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RESUMO

AMORIM-SANTOS, Taline, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Fevereiro de
2014. Desenvolvimento e caracterizacdo de bioplasticos a base de amido de jaca com
incorporacdo de lisozima. Orientadora: Profé. D. Sc. Renata Cristina Ferreira Bonomo. Co-
orientadores: Profé. D. Sc. Ana Clarissa dos Santos Pires e Prof°. D. Sc. Luciano Brito
Rodrigues.

O interesse por embalagens biodegradaveis tais como o0s bioplasticos, esta aumentando
porque usa materiais naturais e recursos renovaveis, que ndo contribuem para a polui¢do
ambiental. Entre todos os biopolimeros o amido esta sendo pesquisado como um material com
grande potencial para elaboracdo de peliculas biodegradaveis. O objetivo deste estudo é a
elaboracdo e caracterizacdo de um bioplastico de amido de jaca com diferentes valores de pH,
e a incorporagdo da lisozima como agente antimicrobiano na matriz amilacea. Foram
desenvolvidos bioplasticos de amido de jaca com e sem adicdo de lisozima com diferentes
niveis de pH, a técnica utilizada foi do tipo casting. Os bioplasticos foram caracterizados
guanto a atividade antimicrobiana, espessura, solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua e
propriedades mecéanicas. Os bioplasticos apresentaram boa aparéncia e atividade
antimicrobiana contra Micrococcus Lysodeikticus. A espessura dos bioplasticos nao foi
afetada pela variacédo de pH, porém, a adicdo de lisozima causou um amento na espessura dos
mesmos. Os bioplasticos com maior concentracdo de lisozima foram o0s que apresentaram
maior espessura. A variacdo de pH das solucdes filmogénica favoreceu a solubilidade dos
bioplasticos e maior solubilidade em agua foi encontrada nos bioplasticos de pH 7,0 e na
maior concentracdo de lisozima. A incorporacdo de lisozima causou um aumento na
permeabilidade dos bioplasticos. A concentracdo de lisozima e a variacdo de pH causou
variacOes nas propriedades mecanicas dos bioplasticos. A adicdo de 8% de lisozima houve
uma aumento na resisténcia a tracdo e no médulo de Young em todos os valores de pH
estudados. Os bioplasticos e pH 7,0 e com 8% de lisozima apresentaram maior percentual de
alongamento. A difusdo da lisozima segue o mecanismo de transporte Fickiano. Portanto a

taxa de difusdo da lisozima é muito menor do que a taxa de relaxacdo da matriz polimérica.

Palavras chave: Enzima, atividade antimicrobiana e difusdo.



ABSTRACT

The interest in biodegradable packaging such as bioplastics, is increasing because it
uses natural materials and renewable resources, which do not contribute to environmental
pollution. Among all the starch biopolymers is being researched as a material with great
potential for development of biodegradable films. The objective of this study is the
development and characterization of a jackfruit starch bioplastic with different pH values, and
the incorporation of lysozyme as an antimicrobial agent in starchy matrix. Were developed
jackfruit starch bioplastics with and without addition of lysozyme with different pH levels, the
technique used was the type casting. Bioplastics were characterized for antimicrobial activity,
thickness, solubility, permeability to water vapor and mechanical properties. Bioplastics had
good looks and antimicrobial activity against Micrococcus lysodeikticus. The thickness of
bioplastics was not affected by the pH variation; however, the addition of lysozyme caused a
ning the thickness thereof. Bioplastics with the highest concentration of lysozyme showed the
greatest thickness. The pH range of filmogenic solution of bioplastics favored solubility and
greater aqueous solubility was found in the pH 7.0 and bioplastics highest concentration of
lysozyme. The incorporation of lysozyme caused an increase in the permeability of
bioplastics. The concentration of lysozyme, pH changes caused by variations in the
mechanical properties of bioplastics. The addition of 8% lysozyme there was an increase in
tensile strength and Young's modulus at all pH levels studied. Bioplastics and pH 7.0 and
88% of lysozyme showed higher elongation percentage. The diffusion of lysozyme follows
Fickian transport mechanism. Therefore, the lysozyme diffusion rate is much smaller than the

relaxation rate of the polymer matrix.

Keywords: Enzyme, antimicrobial activity and diffusion.

AMORIM-SANTOS, Taline, State University of Southwest Bahia, February 2014.
Development and characterization of bioplastics jackfruit starch based lysozyme
incorporation. Advisor: Prof.. D. Sc. Renata Cristina Ferreira Bonomo. Co-advisors: Prof.. D.
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1 INTRODUCAO

O interesse por embalagens biodegradaveis tais como os bioplésticos, tem aumentado
em razdo das preocupagdes ambientais, demandando a substituicdo de plasticos a base de
petr6leo por materiais naturais oriundos de recursos renovaveis e que, portanto nao

contribuem com o aumento da poluicdo ambiental.

Entre todos os biopolimeros o amido estd sendo pesquisado como um material com
grande potencial para elaboragdo de peliculas biodegradaveis. Varios pesquisadores tém
estudado o uso de amidos de diferentes fontes, para produzir bioplasticos com diferentes
propriedades uma vez que ¢ uma fonte de energia renovavel, barata e amplamente disponivel
(CHIUMARELLI e HUBINGER, 2014; PRATES e ASCHER, 2010; SHIMAZU et al., 2007;
CANO et al., 2014; DIEULOT e SKURTYS, 2013; SLAVUTSKY e BERTUZZI, 2014).

O amido pode ser obtido de diversas fontes vegetais, como cereais, raizes e tubérculos,
e também de carocos e polpas de frutas. De acordo com a sua origem, este biopolimero
apresenta diferentes propriedades fisicas, quimicas e funcionais e, em conseqléncia,
produzem bioplasticos com diferentes caracteristicas mecénicas e de barreira (MALI et al.,
2010).

