
considerou o aspecto visual, contetdo de umidade, solubilidade em agua, permeabilidade ao
vapor de &gua, grau de intumescimento, resisténcia a tracdo e alongamento dos filmes
formados. As formulag6es confeccionadas com 1% de CacCl,.2H,0 no 1° estagio e imersos por
20 minutos em solucao de 2° estagio contendo 5% de CaCl,.2H,0 e 3% de glicerol, satisfizeram
0s requisitos minimos para estes atributos e foram submetidas a uma caracterizacéo
complementar. Estes filmes foram avaliados em relacdo ao conteudo de calcio, temperatura de

transicao vitrea e microestrutura, cujos resultados estéo apresentados nos subitens seguintes.

5.1.5.1 Conteudo de calcio

As amostras das seis formulacdes dos filmes foram submetidas a espectroscopia de
absorcao atbmica, a fim de quantificar o conteido de célcio efetivamente presente nos filmes.
Os resultados obtidos foram comparados aos dos pré-filmes do 1° estagio e estdo apresentados
na Tabela 5.11.

O conteudo de célcio ndo apresentou diferenca significativa entre os pré-filmes, obtidos
do 1° estagio. Este comportamento era esperado, uma vez que foi utiizada a mesma
concentracao de célcio para todos os filmes, e a incorporacédo era feita diretamente na solucdo
filmogénica. Ja para os filmes do 2° estagio, o contetudo de calcio variou entre as formulacées,
onde os menores valores foram obtidos para os filmes de pectina e os maiores para os filmes

com as maiores proporcdes de alginato. Esses resultados ratificam o comportamento superior
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encontrado para os filmes FC5 e FC6 e corroboram a hip6tese de que o modelo “caixa de ovos”
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de reticulacdo se aplica de forma mais eficiente as cadeias do alginato.

Tabela 5.11. Conteudo de célcio nos filmes do 1° e 2° estagios.

Formulagéio Conteldo de calcio ( pmol/mg filme seco)
1° estagio 2° estagio
FC1 0,39 + 0,003°% 2,26 +0,057°
FC2 0,41 £0,001% 2,99 +0,056"
FC3 0,41 +0,003% 3,97+ 0,021°
FC4 0,38 + 0,002° 4,11 + 0,035°
FC5 0,39 + 0,002° 4,85 + 0,066
FC6 0,42 +0,003% 5,20 +0,047¢

Média + desvio padrdo das repeticdes.
Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de
Tukey.

Srimornsak e Kennedy (2008) determinaram um contetdo de calcio de 1,137 ymol/mg
filme seco para filmes de pectina de baixo teor de metoxilagdo amidada. Este valor é cerca de
duas vezes inferior ao obtido. Entretanto, o método de reticulacao foi diferente do utilizado neste
trabalho. Os autores ainda ressaltam que a pectina amidada diminui os grupos carboxilicos
livres que poderiam ser ligados aos ions célcio. Desta forma, a pectina amidada apresenta um
contetdo de célcio inferior a pectina sem amidacdo e também em relacdo a outros
polissacarideos de cadeia linear como o alginato. Assim como neste trabalho, os filmes de

alginato apresentaram o dobro do conteudo de calcio, 2,06 ymol/mg filme seco.

Outro fator que altera a reatividade com os ions célcio € a ocorréncia de cadeias
laterais na pectina, como a ramnose. Estas regides ramificadas possuem dimensfes que
dificultam a orientacdo molecular necessaria para desenvolver as zonas de juncdo pelos

mondmeros de acido galacturdnico (Axelos e Thibault, 1991).

Resultados semelhantes aos deste trabalho foram obtidos por da Silva et al. (2009).
Filmes de pectina, alginato e pectina/alginato (1:1) reticulados com 3% de CaCl,.2H,0 e 5% de
glicerol no 2° estagio apresentaram conteudo de célcio de 2,25, 3,29 e 4,35 ymol/mg filme seco,

respectivamente.
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5.1.5.2 Temperatura de transicao vitrea

A temperatura de transigao vitrea (T,) foi determinada para os filmes simple

s de pectina

e para as cinco misturas de pectina e alginato. Nas Figuras 5.3 a 5.8, estdo apresentados os

resultados do médulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e tangente de perda (tan

d).
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Figura 5.3. Registro da analise termomecanica de filmes simples de pectina (FC1).
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Figura 5.4. Registro da analise termomecéanica de filmes com 90% de pectina e 10% de alginato
(FC2).
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Figura 5.5. Registro da andlise termomecéanica de filmes com 70% de pectina e 30% de
alginato (FC3).
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Figura 5.6. Registro da andlise termomecanica de filmes com 50% de pectina e 50% de

alginato (FC4).
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Figura 5.7. Registro da andlise termomecanica de filmes com 30% de pectina e 70% de

alginato (FC5).
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Figura 5.8. Registro da analise termomecanica de filmes com 10% de pectina e 90% de alginato

(FC6).

Na Tabela 5.12 estdo apresentados os valores dos picos principais nas curvas obtidas

e que, se assume, corresponde a T, das seis formulagdes.

Tabela 5.12. Temperaturas de transicao vitrea para as diferentes formulacoes.

Formulacao T4 (°C)
FC1 -1,87
FC2 0,61
FC3 3,53
FC4 4,10
FC5 511
FC6 8,92

Na Figura 5.3, referente ao filme simples de pectina, é possivel observar um pico bem
definido de temperatura (-1,87°C), indicando a boa miscibilidade entre o biopolimero e o

plastificante. A presenca de apenas um pico em tan § significa que o filme forma um sistema
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homogéneo, isto €, que do ponto de vista fisico-quimico, o biopolimero misturado com o

plastificante constitui uma Unica fase (Mendieta-Taboada et al., 2008).

Um pico bem definido também foi observado para os filmes compostos sendo que o
valor da T4 aumentou com o aumento da concentracdo de alginato na formulagdo. Para
sistemas de dois componentes que apresentem completa miscibilidade, apenas uma T4 €
observada e a posicao desta dependera de sua composicao (Lucas et al., 2001). O pico de tan
d move-se do valor da Ty de um componente puro para o valor da Ty do outro componente puro,

em funcéo da composicdo da mistura.

Os filmes da formulagdo FC6 apresentaram T, menor que os valores geralmente
encontrados para filmes de alginato puro, estando de acordo com a teoria de que sistemas
misciveis apresentam uma Unica T4 intermediaria ao valor dos polimeros puros e mais proxima
do valor do componente presente em maior proporcéo. Neste trabalho, a T4 do alginato puro
também foi determinada (apresentada no Apéndice A) e o valor encontrado é 14,65°C. Valor
muito préximo a este foi verificado por Zactiti (2004), que obteve filmes de alginato reticulados
com 5% de CaCl, com uma T4 de 15,39°C e por Santana (2010) que obteve 10,36°C. Russo et
al. (2007) obtiveram uma T, para filmes de alginato de sédio de 15°C, porem apoés a reticulagao
por imersdo em 2% de CacCl, este valor baixou para -13°C. N&o foram encontrados trabalhos na
literatura relatando o estudo das propriedades dindmico-mecénica de filmes de pectina BTM e
nem de misturas de pectina e alginato. Fishman e Coffin (1997) obtiveram uma T4 de -33°C

para filmes de pectina de alto grau de metoxilag&o utilizando glicerol como plastificante (70:30).

Também, sdo observados picos de menor intensidade acima da temperatura de
transi¢do vitrea para as formulagbes FC2, FC3, FC4 e FC5. O primeiro pico situado em 38°C e
0 segundo préximo a 70°C. Acima da Tg4, as moléculas adquirem maior mobilidade e, quando
atingem uma determinada temperatura denominada de cristalizac&o (T.), elas constituem fases
metaestaveis e conseguem se organizar na forma de cristais. O aquecimento acima da T,
resulta no surgimento de um pico endotérmico correspondente a temperatura de fusédo ou
melting (T.), que esta relacionada a um movimento significativo das cadeias moleculares
devido a desestruturacédo dos cristais pelo aumento da temperatura (Lucas et al. 2001). Estas
temperaturas de T. e T,, referem-se, respectivamente, aos picos de a'. e a. ilustrados na Figura
3.6 (Capitulo 3).

A ocorréncia destas transicdes é comumente verificada em polimeros sintéticos. O

polipropileno, por exemplo, apresenta uma T4 de 5°C, e acima desta séo observados picos em
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T. de 90°C e T,, de 170°C (Lucas et al., 2001). Muitas vezes, estas transicdes n&o sao
verificadas porque as temperaturas nas quais ocorrem a cristalizagéo e a fuséo estdo acima da

faixa de temperatura utilizada na varredura.