Dentre as diversas fontes vegetais de amido tem se a jaca (Artocarpus heterophyllus)
que se encontra bem disseminada no Brasil, sendo mais comum na regido litoranea que se
estende do sul da Bahia até a Paraiba (DOREA et al., 2013). As sementes de jaca (que
geralmente sdo descartadas) contém consideravelmente alta quantidade de amido sendo nos
ultimos anos objeto de estudo de diversos autores, (MADRUGA et al., 2014; DUTTA et al.,
2011; NAYAK e PAL, 2013; SANTOS et al., 2013).

A utilizacdo do amido de jaca é uma forma de aproveitamento da semente de jaca a qual
é considerada um residuo agroindustrial. O amido de jaca tem sido estudado por alguns
autores (BARBOSA et al., 2013; DUTTA et al, 2011; KITTIPONGPATANA e
KITTIPONGPATANA, 2011; RENGSUTTHI e CHAROENREIN, 2011), porém existem
poucos relatos na literatura sobre a utilizacdo do amido de jaca na producao de bioplasticos
(BARBOSA et al., 2011).

Com incorporagdo de um agente antimicrobiano numa matriz polimérica é possivel se
obter um bioplastico com atividade antimicrobiana. Devido a crescente preocupagdo com a
qualidade microbiolégica dos alimentos tem se aumentado o interesse pelos filmes

antimicrobianos.
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Dentre os varios tipos de embalagens para alimentos estdo as embalagens ativas que sao
aquelas que interagem de maneira intencional com o alimento, visando melhorar algumas de
suas caracteristicas. Dentre estas temos a embalagem antimicrobiana que é um tipo promissor
de embalagem ativa que apresenta substancia antimicrobiana incorporada e, ou imobilizada
no material da embalagem e é capaz de eliminar ou inibir microorganismos deterioradores e,
ou patogénicos (SOARES et al., 2009).

A embalagem antimicrobiana ¢ uma possibilidade para empacotamento de varios
produtos, como carnes, massas, queijos, etc. Principalmente, porque a contaminacdo destes
produtos inicia-se na superficie, devido ao manuseio apds corte e processamento. O uso de
embalagens contendo agentes antimicrobianos tem como vantagem a difusdo desses
compostos da embalagem para a superficie do alimento de maneira controlada. (PIRES et al.,
2014).

Atendendo a tendéncia do consumidor que busca por alimentos com qualidade
microbiolégica e com auséncia de conservantes, pesquisadores estdo buscando o
desenvolvimento de embalagens ativas antimicrobianas que se baseiam na incorporacdo de
conservantes naturais na estrutura do polimero que compde os filmes (KECHICHIAN et al.,
2010; FIALHO et al., 2011; SOUZA et al., 2013; PIRES et al., 2014).

A lisozima é uma das enzimas antimicrobianas mais utilizadas para ser adicionada em
materiais de embalagem, uma vez que é uma enzima que ocorre naturalmente, com atividade.
Ela atua contra bactérias Gram-positivas e nos ultimos anos existem diversos relatos na
literatura sobre sua utilizacdo em filmes antimicrobianos (GUCBILMEZ et al., 2007; LIAN et
al., 2012; FABRA et al., 2014; CORRADINI et al, 2013)

Com a utilizacdo de um residuo sem nenhum valor nutricional como o amido de jaca, €
possivel desenvolver um biopolimero que quando associado com a utilizagdo da lisozima tem
o diferencial de atividade antimicrobiana podendo ser utilizado como uma embalagem ativa

para embalar varios produtos alimentares.

A producdo e aplicacdo dos bioplésticos com atividade antimicrobiana podem ser
classificadas como uma tecnologia de liberacdo controlada. Este procedimento é utilizado
para liberar substancias ativas, como 0s antimicrobianos, melhorando a eficéacia, seguranca e

conveniéncia de sua utilizacdo (TURBIANI et al, 2011).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Elaborar e caracterizar um bioplastico de amido de jaca contendo lisozima como agente
antimicrobiano e com diferentes valores de pH, com potencial de aplicacdo em embalagens de

alimentos.
2.2 Objetivos Especificos
1. Realizar extracdo do amido da semente de jaca.
2. Determinar a composicao centesimal do amido de jaca.

3. Elaborar biopléasticos de amido da semente de jaca com diferentes valores de pH e

diferentes concentracdes de lisozima.

4. Caracterizar os bioplasticos obtidos por analises atividade antimicrobiana, espessura,
solubilidade em &gua, solubilidade em &cido, permeabilidade ao vapor de agua e propriedades

mecanicas.

5. Avaliar o comportamento de difusdo da lisozima nos bioplasticos de amido de jaca.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bioplasticos

Os plésticos biodegradaveis, também chamados de bioplasticos, ao contrario dos
sintéticos derivados do petroleo, sofrem biodegradacdo com relativa facilidade, se
desintegrando totalmente na natureza. Uma substancia é biodegradavel se os microorganismos
presentes no meio ambiente forem capazes de converté-la a substancias mais simples,
existentes naturalmente em nosso meio. A utilizagdo de materiais biodegradaveis esta
ganhando grande importancia ambiental devido a demanda pela reducdo do consumo dos
materiais processados a partir de combustiveis fosseis e ndo reciclaveis (SNYDER, 1995;
ANDRADE, 2011).

Os polimeros biodegradaveis sofrem mais facilmente a acdo de microorganismos, por
conterem funcbes organicas em suas cadeias alifaticas: carbonilas, hidroxilas, ésteres,
hidroxiacidos, mais suscetiveis a acdo enzimatica, entretanto, é importante lembrar que esta
acao depende de fatores, tais como tipos de microorganismo s presentes, condi¢cdes do meio e
propriedades do polimero (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006; SILVA, 2010).

O uso dos bioplasticos tem sido crescente para a industria alimentar, pois, ajudam a
satisfazer muitos desafios relacionados ao descarte dos materiais plasticos tendo em vista a
vida util curta destes materiais quando utilizados como embalagens de alimentos. A
funcionalidade e o desempenho dos bioplasticos dependem de suas propriedades de barreira e
mecanicas, 0 que por sua vez dependem da sua composicao, seu processo de formacédo e o
método de aplicagio para o produto (RODRIGUEZ et al., 2006).

Os bioplésticos podem ser utilizados como revestimentos que sdo aplicados sobre a
superficie do alimento ou entre os alimentos, visando a reducdo na perda de vapor de agua,
oxigénio, migracdo de lipidios e aroma ou para estabilizar os gradientes de atividade de agua

e assim manter as diferentes propriedades de textura (GIANCONE et al., 2008).

Considerando as vantagens da tecnologia dos bioplasticos sobre as embalagens
tradicionais, assim como o grande aumento das pesquisas em materiais de embalagem
alternativos, € possivel predizer que o futuro das embalagens alimenticias pertence aos filmes
biodegradaveis. Filmes biodegradaveis podem ser produzidos a partir de misturas de

polissacarideos e proteinas cujas cadeias sdo longas e capazes de formar matrizes continuas
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que dao estrutura ao filme. As caracteristicas estruturais e a composicdo quimica dos

biopolimeros sdo muito importantes na elaboracao de filmes biodegradaveis (ROCHA, 2009).

Pelo menos um dos constituintes dos biopléasticos deve ser uma macromolécula capaz de
formar uma matriz continua e de alta coesdo. As macromoléculas bioldgicas mais estudadas
para este fim sdo as proteinas e os polissacarideos, polimeros capazes de formar matrizes
continuas e, que através de diversas técnicas de producdo podem ser transformados em
bioplasticos (GUILBERT, 1986; MALI e GROSSMANN, 2003).

Entre os polimeros naturais, 0 amido tem sido amplamente utilizado em estudos sobre
embalagens biodegradaveis, ja que é encontrado em abundancia, possui baixo custo e
comportamento termopléstico. Para a elaboragdo de bioplasticos, sdo necessarios alguns
componentes com finalidade especifica, sendo os principais um biopolimero capaz de formar
o filme e um plastificante (MALI et al., 2005).

3.2 Constituintes do Bioplastico
3.21  Amido
Tendo em vista suas propriedades, o amido é o polissacarideo mais usado na elaboragdo
de bioplasticos e tem sido estudado por varios autores nos Gltimos anos (CHIUMARELLI e
HUBINGER, 2014; SLAVUTSKY e BERTUZZI, 2014; CANO et al., 2014; MATTA et al.,
2011; BALAN et al., 2012; PRATES e ASCHER, 2010).

Depois da celulose o amido é o biopolimero mais abundante no mundo. E uma matéria-
prima renovével, biodegradavel e ndo tdxico, podendo ser extraido comercialmente de vérias
fontes, como de cereais (milho, trigo, arroz, aveia, sorgo), tubérculos (batata), raizes
(mandioca, inhame) e leguminosas (grdo-de-bico, soja, lentilha, feijdo). Os processos
industriais permitem que o amido seja extraido com alto grau de pureza (BAYER e LAMED,
1992; HUANG, 2006).

A utilizacdo do amido como matéria-prima para a producdo de plasticos biodegradaveis
é promissora, no entanto, os filmes de amido apresentam alguns inconvenientes: propriedades
mecanicas instaveis devido ao fendmeno de retrogradacéo e uma permeabilidade ao vapor de

agua relativamente elevada (WU et al., 2013).

Basicamente, o amido é composto de dois homopolimeros de D-glicose, amilose e

amilopectina, conforme mostra a Figura 1. E acumulado nas plantas devido aos residuos de
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glicose formados durante a fotossintese. Essas glicoses unidas pela acdo de enzimas, na
presenca de ATP, formam cadeias longas de amido (BASTOS, 2010).

Figura 1- Estrutura das fragdes do amido

CH2OH CHz2OH CHz2OH CHaOH
(& J (] l [&] J (]

& ( _il‘n | [\ 2 f ‘~(l)' | \ - [i___..(l)l | [\ - [1_3)» | \ o
OM J'm OH OH

Amiloso
A
0O

o A o O
4 (o \-‘,()\'\

WO~ o ] on O

- , o7 <
CHROH WY eHs0 CH20H CH2OH

o e = il

» K:\\(I)F' ]\ » [.;’fi)“ I‘A & r;jm l\ o fj-fl"“ \ &

OM OH OM OH

Amilopectinn

As moléculas de amilose em solucdo, devido a sua linearidade, tendem a se orientar
paralelamente, aproximando-se o suficiente, para que se formem ligacGes de hidrogénio entre
hidroxilas de polimeros adjacentes. Como resultado, a afinidade do polimero por agua é

reduzida, favorecendo a formacéo de pastas opacas e filmes resistentes (WURZBURG, 1986).

Segundo MALI (2010), durante a gelatinizacdo dos granulos de amido, as moléculas de
amilose e amilopectina sdo liberadas na solugdo. As moléculas de amilose e amilopectina

liberadas interagem principalmente mediante ligacdes de hidrogénio.

De acordo com LIU e HAN (2005), sem plastificantes, a amilose e a amilopectina
formariam um filme com uma estrutura bifasica, que teria uma fase rica em amilose e outra
fase rica em amilopectina. As interagdes entre as moléculas de amilose e as da amilopectina
podem ser tdo fortes, que os filmes de amido tornam-se quebradicos e rigidos. A existéncia
dos plastificantes nos filmes de amido ajuda a interromper a formacéo de dupla hélice da
amilose com fragmentos da amilopectina, reduzindo assim a interacdo entre a amilose e as

moléculas da amilopectina, formando um filme flexivel.

A adicdo de um agente plastificante é necessaria para superar a fragilidade dos
bioplasticos, que ficam quebradicos devido as extensivas forcas intermoleculares. Os
plastificantes reduzem essas forcas, suavizam a rigidez da estrutura do filme e aumentam a
mobilidade entre as cadeias poliméricas, melhorando as propriedades mecénicas do
bioplastico (GONTARD e GUILBERT, 1996).
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Os plastificantes mais indicados para serem empregados em filmes de amido sdo os
polidis, como o glicerol e o sorbitol, que sdo materiais que interagem com as cadeias de
amido através de pontes de hidrogénio. Outros tipos de aditivos, geralmente, utilizados séo 0s
agentes antimicrobianos, vitaminas, antioxidantes, aromatizantes e pigmentos (MALI et al.,
2005; MALI et al., 2010).