Era esperado que os filmes com maiores proporcdes de alginato apresentassem
menores valores de T, pois estes alcancaram maior grau de reticulacdo que
consequentemente diminui a mobilidade das cadeias. Além disso, o alginato possui a cadeia
mais linearizada do que a pectina, que também diminui a mobilidade. Entretanto, o valor da T,
€ governado primeiramente pela composicdo quimica e pela presenca de plastificantes e,
secundariamente pelas caracteristicas estruturais, como ramificacbes da cadeia, ligacdes
cruzadas e cristalinidade (Rogers, 1985). A estrutura complexa da pectina com a presenca de
diversos componentes como acucares neutros pode ter predominado nesta propriedade

fazendo com que sua T4 seja baixa.

De forma geral, os valores de T4 encontrados para o filme simples e para os filmes
compostos estdo de acordo com a temperatura utilizada para os ensaios de difusdo dos filmes
ativos (25°C). Para todas as formulagdes, o experimento sera realizado acima da temperatura
de T, onde existe maior mobilidade das cadeias e havera difusdo. Da Silva (2009) verificou que
a presenga do agente ativo natamicina nao altera significativamente a T4 dos filmes de alginato

e alginato com quitosana.

5.1.5.3 Microestrutura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) tem sido utilizada em diversos estudos
envolvendo biofilmes como uma ferramenta que permite correlacionar as propriedades fisico-
quimicas com a estrutura morfolégica, sendo possivel visualizar imperfeicbes, presenca de
poros e separacdes de fase. As micrografias da superficie e da secédo transversal (fratura) dos

filmes simples e compostos estao apresentadas nas Figuras 5.9 a 5.14.
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1o |— Mag= 1.88 K X gun | Hag= .88 K X

Figura 5.9. Micrografia da superficie e secdo transversal dos filmes de pectina puros FC1 por
MEV.

igpn | HMag= 1.B8 K X 11 S Mags= 3.88 K X

Figura 5.10. Micrografia da superficie e se¢éo transversal dos filmes com 90% de pectina e
10% de alginato FC2 por MEV.

1%un Wag= 1.88 K X 2 H Mog= .98 K ¥

Figura 5.11. Micrografia da superficie e secdo transversal dos filmes com 70% de pectina e
30% de alginato FC3 por MEV.

81



Resultados e Discussao

iggn | Hag= 1.88 KX 2pm F=—i Mag= S5.88 K X

Figura 5.12. Micrografia da superficie e secao transversal dos filmes com 50% de pectina e
50% de alginato FC4 por MEV.

gpn Mag= 1.88 K ¥ S Mage $.88 K X

Figura 5.13. Micrografia da superficie e secao transversal dos filmes com 30% de pectina e
70% de alginato FC5 por MEV.

igpn Mag= 1.88 K X Am M Mag= 3.88 K X

Figura 5.14. Microgradia da superficie e secdo transversal dos filmes com 10% de pectina e
90% de alginato FC6 por MEV.
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A analise das sec¢0fes transversais nas micrografias indica, de maneira geral, a existéncia
de uma estrutura bem compactada, sem indicios de separacao de fases, concordando com os
resultados de temperatura de transigao vitrea. Com excecédo da formulacdo FC6, as superficies
mostraram-se lisas e homogéneas. Na micrografia da secdo transversal do fiime FC3 a
presenca de ranhuras é devida a defeitos nas placas de acrilico nas quais esse filme foi
confeccionado. Na superficie de alguns filmes e também na fratura, principalmente dos filmes
FC5 e FC6, diversos pontos brancos sdo observaveis, que podem estar relacionados ao calcio

em excesso que nao foi incorporado na matriz do filmes.

A maioria dos trabalhos com filmes de pectina e alginato relata superficies e fraturas
regulares. Geralmente, uma separacdo de fases € observada quando ha a incorporacdo de
grande quantidade de plastificante ou incorporacdo de compostos hidrofébicos como acidos
graxos (Batista et al., 2006). Lambrech et al. (2009) estudaram a morfologia de filmes de
pectina BTM, alginato e a mistura dos dois biopolimeros (1:1) e verificaram que a blenda

apresentou menor porosidade do que os respectivos filmes puros.
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5.2 Filmes ativos
5.2.1 Caracterizacdo e comparacdo com os flmes sem  natamicina

Para a confecc¢do dos filmes ativos, utilizou-se natamicina como agente antimicrobiano
na concentracao de 4% em relacdo a massa total de biopolimero empregada na formulacéo
(0,04g/g biopolimero) segundo da Silva (2009). Inicialmente, tentou-se adicionar a natamicina a
agua contendo glicerol, para entéo fazer a solubilizacdo do biopolimero seguido da reticulacédo
parcial. Este procedimento foi realizado com sucesso para as formulacdes contendo 50% ou
mais de alginato e resultaram em filmes com boa aparéncia e de facil manuseio. Porém, para as
formulacdes contendo acima de 50% de pectina (FC1, FC2 e FC3), a confeccdo mostrou-se
muito dificil, pois a incorporacdo da natamicina provocou uma grande formacdo de espuma na
solucéo filmogénica, resultando em filmes heterogéneos, com a presenca de muitas bolhas e de

aparéncia indesejavel (Figura 5.15 a).

Frente a isto, s6 foi possivel padronizar a confeccao dos filmes ativos para todas as
formulacdes adicionando a natamicina apés a reticulagéo parcial. Estes filmes, de forma geral,
apresentaram-se homogéneos e sem imperfei¢cdes, porém pouco transparentes conforme pode

ser observado na Figura 5.15 b.

(@) (b)

Figura 5.15. Filme de pectina (FC1) com natamicina adicionada antes (a) e apos (b) a pré-

reticulagdo com cloreto de calcio.

Os filmes ativos em que a natamicina foi adicionada apés a reticulacédo parcial foram
caracterizados e os resultados comparados com os filmes sem antimicrobiano. Além das 6
formulacdes ja estudadas nas secbes anteriores, nesta parte foram confeccionados também,

filmes contendo alginato puro (FC7), a fim de se obter uma melhor comparacdo entre os
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resultados. As concentracBes de calcio, plastificante e o tempo de imersdo na solugdo
reticuladora do 2° estagio utilizados foram os mesmos ja definidos para os filmes simples, ou

seja, 5% de CacCl,.2H,0, 3% de glicerol e 20 minutos de imerséo.

51.1.1 Espessura e permeabilidade ao vapor de agua

Na Tabela 5.13 estdo apresentados os resultados de espessura e PVA dos filmes
confeccionados com e sem natamicina. O teste de Tukey foi realizado comparando os valores
de cada propriedade entre as formulagfes (colunas) e em relagédo a presenca do antimicrobiano
(linhas).

Tabela 5.13. Espessura (6) e PVA dos filmes sem natamicina (0%) e com natamicina (4%)

reticulados com 5% de CacCl,.2H,0 e 3% de glicerol.

& (um) PVA (g.mm/m 2.dia.kPa)
Amostra 0% natamicina 4% natamicina 0% natamicina 4% natamicina
FC1 19 +0,9%* 20 +1,1° 2,31 +0,16° 3,37 £ 0,56°8
FC2 24 +2,1°4 25 +2,1°4 3,88 +0,20** 4,02 + 0,568
FC3 24 +1,2°A 22+1,3% 3,09 + 0,244 3,70 £ 0,11°%B
FC4 25 + 3,174 25+1,9°4 2,94 +0,19°4 3,89 + 0,108
FCS 28 + 2,94 27 +2,4%A 3,23 £ 0,244 3,95 + 0,498
FC6 28 + 3,734 28 +1,7%A 3,62 +0,16*" 4,35 + 0,48%8
FC7 30 +2,2% 30 +2,1%* 3,67 £0,21** 4,11 + 0,648

Médias + desvio padrdo das repeti¢des.
Letras minUsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que ndo ha diferenca significativa (p<
0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.

Observa-se que a presenca da natamicina ndo alterou a espessura dos filmes e a
tendéncia de maior espessura para os filmes com mais alginato foi mantida. Porém, um
aumento significativo da permeabilidade ao vapor de agua foi observado para os filmes ativos,
proncipalmente para a formulacdo FC1 (45% de aumento). A natamicina pode ter modificado a
estrutura do filme prejudicando a reticulagdo. Com uma reticulacdo heterogénea, o volume livre
das moléculas aumenta facilitando a permeacdo da agua. Apesar do aumento da PVA, os

filmes ativos mantiveram valores aceitaveis para esta propriedade.