Os plastificantes sé@o geralmente liquidos, inodoros, incolores e de baixa volatilidade. As
caracteristicas essenciais de um bom plastificante sdo baixa volatilidade e pouca ou nenhuma
migracdo para a superficie, alta resisténcia a extracdo por agua, 6leos e solventes,
compatibilidade com o polimero, baixa toxicidade e resisténcia térmica (NUNES e
RODOLFO, 2006).

AL-HASSAN e NORZIAH (2012) avaliaram as propriedades fisicas e mecanicas dos
filmes comestiveis a base de misturas de amido de sagu e gelatina de peixe plastificadas com
glicerol ou sorbitol e concluiram que as propriedades fisicas, mecanicas e de barreira dos
filmes produzidos, foram afetadas pela diferentes propor¢6es de amido de sagu e gelatina de

peixe utilizadas.

CANO et al, (2014) avaliou o efeito da relacdo amilose/amilopectina e a adi¢do de
farelo de arroz nas propriedades de filmes de amido e concluiram que filmes ricos em amilose
sdo mais duros, mais resistentes a fratura, menos elasticos e sdo menos permeaveis ao
oxigénio. Observaram também que a adi¢do de farelo de arroz afeta as propriedades fisicas

dos filmes de amido.

GHASEMLOU et al, (2013) estudou as propriedades fisicas, mecanicas e de barreira
dos filmes de amido de milho incorporados com 6leos essenciais de plantas e observaram que
a adicdo de oleos essenciais causou um reforco nas propriedades de barreira e que um
aumento no teor de 6leo resultou em significativamente menor forca de ruptura a tracdo, mas

um concomitante aumento no alongamento na ruptura.

Além do amido, as proteinas tém sido consideradas bastante promissoras para
elaboracdo de bioplasticos. As proteinas possuem uma estrutura com até 20 aminoacidos
diferentes de alto potencial para interagdes intermoleculares. S&o muito utilizadas na
producdo de bioplasticos devido as suas propriedades funcionais, variedade de fontes
disponiveis e de baixo custo de producdo.
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3.2.1.1 Amido de Jaca

A jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) é um fruto tropical popular que é consumido
por pessoas em muitos paises. As sementes de jaca contém consideravelmente relevante
quantidade de amido (~ 20% (m/m)), que a qualifica como uma fonte sustentavel de amido
para as industrias alimenticias e farmacéuticas. O relatorio inicial sobre as propriedades
fisico-quimicas e de extracdo do amido de jaca por BOBBIO, et al., (1978) levou a uma série
de estudos por varios grupos de pesquisa (MADRUGA et al, 2014; SANTOS et al, 2013;
KITTIPONGPATANA e KITTIPONGPATANA, 2011; DUTTA et al, 2011).

O amido de jaca possui algumas caracteristicas Unicas quando comparadas a outros
amidos. Dentre estas caracteristicas, apresenta um teor de amilose elevado (Tabela 1). O alto
teor de amilose do amido de jaca é interessante para a confeccdo dos filmes, pois, segundo
MALI et al,(2010), a aplicagdo do amido na producdo de filmes se baseia nas propriedades
quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na sua capacidade para formar

filmes.

Tabela 1 - Contetdo de amilose de amidos de fontes naturais.

Fonte vegetal Teor de amilose (m/m)
Milho? 25,00
Batata® 23,00
Arroz? 15,00-25,00
Trigo? 20,00
Mandioca® 16,00 — 20,00
JacaP 27,58

3GARCIA, 1999; ® BARBOSA et al, 2013.

As quantidades relativas de amilose e amilopectina sdo conhecidas por influenciar as
propriedades tecnoldgicas e nutricionais da pasta de amido, como a suscetibilidade a hidrolise
enzimatica, gelatinizagdo, retrogradacdo, poder de intumescimento e solubilidade, entre outros
(GERARD et al., 2001).

3.2.2  Proteinas
As proteinas oferecem um grande potencial para a producéo de bioplastico e podem ser
definidas como os polimeros naturais capazes de dar forma as estruturas tridimensionais
amorfas estabilizadas principalmente por interagdes nao covalentes. S&o moléculas complexas

constituidas por carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e, as vezes, também por outros
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elementos, como enxofre, ferro, cobre fésforo e zinco (GUERRERO et al., 2011; SWAIN,
2004; ORDONEZ et al., 2005).

As proteinas devem apresentar-se na forma aberta ou estendidas para permitir a
interacdo molecular, necessaria para a formacdo do filme. A extensdo desta interacdo depende
da estrutura da proteina (grau de extensdo da cadeia) e da seqiiéncia dos residuos de
aminoéacidos hidrofobicos e hidrofilicos da proteina. O aumento da interagdo molecular da
cadeia de proteina resulta em filme forte, porém, menos flexivel e permeédvel (KROCHTA,
1997).

Os filmes formados por proteinas e polissacarideos apresentam boas propriedades de
barreira ao oxigénio, principalmente sob condigdes de baixa umidade relativa. As
caracteristicas estruturais e a composicao quimica do biopolimero utilizado na elaboracdo dos
biofilmes sdo muito importantes, as propriedades funcionais (forca, deformacéo, barreira aos
gases, etc.) dos filmes dependem, sobretudo do tipo de ligacOes intermoleculares. Nesse
sentido as proteinas sdo mais interessantes que os polissacarideos (homopolimeros), por
possuirem em sua estrutura até 20 monémeros diferentes (aminoacidos), com alto potencial de
interacdes intermoleculares (MALI et al., 2010; GONTARD e GUILBERT, 1996).

GUERRERO et al., (2011) elaboram filmes com proteina isolada de soja, incorporados
com gelatina e plastificados com glicerol e concluiram que as propriedades mecanicas destes
filmes foram melhoradas pela adicdo de gelatina. Além disso, observaram que estes filmes

apresentaram excelentes propriedades de barreira a luz UV.

SOUZA, PAULO e MENEGALLI (2004) realizaram um estudo sobre a extracao de
proteinas miofibrilares de carne bovina para elaboracdo de filmes comestiveis e concluiram
que as proteinas miofibrilares extraidas e liofilizadas mostraram-se excelentes matérias-

primas para a elaboracdo de filmes comestiveis.

SOBRAL et al., (2004) estudaram as propriedades fisicas de filmes constituidos de
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas do musculo de tilapia-do-nilo, em razdo da
concentracdo de proteinas e do plastificante na solugdo filmogénica e observaram que os
filmes produzidos com solugdes de maior concentracdo de proteinas apresentaram-se mais
coloridos, mais resistentes a perfuracdo e a tracdo, com maior capacidade de alongamento
quando submetido a tracéo, e visivelmente mais opacos, embora nesse Gltimo caso, sem efeito

significativo. Todas as propriedades foram influenciadas pela concentragéo do plastificante.
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3.3 Embalagens Antimicrobianas
A utilizacdo de embalagens antimicrobianas aumentou significativamente como um
método alternativo para a reducdo da contaminagdo microbiana nos alimentos. A
incorporacdo de substancias antimicrobianas em materiais de embalagens possui um elevado
potencial, podendo ser usada para melhorar a seguranca e a qualidade do alimento, e assim
prolongar a vida de prateleira dos produtos alimenticios (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002;
QUINTAVALLA e VICINI, 2002).

A razdo para a incorporacdo de agentes antimicrobianos na embalagem é retardar ou
inibir o crescimento de microorganismos na superficie dos alimentos, onde ocorre a maior
parte de deterioracdo e contaminacdo. A liberacdo gradual de um agente antimicrobiano a
partir de uma embalagem para a superficie do alimento pode ter uma vantagem sobre a
imersdo e pulverizagdo. Nestes Gltimos processos, a atividade antimicrobiana pode ser
rapidamente perdida devido a inativacdo dos agentes antimicrobianos por componentes do
alimento ou diluicdo abaixo da concentracdo ativa devido a migracdo para dentro da matriz de
alimentos a granel (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002).

Deve-se considerar na selecdo do agente antimicrobiano: seu mecanismo de inibicao,
caracteristicas fisico-quimicas, cinéticas de migracédo e difusdo do agente no alimento, tipo e
populagéo de microorganismos, fisiologia do microorganismo-alvo, processo de fabricacdo do
material de embalagem, processabilidade do material de embalagem e aspectos relacionados a
legislacdo (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004).

Os polissacarideos podem interagir com agentes antimicrobianos, tais como acidos
sorbico, benzdicos, e p-benzoico e a natureza desta interacdo depende do tipo de amido, bem
como com a concentracdo e as caracteristicas quimicas do conservante. Consequentemente,
algumas das propriedades do conservante, tal como a sua solubilidade, difusividade, o
coeficiente de particdo e capacidade de penetrar uma membrana biolégica pode ser
modificada e afetar a atividade antimicrobiana (DUCKOVA e MANDAK, 1981; KURUP et
al., 1995).

Devido a preocupacdes com a saude dos consumidores 0s agentes antimicrobianos
naturais sdo preferidos em materiais de embalagem comestiveis e biodegradaveis e diversos
trabalhos s&o relatados na literatura sobre a incorporacdo de agente antimicrobiano em

materiais de embalagem.
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Diversos estudos tém demonstrado a eficiéncia e aplicabilidade das embalagens ativas
antimicrobianas. FIALHO et al, (2011) avaliaram a aplicacdo de filmes ativos com acido
sorbico e aromatizados com aroma de pizza em contato com a massa de pastel e concluiram
que os filmes apresentaram atividade antimicrobiana satisfatoria, houve diminuicdo na forca

maxima na ruptura e um aumento na porcentagem de alongamento dos filmes.

PIRES et al., (2008) avaliaram filmes incorporados com nisina e natamicina para
aumentar a vida de prateleira de queijo mussarela fatiado e observaram eficacia dos filmes

principalmente sobre fungos filamentosos e leveduras.

KECHICHIAN et al., (2010) ao investigar o efeito da adicdo de ingredientes naturais
antimicrobianos incorporados em filmes biodegradaveis & base de amido de mandioca
concluiram que, a adicdo de varios ingredientes reduziu as propriedades de tracdo (resisténcia
a tracdo e porcentagem de alongamento na ruptura) e aumentou a permeabilidade ao vapor de

agua de biodegradaveis a base de amido de mandioca.

SOUZA et al, (2013) desenvolveram filmes de amido de mandioca incorporados com
6leos essenciais e testaram a sua atividade antimicrobiana contra fungos encontrados
atualmente nos péaes e observaram que os 6leos essenciais de canela e cravo atribuiram uma

propriedade antimicrobiana nos filmes de amido de mandioca.

MARTINEZ et al., (2013) desenvolveram bioplésticos ativos & base de proteinas. Dois
tipos de proteinas, gluten de trigo e clara de ovo branco, e dois agentes bioativos diferentes,
acido férmico e 6leo essencial de orégano, foram utilizados. Os testes efetuados em quatro
tipos de microrganismos selecionados revelaram que o 6leo essencial de orégano incorporado
em uma matriz a base de gluten de trigo pode ser adequado para aplicacfes em que o agente

ativo deve ser progressivamente liberado (em até 7 dias).

O estudo de novos aditivos naturais e ndo tdxicos sdo necessarios no intuito de
substituir os aditivos artificiais. Muitos agentes antimicrobianos naturais sdo utilizados na
producdo de filmes antimicrobianos como os Gleos essenciais e as proteinas. Dentre as

proteinas uma que tem potencial de aplicacdo como agente antimicrobiano é a lisozima.