Zactiti e Kieckbusch (2009) também n&o observaram diferengas na espessura dos
filmes de alginato com a adicdo de sorbato de potdssio como antimicrobiano. Entretanto, ao

contrério dos resultados obtidos no presente trabalho, o antimicrobiano também néo influenciou
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a permeabilidade ao vapor de agua. Da Silva (2009) observou que a PVA dos filmes de alginato

aumentavam somente quando 8% de natamicina era adicionada.

Em filmes de alginato reticulados por imersdo com 1% de célcio, Pranoto et al. (2005a)
obtiveram PVA de 20,32 g.mm/mz.d.kPa e ao incorporar 0,4% de 6leo de alho, um agente
antimicrobiano natural, o valor aumentou para 30,89 g.mm/m®.d.kPa. Limjaroen et al. (2003)
verificaram que a adi¢do de sorbato de potassio aumentou significativamente a PVA dos filmes
de cloreto de polivinilideno e atribuiram o comportamento ao carater hidrofilico do agente ativo.
Em filmes de quitosana, a incorporacdo de sorbato de potassio ou nisina em altas
concentracdes provocou o aumento da PVA. Neste caso, os agentes antimicrobianos seriam
responsaveis pela perda da compactacdo da estrutura dos filmes (Pranoto et al., 2005b).
Aumento mais pronunciado ainda foi observado por Bertan (2008), cujos filmes de amido,
gelatina e gluten, quando adicionados de 2% sorbato de potassio tiveram, sua PVA aumentada
em 270%.

5.1.1.2 Grau de intumescimento

Os resultados do grau de intumescimento e relacdo entre as espessuras antes e apos

a absorc¢ao estdo apresentados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14. Grau de intumescimento (Gl) e a relacdo da espessura (8/0;) dos filmes sem

natamicina (0%) e com natamicina (4%) reticulados com 5% de CacCl,.2H,0 e 3% de glicerol.

Gl (g H,O/ g filme) 0,/ &;

Amostra 0% natamicina 4% natamicina 0% natamicina 4% natamicina
FC1 4,24 +0,22%" 4,31+ 0,13* 5,35 + 0,88%" 5,76 + 0,51%"
FC2 3,49 +0,19°* 3,05 +0,16°* 4,88 +0,31%" 4,99 +0,11%*
FC3 1,74 + 0,084 1,70+ 0,17 3,34 + 0,044 3,11 +0,29°*
FC4 1,27 +0,10% 1,25 +0,18% 3,22 +0,24A 3,30 £ 0,29°A
FC5 0,94 +0,01%* 0,91 +0,01%* 2,60 +0,11° 2,42 +0,059%A
FC6 0,75 + 0,075 0,82 +0,01°* 2,23+ 0,124 1,99 + 0,054
FC7 0,63 +0,05™ 0,72 +0,08%* 1,75 +0,064°4 1,88 +0,03%

Médias + desvio padrdo das repeti¢des.
Letras mindsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que n&o ha diferenca significativa (p<
0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.

O grau de intumescimento e a relagdo de espessura dos filmes ativos néo

apresentaram diferencas significativas em relacdo aos filmes comuns para o tempo de imerséo
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em 20 minutos, observando-se a mesma tendéncia da diminui¢cdo da absor¢cdo em agua com o

aumento de alginato na proporc¢ao.

s

Esta propriedade é importante, pois as modificagbes na matriz polimérica causadas
pelo intumescimento influenciardo na difusividade da natamicina através do filme e as
crescentes espessuras influenciardo a taxa de liberagdo do soluto. E possivel que a elevada
absorcdo de agua dos filmes de pectina resulte em um mecanismo de difusédo diferente dos

obtidos para os filmes de alginato.

Bajpai et al. (2006) produziram esferas de alginato e pectina reticulados com célcio em
véarias proporcfes e testaram a liberacdo de nitrato de potassio em dgua como modelo para
aplicacdo em agricultura. Os autores verificaram que, independente da quantidade de calcio
utilizada na reticulagdo, o aumento de pectina na formulacdo aumentou o grau de
intumescimento das esferas e atribuiu este comportamento a maior hidrofilicidade da pectina. O
aumento da proporcao de pectina de 37,5 para 71% elevou o grau de intumescimento de 4,2

para 14.

Zactiti (2004) verificou que o grau de intumescimento dos filmes de alginato aumentava
a medida que aumentava a quantidade de sorbato de potassio adicionada. Da Silva (2009)
obteve, para filmes de alginato com natamicina, um aumento proporcional ao da formulag&o

FC7, porém ao contrario do presente trabalho, este aumento foi significativo.

51.1.3 Contelido de umidade e massa solubilizada em agua

Na Tabela 5.15 estdo dispostos os resultados do contetdo de umidade e solubilidade

dos diferentes filmes.

O contetdo de umidade dos filmes ativos apresentou diferencas significativas apenas
para as formulagdes com maior teor de pectina, FC1, FC2 e FC3. Ja a massa solubilizada
aumentou em todas as formulacdes, com excecdo de FC6 e FC7. Este aumento de massa
solubilizada nos filmes ativos pode estar relacionado com a liberagcdo da natamicina durante o

periodo de 24 horas do ensaio em que os filmes permanecem imersos em agua sob agitacao.

Esta hipétese foi confirmada durante os ensaios de liberacdo que seréo apresentados
nas préoximas sec¢fes, que mostram que os filmes contendo mais alginato possuem uma
liberagdo mais lenta necessitando de cerca de 25 dias para liberar todo o antimicrobiano

presente no filme. Ja os filmes de alto teor de pectina liberam todo o agente ativo em
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aproximadamente 24 horas. Uma menor compatibilidade do agente ativo com a pectina também
pode ter dificultado a reticulac@o desses filmes com os ions céalcio. Com a reticulagéo deficiente,

a difuséo da 4gua através das cadeias é facilitada.

Tabela 5.15. Umidade (w) e massa solubilizadvel em &gua (MS) dos filmes sem e com

natamicina reticulados com 5% de CaCl,.2H,0 no 2° estagio.

w (%) MS (%)

Amostra 0% natamicina 4% natamicina 0% natamicina 4% natamicina
FC1 16,94 + 1,054 23,77 +1,41%B 24,53 + 0,543 45,52 + 1,79%B
FC2 21,73 +0,53%* 24,73 + 1,418 20,02 + 0,554 31,14 + 4,258
FC3 18,84 + 1,214 24,53 + 0,25%B 18,68 + 1,45%A 22,37 +2,26%
FC4 18,57 +1,13%4 22,48 + 1,49%A 16,92 + 1,974 25,66 + 4,76°8
FC5 19,32 + 0,274 19,99 + 1,574 16,89 + 0,74°" 24,69 + 1,84°%
FC6 19,89 + 0,86%*" 22,76 + 00,5824 16,10 + 1,85°%" 18,63 +2,12%A
FC7 18,88 + 0,914 21,70 + 0,814 19,03 + 1,224 17,74 + 1,98°4

Médias + desvio padréo das repeti¢des.
Letras minUsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que néo ha diferenca significativa (p<
0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.

Para os filmes de alginato do estudo de Zactiti e Kieckbusch (2009), a presenca de
sorbato de potassio dobrou a massa solubilizada em agua em relacdo ao filme sem
antimicrobiano. Os autores também atribuiram este comportamento a uma possivel lixiviacdo do
antimicrobiano, visto que os ensaios de liberacdo destes filmes indicaram que o sorbato foi
totalmente liberado apds poucos minutos de imersdo em agua. Comportamento semelhante a

este também foi obtido por Bertan (2008), para a adicao de sorbato de potéssio aos filmes de

amido, gelatina e gluten.

51.14 Resisténcia mecanica

Na Tabela 5.16 estdo apresentados os resultados de tensdo na ruptura e alongamento

na ruptura dos filmes ativos e dos filmes simples sem antimicrobiano.

A tensdo na ruptura, assim como a PVA e a solubilidade em agua, teve seu valor
reduzido significativamente com a adicdo da natamicina as formulagbes (média de 16% de
reducdo). Possivelmente, também, devido a uma modificagdo da estrutura que prejudicou o

processo de reticulagdo com os ions célcio. Apesar da reducédo da TR, o alongamento manteve
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a mesma tendéncia dos filmes confeccionados sem o antimicrobiano. Este comportamento é
contrério ao esperado uma vez que a diminuigdo das forgas coesivas entre as cadeias aumenta

a elasticidade do filme.