34 Lisozima
A lisozima tem este nome devido & sua acdo sobre Micrococcus lysodeikticus. Ela
representa 3,4% das proteinas da clara do ovo, tem o peso molecular mais baixo (14,4 kDa) e

0 ponto isoelétrico (11,1) mais alto dentre todas as proteinas da clara. A lisozima é uma
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proteina basica com atividade antibacteriana. Sua atividade catalitica € a hidrdlise da ligacdo
glicosidica B (1—4), que une os residuos de agucares aminados N-acetilmuramico e 2-deoxi-
N-acetilglicosamina componentes do peptidoglicano da parede celular de bactérias. Contudo,
a acdo litica da lisozima é limitada a bactérias gram-positivas, apresentando pouca ou
nenhuma atividade sobre bactérias gram-negativas, pois o0 acesso da lisozima ao
peptidoglicano de bactérias gram-negativas € impedido por uma membrana externa
lipopolissacaridica (FENNEMA, 2010).

Segundo FUGLSANG et al., (1995), a lisozima é muito utilizada na industria de
alimentos na prevencdo do crescimento de microorganismos patogénicos por atuar como
agente bacteriostatico, especialmente em carnes e laticinios. A fonte comercial mais

significativa desta enzima é a clara de ovo de galinha (CUNNINGHAM et al., 1991).

A aplicacdo potencial da lisozima a industria de alimentos tem sido descrita na
literatura, por ser uma fonte segura para o consumo humano, além de ndo causar problemas de
poluicdo ambiental (PADGETT et al., 1998). A lisozima por ser um antimicrobiano natural,
tem sido objetivo de vérios estudos os quais visam a sua incorporacdo em embalagens de

alimentos.

MECITOGLU et al., (2006) incorporaram lisozima parcialmente purificada a partir de
ovos de galinha em filmes de zeina e observaram que os filmes apresentaram efeito
antimicrobiano contra Bacillus subtilis e Lactobacillus plantarum . Por meio da adi¢do de
EDTA dissodico, os filmes também se tornaram eficaz contra Escherichia coli. Os resultados
deste estudo mostraram que a lisozima parcialmente purificada pode ser utilizado na

embalagem antimicrobiana e aumentar a seguranca dos alimentos.

BARBIROLI et al., (2012) elaboraram e caracterizaram um material de embalagem
ativa a base de celulose, em que a lisozima e lactoferrina foram incorporados e concluiram
que a incorporacdo da lisozima e da lactoferrina foi eficiente, e as proteinas incorporadas

podem ser liberadas simultaneamente numa forma biologicamente ativa.

35 Difusdo de Compostos
Os sistemas de liberagdo de antimicrobianos tém sido usados principalmente em
aplicacbes farmacéuticas, portanto, atualmente a utilizacdo de sistemas de liberacdo
controlada em embalagens de alimentos é ainda limitada, mas devem crescer nos proximos

anos, devido ao aumento do conceito de embalagens ativas.
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A taxa de liberacdo do agente antimicrobiano a partir do material de embalagem ¢
influenciado principalmente por fatores que incluem o método de produgdo do filme, as
propriedades do agente antimicrobiano (como volatilidade e polaridade), a interacdo quimica
entre o agente antimicrobiano e as cadeias de polimero, alteracdes na pelicula de embalagem
que pode ser induzida pela incorporacdo do agente antimicrobiano, a hidrofobicidade e
hidrofilicidade do polimero, composicdo de alimentos, atividade de agua e o pH dos
alimentos, bem como de fatores ambientais, tais como condi¢cbes de armazenamento,
principalmente temperatura e umidade relativa ( WENG e HOTCHKISS, 1993 ).

Uma vez incorporados nos polimeros e em contato com o alimento, pode ocorrer uma
migracdo lenta e constante do agente antimicrobiano, por difusdo ou separacdo, para a
superficie do produto, de modo que a atividade antimicrobiana ocorra com maior intensidade
onde se faz necessario (COMA, 2008).

Materiais de embalagem antimicrobiana devem contatar com a superficie do alimento
de modo que os agentes antimicrobianos possam se difundir para a superficie, portanto, as
caracteristicas da superficie e da cinética de difusdo tornam-se crucial. A difusdo dos
antimicrobianos de embalagem tem sido objetivo de varios trabalhos de pesquisa (HAN,
2000; OZDEMIR e FLOROQOS, 2001; BUNOCORE, et al., 2003; FLORES et al.,2007; DEL
NOBILE et al 2008; GEMILI, et al. 2009; KUORWEL et al, 2013;)

Uma vez que a eficiéncia antimicrobiana dos filmes é baseada na migracdo de
substancias ativas, o conhecimento da difusdo desses compostos no interior do filme € um
fator determinante no desenvolvimento de sistemas antimicrobianos de embalagem de
alimentos. A difusdo pode ser afetada pelo tamanho e forma das moléculas da substancia
ativa, a estrutura do polimero (tamanho dos poros, flexibilidade da cadeia polimérica e
densidade) e condi¢cdes ambientais (pH, atividade de agua e temperatura). Os parametros de
composicdo do filme, tais como, concentracdo de polimero, tipo e concentracdo de
plastificante e a presenca de componentes como lipidios e agentes ativos podem influenciar o
processo de difusdo (TURBIANI et al, 2011).

Os comportamentos classicos de difusdo em matrizes poliméricas podem ser

classificados como:

[1 Caso | ou difusdo Fickiana: a velocidade de difusdo é muito menor que a mobilidade

do segmento da cadeia polimérica;
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[J Caso II: a velocidade de difusdo € muito maior que a mobilidade do segmento da

cadeia polimérica e é dependente da cinética de inchamento;

(1 Difusdo andmala, ndo Fickiana ou pseudo-Fickiana: a velocidade de difusdo e a
mobilidade do segmento da cadeia polimérica sdo comparaveis, este comportamento anémalo

pode ser considerado intermediario aos casos | e 1l de difuséo.

Para avaliar em qual caso se enquadra o material sob analise, pode-se considerar a curva

de sorc¢do versus tempo representada pela Equacao 01.

M~ gen (01)

Moo

Sendo Mt relativo ao ganho de massa com relagdo ao tempo t, Moo relativo ao ganho de
massa no equilibrio e k e n sdo constantes. Onde k é uma constante do sistema que €
caracteristica da interacdo da rede macromolecular e a substancia ativa, e n representa o
expoente de difusdo, um indicativo do mecanismo de transporte. O valor de n esta relacionado
com os diferentes tipos de difusdo (Tabela 2) (ESPERT et al, 2004).

Tabela 2 - Expoente de difusdo e mecanismo de liberagéo.

N Mecanismo
0,5 Fickiano
0,5<n<l1 Andmalo ou pseudo-Fickiano
>1 Comportamento segue o caso |l

Nos sistemas poliméricos, os quais o valor de n ¢ igual 0,5 0 comportamento da difusdo
segue 0 mecanismo Fickiano. Em um estudo realizado por RITGER e PEPPAS (1987a), a 22
Lei de Fick da difusdo foi usada para modelar a liberacdo de um farmaco por difuséo Fickiana

a partir de um filme polimérico (Equacéo 02).

Mt . yow 8 —D(2n+1)2n2]
Moo 1 Zn=0 (2n+1)*n? exp[ 12 t

(02)

Em que Mt, é definido como a massa do farmaco liberada no momento t, e M, ¢é a
massa de farmaco liberada quando o tempo se aproxima do infinito. A Equacdo 03 é uma
solugéo simplificada da 22 Lei de Fick para uma aproximacao de curto tempo sendo utilizada
apenas para o ajuste dos pontos experimentais iniciais, quando menos de 60% da massa do

farmaco é liberada.
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M, (Dt)l/2 (03)

Moo F

Onde Mt/Mw ¢ a fragdo do composto ativo liberada, D é o coeficiente de difusdo do
farmaco, | é a espessura inicial do filme e t é o tempo de liberag&o.

Uma andlise matematica do transporte de Caso-11 em uma fina pelicula de polimero foi
apresentada por RITGER e PEPPAS (1987b). Sendo ko, definido como a constante de
relaxagdo do Caso-Il, a simples expressdo de primeira ordem (Equacdo 04) descreve a

cinética de liberacdo do farmaco através de uma fina pelicula de polimero.

d
SE = koA (04)

A quantidade de farmaco Mt, liberado a partir da regido de volume inchado V, em que
V éigual a A (1/2 - X), em qualquer instante t, é dado pela seguinte balanco de massa:
l
Mt = CoA |5 — X| (05)
Substituindo Mt, a partir do balanco de massa acima por uma expressdo cinética
encontra-se em simplificacéo

dX _ ko
dt ~ G (06)
Resolvendo em relagdo a X e substituindo esta expressdo no balan¢o de massa, obtém-
se a seguinte expressdo para Mt em funcéo do tempo:

4Ky A
l

Mt = oty (07)

A equacdo (07) pode também ser escrito como se segue

Mt = [@] [% t] (08)

O termo 2Co A/ | ¢ a liberagdo, por longos tempos, Moo. A equacao 08 aplica-se apenas

a valores de tempo t = Co | / 2ko. Assim, esta equagédo pode ser escrita como:

Mt 2k
Moo Col

t (09)

Tal como indicado pela Equagéo 09, a liberacdo do farmaco ( Caso-I1) a partir de uma

fina pelicula de polimero é caracterizada por um dependéncia linear do tempo de liberag&o.
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Matrizes poliméricas estdo propensas a sofrer relaxamento na estrutura sob a influéncia
de solventes penetrantes ou moléculas de soluto e o mecanismo de transporte anémalo
prevalece (caso Ill). Sistemas de mecanismo andmalo ou ndo-Fickianos situam-se entre Caso
| e Caso Il em que n tem um valor intermeédio entre 0,5 e 1. (OZDEMIR e FLOROS, 2001).

No Caso | (difusdo Fickiana) e no Caso Il os mecanismos que controla a liberacdo do
farmaco em sistemas poliméricos de liberacdo controlada séo Unicos, na medida em que cada
um pode ser descrito em termos de um Unico parametro. O transporte de Caso | € descrito por
um coeficiente de difusdo, enquanto o transporte de Case-Il é descrito por uma constante de
relaxamento caracteristica. O comportamento ndo Fickiano (caso IlI), por comparagéo, requer
dois ou mais parametros para descrever a dependéncia da difusdo e o fenémeno de
relaxamento (RITGER e PEPPAS, 1987b).

Para o caso de liberacdo de um farmaco em sistemas poliméricos no qual segue o
mecanismo de transporte do Caso-Ill, os dois fendmenos que controlam a liberagdo sdo

considerados. Portanto, podemos escrever:

S = kg T Jept?m (10)

o)

Onde o primeiro termo do lado direito é a contribuicdo Fickiana, e o segundo termo a

contribuicdo de relaxacdo Caso-I1. O coeficiente m é o expoente difusdo puramente Fickiano.

O percentual de liberacdo do farmaco devido ao mecanismo Fickiana, F, é claramente

calculada como:

1

F = 11
k1
0 que leva a razdo de relaxacao sobre contribui¢des Fickiana como:
k
RoXeym (12)

F Kk

Portanto, a Equacdo 10 indica que o farmaco liberado a partir de qualquer pelicula
polimérica, pode ser escrito em termos de uma contribuigdo Fickiana e uma contribuigéo de
relaxacdo. Se a contribuicdo Fickiana pode ser expressa como uma funcdo de t™, entdo a
contribuicio de relaxagdo pode ser expressa como uma funcio de t>™ (PEPPAS e SAHLIN,
1989).
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TURBIANI et al, (2011) confeccionaram filmes a base de alginato de sodio reticulados
com fons Ca*™" provenientes de duas fontes, cloreto e benzoato de célcio, e avaliou a liberagao
de benzoato de célcio em diferentes concentracBes de agente ativo e em dois niveis de
reticulacdo do alginato. O mecanismo envolvido no processo de difusdo foi investigado
usando o modelo da Lei de Poténcia. Estes autores concluiram que o transporte de benzoato
de célcio em filmes de alginato segue comportamento Fickiano e ndo-Fickiano e os valores de
difusividade diminuiram com o aumento da intensidade de reticulagdo e aumentaram com a

concentracdo de benzoato no filme.