A perda da resisténcia mecéanica, porém, ndo alterou a tendéncia entre as diferentes

formulacdes, ou seja, os filmes de pectina continuaram mais frageis que os filmes de alginato.

Tabela 5.16. Tensdo na ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes sem e com natamicina
reticulados com 5% de CaCl,.2H,0.

Amostra TR (MPa) A (%)
0% natamicina 4% natamicina 0% natamicina 4% natamicina

FC1 65,49 + 5,52%4 48,46 +593%% | 4,66 +0,44*" 4,75 +0,37%*
FC2 61,32 + 2,80%" 53,89 + 2,96%8 4,56 + 0,65*" 5,08 + 0,86*"
FC3 83,44 + 8,06°" 73,69 £ 4,99% | 4,68 +0,84*" 5,03 + 0,64*"
FC4 94,53  3,43°" 80,87 +7,08*® | 4,68+0,53*" 4,81 +0,45**
FC5 116,64 + 8,68* 89,66 +8,66"® | 5,21+0,76*" 5,62 + 1,29%4
FC6 126,41 + 5,66>" 105,31+ 5,07*® | 5,97 +0,63*" 5,88 + 0,81*"
FC7 122,51 + 3,27%* 106,73 +4,99% | 6,59 +0,72°* 6,84 +1,09%*

Médias + desvio padrdo das repeti¢des.
Letras minUsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que ndo ha diferenca significativa (p<
0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.

A perda da resisténcia mecénica a partir da incorporacao de natamicina em filmes de
celulose também foi verificada por Pires et al. (2008), com redugéo de 93,86N para 57,27N. Os
filmes tornaram-se mais frageis também na elasticidade que reduziu de 4,54 para 1,69%. Os
autores atribuiram a reducdo a modificacdo da estrutura polimérica, afetada pelo

antimicrobiano.

Em outro estudo, Limjaroen et al. (2003) produziram filmes de cloreto de polivinilideno
contendo &cido sorbico, sorbato de potassio e nisina e observaram uma reducdo na tensdo na
ruptura (aproximadamente 35%) com o aumento da concentracao de antimicrobiano. Todavia, assim
como no presente trabalho, o alongamento para estes filmes ndo sofreu alteracdo. Segundo os
autores, os componentes antimicrobianos podem ter criado altas concentracdes localizadas de

antimicrobiano na estrutura polimérica que resultam na diminuicao da tensao na ruptura dos filmes.

Cha et al. (2002) também verificaram uma grande reducéo da resisténcia a tracdo e da

elasticidade ao compararem filmes de alginato com e sem adicdo de diversos antimicrobianos e
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Y

atribuiram este comportamento a modificagdo da rede polimérica dos filmes. Para filmes
adicionados de nisina, a reducao foi de aproximadamente 50%. Pranoto et al. (2005b) avaliaram o
efeito da adicdo de sorbato de potassio ou nisina sobre as propriedades mecénicas de filmes de
quitosana e verificaram, que para ambos agentes, houve grande reducdo na tensdo na ruptura com
aumento no alongamento. A reducdo da tensdo na ruptura chegou a 60% quando altas
concentracfes de antimicrobiano foram utilizadas. Estes autores ainda verificaram que o efeito foi
ainda maior quando maiores concentracdes do agente foram utlizadas e salientaram que a
incorporacdo de qualquer outro aditivo que ndo seja um agente reticulante, geralmente provoca a

diminuicédo da tenséo na ruptura.

Contréario a este comportamento, outros trabalhos reportam que a adicdo de antimicrobiano
nao provocou alteracdo nas propriedades mecéanicas, como em filmes de alginato com sorbato de

potéssio (Zactiti e Kieckbusch, 2009) e filmes de metilcelulose com natamicina (Tlre et al., 2009).

Segundo Han (2005), a diminuicdo da forca fisica e da integridade mecéanica dos filmes
pode ser causada por um excesso de agente antimicrobiano que ndo é capaz de ser

incorporado adequadamente ao material.

5.1.1.5 Cor e opacidade

A cor e opacidade sdo propriedades de grande importancia na aplicacdo dos filmes
como embalagem para alimentos. A opacidade das formulacbes dos filmes ativos foi
determinada e comparada aos filmes confeccionados sem o antimicrobiano, cujos resultados

estdo apresentados na Figura 5.16.

A partir da analise realizada verificou-se que, para todas as formulacdes, a
incorporacdo da natamicina aos filmes provocou um grande aumento na opacidade dos filmes
(aumento médio de 7 vezes na opacidade). Enquanto a opacidade dos filmes sem natamicina
variou entre 4,55 (pectina) e 13,12% (alginato), os filmes ativos apresentaram opacidades entre
46,02 (90/10) e 57,20% (50/50). Os valores obtidos para todas as formulagbes estéo

apresentados no Apéndice B.

Nos filmes sem natamicina, observou-se um crescente aumento da opacidade com o
aumento da proporcéo de alginato na formulacéo. Porém, esta tendéncia néo foi verificada para
os filmes ativos, uma vez que a menor opacidade foi obtida para os filmes 90/10 (FC2) e 90/10
(FC6) e a maior para os filmes 50/50 (FC4). Um filme de PVC, comumente utilizado na

embalagem de produtos alimenticios, teve sua opacidade determinada em 7%. Este resultado
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aponta os filmes simples de pectina e as formulagfes com até 50% deste biopolimero em sua

composi¢cao com excelente transparéncia.
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Figura 5.16. Opacidade dos filmes ativos (=) e dos filmes sem natamicina (m) com diferentes

proporcdes de pectina/alginato.

A maior opacidade dos filmes contendo mais alginato pode estar relacionada a maior
espessura destes em relacdo aos filmes com mais pectina. Os resultados de opacidade deste
trabalho sdo semelhantes aos obtidos por da Silva (2009), cujos filmes de alginato puros

apresentaram 7% e a adicdo de natamicina elevou a opacidade para 52%.

A Figura 5.17 mostra uma fotografia comparando os dois tipos de filmes, onde é
possivel verificar visualmente a maior transparéncia dos filmes sem antimicrobiano (a

esquerda).

Figura 5.17. Foto demonstrando a diferenca de opacidade dos filmes.
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A maior opacidade verificada nos filmes ativos pode ser explicada pela estrutura
guimica da natamicina, que apresenta simultaneamente em sua molécula, uma fracédo
hidrofilica e outra hidrofébica, que faz com sua solubilidade em &gua seja baixa. Varios
trabalhos relatam o aumento da opacidade dos filmes devido a adicdo de substancias
hidrofébicas como, por exemplo, Yang e Paulson (2000) relataram que a adi¢cao de lipidios aos
filmes de gelana torna-os mais opacos e com coloragdo esbranquicada. Ozdemir e Floros
(2008) observaram um aumento na opacidade de filmes de proteina de soro de leite com adi¢do
de cera de abelha, sendo que a adicdo do antimicrobiano sorbato de potassio promoveu a

diminuicdo da opacidade desses filmes.

Os parametros de cor, L*, a* e b* dos filmes estdo dispostos na Tabela 5.17, bem
como os resultados obtidos no calculo da diferenca total de cor AE*. A diferenca total de cor foi
calculada para as formulac@es dos filmes ativos, utilizando-se como padrédo os filmes comuns

equivalentes.

Tabela 5.17. Parametros de cor L*, a* e b* dos filmes com e sem tratamento antimicrobiano e

diferenca total de cor (AE*) usando como padréo os filmes sem tratamento.

Amostra % natamicina L* ar b* AE*

o1 0 93,50 + 0,22" -0,02 + 0,03 1,69+ 0,029
4 95,71 + 0,172 0,59 + 0,022 3,97+ 0,09¢ 3,23

o 0 92,06 + 0,94 0,03 +0,01° 2,18+ 0,02°
4 95,25 + 0,10 0,51 +0,01°¢ 3,80+ 0,09¢ 3,96

cca 0 94,20 + 0,44 -0,03 +0,01 2,01+ 0,03
4 95,42 +0,11%° 0,56 + 0,01° 4,39+ 0,07° 2,88

cca 0 94,12 + 0,43 -0,12 +0,02" 2,00+ 0,13°
4 95,70 + 0,05% 0,58 + 0,01 4,48 +0,12° 3,35

s 0 94,27+ 0,38° -0,10 + 0,02" 1,81+ 0,03
4 95,39 + 0,11®° 0,50 + 0,01° 4,39 + 0,02° 2,62

C6 0 93,16 + 1,66 -0,03 +0,01 2,25 +0,07°
4 95,06 + 0,09 0,44 +0,02¢ 4,39 + 0,04° 3,64

ot 0 93,99 + 0,07° -0,07+0,01° 2,25 +0,07°
4 94,84 +0,19% 0,44 +0,01¢ 4,83 +0,16% 2,76

Média + desvio padréo das repeticGes.
Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que ndo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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A analise dos dados revela que todas as formulagbes contendo natamicina
apresentaram um aumento significativo na luminosidade L*. Este parametro representa a
gualidade pela qual se distingue uma cor clara de uma cor escura. Em relagdo ao parametro
a*, enquanto todas as formulagcbes com 0% de natamicina apresentaram-se negativas, com
tendéncia para a tonalidade verde, as formulagbes com 4% foram positivas, tendendo ao
vermelho, entretanto, os valores deste par@metro foram de fraca intensidade. Os resultados do
parametro b* indicaram que a natamicina provoca um aumento significativo na tonalidade
amarela dos filmes. Em relacdo aos filmes simples, verificou-se que os filmes das formulac¢des
FC1 e FC2 tiveram o parametro b* de menor intensidade que os demais, ou seja, tendendo

menos ao amarelo.

A diferenca total de cor ndo apresentou uma tendéncia muito definida sendo mais
pronunciada para a formulacdo FC2 e FC6. Esta diferenca é resultante, principalmente, do
parametro b*, cujo aumento foi mais pronunciado, promovendo um ganho de tonalidade

amarela nos filmes ativos.

Tendéncia semelhante foi verificada por Pranoto et al. (2005a). A adicdo do
antimicrobiano natural de 6leo de alho aos filmes de alginato afetou a aparéncia dos filmes em
relacdo a transparéncia e também a cor. Os filmes apresentaram menor luminosidade e
tenderam ao amarelo sendo que o parametro b* foi de -3,35 (flme sem antimicrobiano) para

4,65 com a adic¢ao do dleo.

Na Tabela 5.18, estdo apresentados os resultados para o angulo Hue e o Croma dos

filmes.

O angulo Hue dos filmes variou entre 89,33 e 93,52°. Verifica-se, de acordo com o
diagrama CIELab (Figura 4.4), que os filmes ativos possuem o angulo Hue orientado para o 1°
quadrante, entre a (+) e 0 b (+). Os valores indicam que os filmes apresentam-se entre o
amarelo-laranja e o amarelo, e com mais intensidade devido ao maior valor do croma. O croma
indica a intensidade da cor representada pelo valor do Hue cujo valor maximo é 16. Ja os filmes
sem natamicina apresentaram fraca intensidade de cor, representada pelos menores valores do

croma, e com a tendéncia de orientacdo do angulo para o 2°quadrante.

Da Silva (2009) obteve caracteristicas gerais de cor semelhantes para filmes de
alginato com natamicina. O angulo Hue situou-se entre 85,70 e 92,55° e houve um aumento no

parametro b* com a incorporacao do agente ativo.
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Tabela 5.18. Angulo Hue e Croma dos filmes sem e com natamicina.
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Amostra % natamicina Hue Croma
Fe1 0 90,51 + 0,23¢ 1,70 +0,02"
4 81,59 +0,10" 4,06 + 0,09°
—= 0 89,33 + 0,299 228 +0,21f
4 82,41 +0,03' 3,78 +0,09°
FC3 0 90,57 + 0,28 2,01+ 0,03¢
4 82,17 +0,07™ 4,10 +0,07¢
— 0 93,29 + 0,09° 227 +0,85'
4 82,63 + 0,04 4,58 +0,12°
Fos 0 93,52 + 0,292 1,79 + 0,03"
4 83,51 + 0,04 4,41+ 0,02°
i 0 90,67 +0,12° 2,27 +0,07f
4 84,15 + 0,06' 4,42 + 0,04°
For 0 91,65 + 0,17° 2,22 + 0,06
4 84,61 +0,09" 4,65 +0,16°

Média + desvio padrdo das repeti¢des.
Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que n&o hé diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de
Tukey.

5.1.1.6 Microestrutura

As micrografias da superficie e da secdo transversal dos filmes ativos de pectina,

alginato e suas misturas estao apresentadas nas Figuras 5.18 a 5.24.

Observa-se que a incorporacdo da natamicina aos filmes provocou grande alteracéo na
superficie, onde sdo encontrados granulos e cristais de natamicina depositados nos mesmos.
Nas micrografias das fraturas, também séo verificadas superficies irregulares e
descontinuidade. Ja se havia constatado visualmente que os filmes ativos eram menos
transparentes e apresentavam a superficie levemente aspera. Isto pode ter sido ocasionado
pela baixa solubilidade da natamicina a solugéo filme-formadora e esta modificacdo na estrutura

corrobora com a diminui¢ao da resisténcia mecanica dos filmes ativos.

Entre as diferentes formulagdes, nota-se que os filmes de alginato (FC7) apresentaram

estrutura mais homogénea e regular do que os demais filmes. Também, a presenca dos cristais
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parece ser de menor intensidade nesta formulagéo, indicando uma melhor incorporagdo da

natamicina nestes filmes.

Como ja foi informado, durante o processo de confec¢do dos filmes, foi verificado que
havia uma grande dificuldade em produzir filmes de pectina adicionados de natamicina.
Dificuldades encontradas com a pectina ndo foram observadas nos filmes de alginato e
formulacdes contendo maior proporcdo deste biopolimero. As micrografias confirmam que a

natamicina € mais compativel com o alginato do que com a pectina.

Estruturas cristalinas também foram verificadas por Tire et al. (2008) em filmes de
gluten contendo natamicina e por Pires et al. (2008) quando era feita a adicdo de natamicina,
nisina ou a combinacdo dos dois agentes em filmes de metilcelulose. Filmes de cloreto de
polivinilideno tiveram sua estrutura modificada com a adicdo de nisina, sorbato de potassio e

acido sorbico (Limjaroen et al., 2003).

2un ] Mag= 5.88 K X 2pn ] Mag= 5.88 K X

Figura 5.18. Micrografias da superficie e sec¢ao transversal dos filmes ativos de pectina FC1.

2um Mag= 5.808 K X 2umn Mag= 5.88 K X
H H

Figura 5.19. Micrografias da superficie e secao transversal dos filmes ativos FC2.
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10pn | Mag= 1.06 K X 1eun | Mag= 1.00 K X

Figura 5.20. Micrografias da superficie e secao transversal dos filmes ativos FC3.

1epn | Mag= 1.60 K X 1epn | Mag- 1.80 K X

Figura 5.21. Micrografias da superficie e sec¢ao transversal dos filmes ativos FC4.

tepm Mag= 1.88 K X 1epm | Mag= 1.88 K X

Figura 5.22. Micrografias da superficie e sec¢ao transversal dos filmes ativos FC5.
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1epn Mag= 1.89 K X 1epyn | Mag= 1.08 K X

Figura 5.23. Micrografias da superficie e secao transversal dos filmes ativos FC6.

teun Mag= 1.80 K X 1epyn | Mag= 1.08 K X

Figura 5.24. Micrografias da superficie e secao transversal dos filmes ativos FC7.

A Figura 5.25 mostra a micrografia da superficie e fratura de um filme de alginato apés
o experimento de liberacdo em agua. Verifica-se a presenca de pequenas crateras no filme, em
locais onde se situavam os cristais que foram dissolvidos na liberacdo. Observa-se que, mesmo

apos 25 dias de imersdo em agua, os filmes mantiveram sua estrutura continua.

16pn | —] Mag= 1.98 K X 1epn || Mag= 1.88 K X

Figura 5.25. Micrografias da superficie e secéo transversal dos filmes ativos FC7 depois dos

ensaios de liberacéo.
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5.1.2 Ensaios de liberacdo de natamicina em agua

Os filmes ativos das diferentes formulagbes foram submetidos aos ensaios de
liberacdo em agua a temperatura ambiente (25°C) conforme descrito na Secédo 4.4. A fim de
avaliar a influéncia da espessura sobre o mecanismo de difusdo do agente ativo, foram
confeccionados filmes utilizando trés diferentes aliquotas de solucdo (50, 60 e 70 g) sobre os

moldes.

Para a certificacdo de que toda a massa de natamicina presente no filme havia sido
liberada, fez-se a quantificacdo desta antes do processo de liberagcéo, ou seja, determinou-se a
massa total presente em uma amostra de filme com a mesma area das amostras submetidas
aos ensaios de liberacdo em 4gua. Os resultados da massa total presente no filme antes dos
experimentos (Minicia)), @ Massa total liberada (M.) de cada filme bem como suas respectivas

espessuras, estdo apresentados na Tabela 5.19.

Os dados de espessura antes e apoés a liberagéo refletem o grande intumescimento
dos filmes de pectina e das formulagées com alto teor deste biopolimero. A relagdo entre as
espessuras final e inicial para os filmes de 50g estdo de acordo com os resultados obtidos na
Tabela 5.14, cujo experimento foi realizado em imersao durante 20 minutos em agua. Isto indica
que mesmo apos todo o tempo em que os filmes estiveram imersos em agua, o equilibrio de

intumescimento nao foi alterado.

Em relacdo a massa de natamicina presente nos filmes, observa-se, que mesmo sendo
adicionada a mesma quantidade de antimicrobiano em todas as formulagdes, os filmes com
maior conteudo de pectina apresentaram menor massa no filme. Isto provavelmente pode ter
ocorrido devido a uma prévia difusdo ainda durante a reticulacdo do 2° estagio, em que o filme
fica imerso na solu¢do aquosa de cloreto de calcio. Andlises no espectrofotdmetro da solucao
resultante da reticulagdo detectaram a presenca de natamicina para as formulagdes FC1, FC2 e
FC3, confirmando que houve difusdo durante este tempo. Para as demais formulagdes, o
equipamento ndo apontou indicio de liberacdo durante este processo. A mesma tendéncia foi

observada entre as diferentes espessuras estudadas.

Verificou-se, ainda, que os valores determinados de massa inicial de natamicina para
os filmes antes de serem submetidos a liberacdo e os valores determinados pelo experimento

sdo muito préximos, indicando que praticamente toda a massa presente no filme foi liberada.
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Tabela 5.19. Espessuras inicial e final, relacdo entre as espessuras e quantidade total de

natamicina antes e ap0s o ensaio de liberacéo.

Filme | Aliquotas (9) 5 (um) & (um) 5i/5; Minicial (MQ) M. (Mg)
50 21+08" | 139£94° | 6,62 | 0,74%0,02" | 0,78+0,02"
FC1 60 20+09' | 200+£11,3°| 6,89 | 1,02%£0,03% | 1,05+0,03*
70 35+16% | 248+16,3%| 7,09 | 1.26+0,06™ | 1,24+0,03"
50 24+14° | 144:70° | 6,00 |083+002% | 0,84+0,02"
FC2 60 31+11' | 172+41° | 555 |104+0,01% | 1,02+0,03"
70 38+1,4° | 232+102° | 6,10 | 1.35+004° | 136+0,04°
50 24 +1.19 77427 321 | 0,82+0,01°" | 0,860,029
FC3 60 34+0,9% | 93:29" | 273 | 1,14%0,03" | 1,15+0,02
70 41+11° | 114%519 | 2,78 | 136+003" | 1,36+0,04°
50 26 £ 0,7° 73+41% | 281 | 095%0,029| 0,89+0,01"
Fca 60 34+16° | 84:49" | 247 | 1112002 | 1,17 0,03
70 44+1,3* | 125+88" | 284 | 168+004% | 1,73£0,07°
50 20+1,6' | 66+45% | 228 | 103£003% | 0,99+0,03"
FC5 60 34+09% | 86+57" | 253 | 129%0,02" | 1,32+0,05°
70 41+1,1° | 94+16" | 229 | 158%0,03" | 1,60+0,05°
50 30+10 | 59+29™ | 197 | 1.08+0,03%[ 1,10+0,02%
FC6 60 35+10%° | 64%37¢ | 183 | 1,36£002° | 1,31%0,03°
70 43+11% | 80+29" | 186 | 1,63+004* | 1,66+0,06"
50 3114 50+0,8" | 1,61 | 1,11+002% | 1,08+0,03%
FC7 60 37:12° | 64:17¢ | 173 | 1.31+004" | 120£0,02°
70 44+13* | 77+28 | 1,75 | 1,60+0,02" | 1,61+0,06"

Média + desvio padréo de trés repeticdes.
Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que néo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Com o objetivo de avaliar o mecanismo envolvido no processo de difuséo, utilizou-se o
Modelo da Lei da Poténcia (Equacéo 3.5) que relaciona a perda de soluto no periodo inicial de
liberacdo (Mt/M. < 0,60) com o tempo. Para todas as formula¢cBes, foi plotado o grafico
In(Mt/M..) versus In (t). A Figura 5.26 ilustra este tipo de linearizacdo para as trés espessuras da
formulacdo FC4. Devido a grande semelhanca entre as curvas, os graficos das demais

formulacdes ndo foram apresentados. Com a linearizacéo, o expoente difusional n foi obtido a
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partir do coeficiente angular das retas enquanto a constante difusional k foi calculada a partir do

coeficiente linear.

In ()

0,00

-0,50

-1,00

-1,50

In (M /M)

-2,00

-2,50

-3,00

5.26. Curva In (M/Minsinito) VS In (t) para filmes FC4 de 50g (¢), 60g(m), 70g (A).

Os valores do expoente difusional e da constante difusional de todas as formulacdes

estéo apresentados na Tabela 5.20.

Todos os ajustes apresentaram coeficiente de correlagdo R® maiores que 0,99,
indicando que o Modelo da Lei da Poténcia representa bem os dados experimentais. Os
expoentes difusionais variaram de 0,3371 a 0,8466, sendo que os menores valores foram
obtidos nas formula¢cBes FC1 e FC2. Verifica-se que, exceto para estas formulagfes, todas as
demais apresentaram um expoente difusional entre 0,5 e 1, caracteristico da difusdo anémala,
mecanismo no qual a taxa de difusdo do solvente e a relaxacdo das cadeias poliméricas sdo da
mesma ordem de magnitude. O desvio em relagcdo ao comportamento Fickiano indica que o
fenbmeno de relaxacdo do polimero € mais proeminente e poderd afetar a liberacdo da
natamicina nos primeiros instantes do processo. Os filmes da formulacdo FC2 com 70g

apresentaram os valores mais préximos do mecanismo de difusédo Fickiana (n=0,5).

Poucos trabalhos na literatura relatam valores menores que 0,5 para o0 expoente
difusional, como encontrado nas formulagcdes FC1 e FC2. Estes valores indicariam que o
principal mecanismo que rege a liberagdo é a associacdo de difusdo parcial através de uma
matriz intumescida e através de poros hidrofilicos (Peppas, 1985 citado por Berwig, 2006). Em
um trabalho com blendas de quitosana e metilcelulose para liberacdo de farmaco foram obtidos
valores de n entre 0,1 e 0,48 e 0 mecanismo foi denominado como quase-Fickiano (Kumatri et

al., 2009). Em outro estudo de liberagcédo de nitrato de potéssio a partir de esferas de alginato e
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pectina, os autores também relatam um mecanismo quase-Fickiano quando o expoente
difusional foi de 0,35 (Bajpal et al. 2006). Deve-se ressaltar para a geometria esférica o
comportamento é considerado Fickiano quando o expoente difusional for igual a 0,43

(Siepmann e Peppas, 2001).

Tabela 5.20. Expoente difusional (n) e constante difusional (k) da liberacdo de natamicina nos

diferentes filmes.

Filme Aliquotas (g) n k(s™
50 0,5744 4,54x10°
EC1 60 0,4272 1,43x10?
70 0,3371 3,44x10%
50 0,4615 1,01x10°
EC2 60 0,4047 1,59x107
70 0,4998 6,30x107
50 0,7183 8,43x10™
FC3 60 0,7428 5,68x10™
70 0,7344 5,40x107
50 0,7258 6,56x10™
FCa 60 0,7221 5,51x10™
70 0,7392 3,50x107
50 0,8149 1,41x10™
EC5 60 0,8243 9,22x10°
70 0,8466 7,26x10°
50 0,6191 5,08x10™
FC6 60 0,7009 1,58x10™
70 0,6833 1,79%x10™
50 0,6028 4,32x10™
EC7 60 0,6366 2,14x10™
70 0,6038 2,66x10™

Mecanismo de difusdo anémalo foi obtido por Zactiti e Kiecbusch (2009) para filmes de
alginato com sorbato de potassio cujo valor do expoente difusional foi de aproximadamente
0,80. Da Silva (2009) obteve um expoente difusional de 0,608 para os filmes de alginato

incorporados com 4% de natamicina. Este valor é proximo ao observado no presente trabalho
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para a formulagdo FC7. Ozdemir e Floros (2001) obtiveram expoente difusional entre 0,55 e
0,86 para liberacdo de sorbato de potdssio em filmes de proteina de soro de leite e cera de

abelha.

by 7

Em relacdo a constante k, quanto maior forem os valores, menor € o tempo para
liberagdo do agente ativo. Dessa forma, os resultados obtidos para a constante estdo de acordo
com os tempos de liberagédo, pois os maiores valores foram verificados para as formulacoes

FC1 e FC2, que liberaram a natamicina em menor tempo.

Os dados obtidos durante os ensaios de liberacdo foram ajustados ao modelo de
difusdo em sdélidos semi-infinitos (tempos curtos) a fim de determinar a difusividade nos
instantes iniciais de liberacdo. Para este caso, a liberacdo segue a cinética de ordem % e 0s
valores para a fracdo de massa liberada deve exibir ajuste linear em fun¢éo da raiz quadrada de
t.

Nas Figuras 5.27 a 5.30, estdo apresentados os ajustes das diferentes formulacdes

nas trés espessuras ao modelo de solidos semi-infinitos.

0,70 - () 0,60 1 {b)
g0 0,50
0,50 0.40
z 2% g 0,30
% 0,30 E
0,20
= 020 =
010
0.10
D.DD T T T T T " DIDD T T T T 1
20 30 40 50 &0 70 a0 o . 40 G0 & 100
t1ﬂ (s) t1.2 I:S:I

Figura 5.27. Ajuste dos modelos de sélidos semi-infinitos para filmes FC1 (a) e FC2 (b) de

filmes de 70g (A), 60g(m) e 509 (¢).
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ic) (d)
0,60 - 0,70 1
0,50 4 0,60 A
0,40 4 0,50 -
g 20,40 A
= 0,30 4 =
= E 0,30
=
= 0,20 0,20 4
0,10 4 0,10 A
0,00 . T T T . . 0,00 . T . . T . S
20 40 0 g0 100 120 140 20 40 £0 30 100 120 140 160
" (s) 1'% (s)

Figura 5.28. Ajuste dos modelos de sélidos semi-infinitos para filmes FC3 (c) e FC4 (d) de 70g
(A), 60g(m) e 509 (¢).

0,50 (e 0,70 - i
0,50 0,60 1
-
0,50 -
0,40
o 040 1 ¥
8 0,30
= 0301
= 0,20 = o4
0,10 0,10+
DIDD T T T T T T 1
. i 50 100 150 200 250 300 350
0 50 100 150 200 280
1'% (s) 112 (s)

Figura 5.29. Ajuste dos modelos de sélidos semi-infinitos para filmes FC5 (e) e FC6 (f) de 70g
(A), 60g(m) e 50g (¢).

0.70 1 )

0,60 - .

0,50 4

0,40 -

Mt/M =

0,30 -
0,20 -
0,10 -

0,00 T T T T T T .
1] 100 200 300 400 a00 600 oo

t1.€ l:s:.

Figura 5.30. Ajuste dos modelos de soélidos semi-infinitos para filmes FC7 (g) de 70g (A), 60g
(m) e 509 (#).
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Os dados experimentais foram também ajustados ao modelo da Equacdo 3.4 e as
curvas para os filmes de 50g estdo apresentados das Figuras 5.31 a 5.34. Os ajustes das
formulacdes nas espessuras de 60 e 70g estao apresentados no Apéndice C.

. r/‘/'dr T %] ¥ o LRI i
0,9 4 0s
081 08 - FC2
il FC1 .
0,6 A 05 -
# 0,5 s 05
S 04 = 04
= =
03+ = 03
024 0,2
0,1 4 01 -
I:l T J 1. T T 1 ﬂ T T T T T 1
a) a 5 10 15 20 i) 30 () 1} 5 10 15 20 il an -]
Tempo [horas) Tempo (horash

Figura 5.31. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC1 (a) e FC2 (b) de 50g.
Valores experimentais (o) e modelo (—).

1 - . - 1 - - ~
05 049 .
08 FC3 0.8 Frd
07 07
0B 0,6
B 8
05 05
E 04 S o4
=3 = 03
02 0,2
03 0,1
D b T T T 1 ] I:I T T T ¥ T T T T !
i) ] 20 40 EQ B0 [d} 1} 10 a0 20 40 a0 60 70 o1l
Temp o {horas) Tempo thoras)

Figura 5.32. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes (c) FC3 e (d) FC4 de 50g.
Valores experimentais (o) e modelo (—).
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Figura 5.33. Fragdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC5 (e) e FC6 (f) de 50g.
Valores experimentais (o) e modelo (—).
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Figura 5.34. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC7 (g) de 50g. Valores
experimentais (o) e modelo (—).

Observa-se pelo formato das curvas que o tempo total necessério para a liberacdo de
toda a natamicina presente no filme aumenta a medida que as formulagdes apresentam
maiores proporcbes de alginato. Enquanto os filmes de pectina (FC1) liberaram o
antimicrobiano em menos de 30 horas, os filmes de alginato (FC7) necessitaram de quase 800
horas para que ocorresse a completa liberacdo. Estes resultados, juntamente com as
micrografias, reforcam a hipétese de que a natamicina apresenta maior compatibilidade com o
alginato e explicam a tendéncia de aumento de massa solubilizada com o aumento da pectina

na estrutura, conforme ja visto na Tabela 5.15. Em relacéo as diferentes espessuras, ndo foram
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observadas alteragdes no tempo total de liberagdo, somente na quantidade total liberada, o que

€ esperado, pois em uma area maior de filme h& maior quantidade de antimicrobiano presente.

A partir das curvas também é possivel verificar que para a formulagdo FC1, 80% da
natamicina presente no filme € liberada em menos de 3 horas, ja para os filmes de alginato séo
necessérias cerca de 93 horas para liberar a mesma fragdo. O tempo total cresceu
gradualmente com a presenca de alginato para as demais formulagdes. Apesar desta drastica
diferenca de tempo entre as formulagdes, ndo houve muita diferenca entre a fracdo de tempo
ocupada para a liberacdo. A liberacdo de 80% da natamicina ocorreu em 12% do tempo total

dos filmes de pectina e 15% do tempo total dos filmes de alginato.

Na Tabela 5.21 estédo dispostos os resultados obtidos para os calculos da difusividade
pelo modelo dos Solidos Semi-infinitos e pelo modelo que engloba todos os dados
experimentais (Equacéo 3.4), bem como os respectivos coeficientes de correlacdo dos ajustes

aos modelos.

Os coeficientes de correlacdo mostram que os ajustes do modelo aos dados
experimentais, de forma geral, foram bons e os valores de difusividade encontrados estédo
préximos aos obtidos por tempos curtos. Os valores mais semelhantes entre os dois métodos
foram para os filmes FC2, indicando que o processo de intumescimento teve menor influéncia
da difusividade desta formulagdo. A espessura dos filmes exerceu grande influéncia nos
célculos de difusividade sendo que nos dois modelos houve aumento desta com aumento da
espessura para todas as formulagbes. Para os célculos das difusividades, utilizou-se a
espessura final dos filmes, uma vez que o tempo para o equilibrio do intumescimento é

pequeno em relagédo ao tempo de liberacéo.

Em relagdo as diferentes formulagfes, para os dois modelos, a difusividade diminuiu
com o aumento da concentracdo de alginato na formulacdo sendo que os valores chegaram a
abranger 4 ordens de grandeza quando o modelo da Eq. 3.4 foi utilizado, variando de 10° cm?/s

para a FC1 a 10 cm?/s para FC?7.

Bajpai et al. (2006) produziram esferas de alginato e pectina reticulados com célcio em
varias propor¢cBes e estudaram a liberacdo de nitrato de potassio em agua. Os autores
verificaram, assim como no presente trabalho, que a taxa de liberacdo aumentou com o
aumento da concentracdo de pectina na formulacdo. Este comportamento foi atribuido a grande

hidrofilicidade da pectina, que ao absorver mais agua provoca a maior relaxacado das cadeias
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resultando na maior liberagdo do agente ativo. Neste trabalho, também foi verificado que o
aumento da reticulagdo com ions célcio diminuia a taxa de liberagcdo devido & menor relaxagéo

das cadeias.

Tabela 5.21. Difusividades efetivas dos filmes calculadas pelo ajuste dos dados experimentais

ao modelo de Solidos Semi-infinitos (tempos curtos) e ao modelo da Equagéo 3.4.

=i Aliquota Tempos curtos Modelo
lime
(9) De (cm?/s) R? De (cm?/s) R?
50 3,92x10° 0,9991 3,22x10° 0,9963
FC1 60 4,07x10° 0,9981 4,81x10° 0,9987
70 5,74x107° 0,9989 9,53x10° 0,9869
50 2,04x10° 0,9991 2,16x10° 0,9988
FC2 60 2,18x10° 0,9993 2,75x10° 0,9934
70 4,33x10° 0,9993 4,14x10° 0,9992
50 6,09x10%° 0,9980 3,62x10%° 0,9914
FC3 60 7,23x101° 0,9994 4,27x101° 0,9849
70 9,10x10?° 0,9991 5,35x10%° 0,9835
50 3,92x10%° 0,9989 2,80x10%° 0,9834
FC4 60 4,47x101° 0,9993 3,01x10?° 0,9866
70 6,12x1071° 0,9989 4,11x10° 0,9835
50 1,41x107%° 0,9996 7,94x101! 0,9971
FC5 60 1,56x10*° 0,9982 9,30x10™"! 0,9952
70 1,85x10*° 0,9985 1,04x10° 0,9945
50 2,86x10™ 0,9992 2,58x10™" 0,9979
FC6 60 3,02x10™ 0,9988 2,73x10™" 0,9948
70 3,29x10 0,9988 3,02x10 0,9948
50 1,11x10 0,9988 9,18x10*? 0,9986
FC7 60 1,16x10™1! 0,9987 9,22x10*? 0,9981
70 1,18x10 0,9982 1,09x10! 0,9982

Jaya et al. (2009) confeccionaram microcapsulas de alginato e pectina em diversas

formulacbes para liberacdo de &cido acetilsalicilico e também observaram que as maiores
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liberagbes foram obtidas nas maiores proporcdes de pectina e que a barreira formada era mais

fraca que a de alginato.

Dessa forma, pode-se também associar que os filmes com maior proporgéo de alginato
do presente trabalho, que possuem um maior grau de reticulagdo, como j& demonstrado
anteriormente, apresentam menor difusividade porque dificultam a mobilidade da natamicina.
Zactiti (2004) observou que a difusividade do sorbato de potassio em agua diminuia com o
aumento da concentracdo de calcio utilizada na reticulagdo. Seus valores foram da ordem de

107 cm?/s.

Mesmo com as difusividades mais altas para a pectina, os valores determinados
encontram-se abaixo da maioria dos estudos sobre liberacdo de antimicrobianos em filmes
encontrados na literatura. Baixos valores para os coeficientes de difusividade sdo desejaveis
porque estao relacionados ao maior controle da liberacdo. Para sorbato de potassio, lisozima e
4cido sorbico, valores tipicos de difusividade sdo da ordem de 10® cm?%s (Buonocore et al.
2003, Ozdemir e Floros, 2001, Redl et al., 1996). Franssen et al. (2004) adicionaram natamicina
em filmes de proteina de soro de leite e determinaram difusividade em agua em 3,8.10™° cm?/s.

Ja a difusividade do sorbato de potassio nesses mesmos filmes aumentou para 9,24.107 cm?/s.

Da Silva (2009) obteve uma difusividade da natamicina em agua para filmes de
alginato muito proxima a da formulacdo FC7-70, que possui espessura semelhante
(1,639x10™cm?/s). Ao incorporar quitosana na formulagdo (fracdo maéssica de 0,175) este
coeficiente baixou para 0,775x10™. Em outro trabalho, esferas de alginato e pectina (50/50)
para liberacdo de nitrato de potassio apresentaram difusividade em &gua de 0,15x10°® cm?/s
(Bajpai et al., 2006).
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6 CONCLUSOES

Os filmes de pectina puros e os filmes de pectina e alginato mostraram-se visualmente
atrativos e ndo apresentaram separacdes de fases em nenhuma das propor¢cdes estudadas.
Todas as propriedades analisadas melhoraram com o aumento da concentracédo de alginato na
formulacao e, apesar da grande semelhanca entre as estruturas, a pectina nao € reticulada de

forma téo eficiente quanto o alginato.

A reticulacao parcial com ions calcio interfere nas caracteristicas visuais, de manuseio, e
na tensdo na ruptura dos filmes sendo que 1% de CaCl,.2H,0 (13,60 mg Ca?*/g biopolimero)
mostrou-se como a concentragcdo mais adequada. A reticulacdo complementar por meio do
tratamento com imersdo melhora significativamente as propriedades até um limite maximo de
5% de CaCl,.2H,0 (m/v), a partir da qual as mesmas séo prejudicadas por uma reticulagéo néo

uniforme.

O glicerol, necessério para melhorar a elasticidade dos filmes, afeta diretamente outras
propriedades como a tensdo na ruptura, solubilidade em agua e PVA, existindo um limite de
uso, que para os filmes deste trabalho foi de 3%. O tempo de imerséo na solucao reticuladora

influencia, principalmente, o contetdo de solubilidade em agua.

A incorporacdo da natamicina para a confeccdo dos filmes ativos influenciou
negativamente as propriedades funcionais, sobretudo a opacidade. A pectina mostrou menor
compatibilidade com o antimicrobiano e a liberacdo ocorreu de forma mais eficiente nas
formulacdes contendo mais alginato. As difusividades diminuiram com aumento do conteudo de
alginato e aumentaram com o aumento da espessura dos filmes. Os resultados de difusividade
apontam os filmes de alginato puro e os filmes contendo 10% de pectina como candidatos

potenciais a embalagens ativas para alimentos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar diferentes concentracdes de célcio no segundo estagio de reticulagdo em conjunto com
diferentes tempos de imerséo.

- Avaliar maiores concentracdes de pectina na solucéo filme-formadora.

- Realizar ensaios de liberagcédo de natamicina em um sistema alimenticio.

- Modelar o processo de difusdo levando em consideracéo a variacdo de intumescimento do
filme.

- Avaliar a liberacdo em sistemas com alto teor de gordura.
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Apéndice A

APENDICE A

Temperatura de transi¢do vitrea do alginato

Na Figura A.1 a estdo apresentados os resultados do médulo de armazenamento (E'),
modulo de perda (E”) e tangente de perda (tan &) para um filme simples de alginato
confeccionado com solucdo pré-reticuladora (30 mL) de 1% de CaCl,.2H,O. No segundo

estagio o filme foi imerso em 50 mL de solug¢do contendo 5% de CaCl,.2H,0, 3% de glicerol

durante 20 minutos.
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Figura A.1. Registro da andlise termomecénica do filme simples de alginato.
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APENDICE B

Opacidade em modo de transmitancia

Os dados de opacidade no modo de transmitancia dos filmes ativos e dos filmes sem

natamicina estdo apresentados na Tabela B.1.

Apéndice B

Tabela B.1. Opacidade dos filmes com e sem natamicina

Amostra

Opacidade

0% natamicina

4% natamicina

FC1
FC2
FC3
FC4
FC6
FC6
FC7

4,55 + 0,06°°
4,73 +0,08°"
6,67 + 0,35%F
7,85 + 0,48%"
11,25 + 0,108
12,56 + 0,472
13,12 + 0,06

51,98 + 0,89°*
46,02 + 1,084
51,27 +1,09°4
57,20 + 0,86*"
52,02 + 0,594
49,00 £ 0,47°A
48,57 +0,39°4

Médiat desvio padrado das repeticdes.

Letras mindsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas iguais em cada linha indicam que néo ha diferenca significativa (p<

0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.
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APENDICE C

Apéndice C

As curvas dos ajustes do modelo da Equacdo 3.4 aos dados experimentais, para as

diferentes formula¢des nas aliquotas de 60 e 70g, estdo apresentadas nas Figuras C.1 a C.7.
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Figura C.1. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC1 de (a) 50g e (b) 60g.
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Figura C.2. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC2 de (c) 50g e (d) 60g.
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Figura C.3. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC3 de (e) 50g e (f) 60g.
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Figura C.4. Fracado de natamicina liberada com o tempo para filmes FC4 de (g) 50g e (h) 60g.
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Figura C.5. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC5 de (i) 50g e (j) 60g.
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Figura C.6. Fracdo de natamicina liberada com o tempo para filmes FC6 de (k) 50g e (I) 60g.
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Figura C.7. Fracao de natamicina liberada com o tempo para filmes FC7 de (m) 50g e (n) 60g.
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