OZDEMIR e FLOROS, (2001) avaliaram o mecanismo de liberacdo de sorbato de
potassio a partir de filmes comestiveis de proteina de soro de leite e observaram que a
liberagdo do sorbato de potéssio neste filmes obteve um mecanismo de difusdo ndo-Fickiana
ou Andmala com expoentes de difuséo ( n ) entre 0,55 e 0,86.

KUORWEL et al, (2013) investigaram a migragdo de agentes antimicrobianos
incorporados em filmes a base de amido, e concluiram que um modelo de primeira ordem
descreve satisfatoriamente a cinética de liberacdo total de carvacrol, timol e linalol. Os
coeficientes de difusdo e as constantes de velocidade determinadas com base no modelo de
difusdo e da andlise de cinética aumentou com a elevacdo da temperatura. Uma relacdo de
Arrhenius foi encontrada para descrever adequadamente a relacdo entre o coeficiente de

difusdo e a temperatura em todos os sistemas estudados.
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4 MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, situado no
campus Juvino Oliveira na cidade de Itapetinga, BA, nos laboratérios de Engenharia de
Processos (LEP), Laboratério de Embalagens e Projetos Agroindustriais e Laboratério de
Ensaio dos Materiais (LABEM).

4.1 Materia Prima
As sementes de jaca utilizadas para extragcdo do amido foram retiradas de jacas maduras,
adquirida na feira livre da cidade de Itapetinga, BA. Logo ap6s foram lavadas e congeladas (-

18 °C) em freezer horizontal até o dia de extra¢do do amido.

4.2 Extracdo do Amido

As sementes foram lavadas e imersas em solucéo de bissulfito de sédio a 0,2% (m/v) por 30
min. Esse procedimento € necessario para evitar a multiplicacgdo microbiana e facilitar a

entrada de 4gua nas sementes promovendo a separa¢do das proteinas aderidas nas sementes.

A extracdo do amido foi realizada segundo metodologia proposta por SCHOCH e
MAYWALD (2001) com modificagdes. As sementes de jaca imersas em solucédo de bissulfito
de sddio (0,2% (m/v) em SOy) foram trituradas em liquidificador industrial (Visa, 15 L e
velocidade Unica de rotacédo), até que os residuos apresentassem bem finos. A massa triturada
foi entdo prensada em tecido de algodao. A suspensdo de amido obtido foi decantada por 30
min a temperatura ambiente sendo esta lavada vérias vezes com solugdo de bissulfito de
sodio. Em seguida a suspensdo de amido foi centrifugada em centrifuga (Hitachi: CF 16RX) a
900g por 05 min a 25 °C.

Apbs a centrifugacdo a parte superior, que apresentavam coloracdo marrom claro foi
descartada obtendo-se o0 amido. O amido foi submetido a secagem em secador de bandeja com
circulacdo de ar (Solab- SL102) com temperatura inicial de 45 °C, sendo esta aumentada a
partir do momento em que o amido apresentava menor teor de agua. O amido foi seco até
obter uma umidade desejada (menor que 14,0 (m/m)), estando dentro das especificacGes da
ANVISA que permite um teor de umidade no maximo de 14,0 (m/m) para ser designado

como amido.
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4.3 Composicao centesimal do amido de jaca
43.1 Umidade
O contedo de umidade foi determinado através da perda de massa a 105°C da amostra

até massa constante, segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2004).

432 Cinzas
O conteldo de cinzas foi determinado por incineracdao do material em forno tipo mufla a
550°C, segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2004).

4.3.3  Proteinas
A quantificacdo da proteina residual foi determinada pelo método micro-kjeldahl
segundo protocolo do Instituto Adolfo Lutz, (2004). Para isso a amostra foi digerida com
acido sulfarico e mistura catalitica (utilizada para acelerar a reacdo), e submetida a destilacdo

utilizando hidréxido de sddio e titulacdo com solucéo de &cido cloridrico.

4.3.4  Teor de lipideos
O teor de lipidios totais do amido foi determinado pelo método de BLIGH e DYER
(1959), com modificagbes. 5,0 g de amido foi dissolvida em uma mistura de cloroférmio,
metanol e agua na proporc¢édo 1:2:0,8 (20, 40 e 16 (mL)) , respectivamente; proporcdo esta em

que os trés solventes coexistem em solucdo.

A solucdo foi agitada por 15 min em agitador magnético (Tecnal- TE0851) a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 20 mL de cloroférmio e 20 mL de agua
destilada, os recipientes foram tampados e agitados vigorosamente por mais 2 min, causando

a separacao total do cloroférmio (na camada inferior).

A solucdo foi filtrada com auxilio de um funil de separacdo por um periodo de
aproximadamente 30 min. A parte inferior foi removida com um béquer e submetida a
aquecimento em estufa para a evaporacdo do solvente. O teor de lipidios da amostra foi

calculado através da Equagdo 13.

Px 100
G (13)

% Lipidios totais =

Sendo: P = massa de lipidios (em gramas); G = massa da amostra (em gramas).
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4.3.5  Determinacdo do Teor de Amido

Em 1,0 g de amostra, previamente seca (ou com umidade conhecida) foi adicionado 50
mL de HCI 1mol L't em um tubo. A solugdo foi homogeneizada e os tubos foram tampados
com algod&o. Os tubos foram entdo colocados em bloco digestor a temperatura de 120 °C por
aproximadamente 3 h. Apos este periodo o amido foi hidrolisado em acucares e 1 mL foi
retirado para realizacdo do teste com Lugol (lodo em iodeto de potéssio), onde adicionou-se 3
gotas de lugol e verificou-se a coloragcdo amarelo. A seguir a amostra foi transferida para
béqueres e com auxilio de um pHmetro (Quimis) a solucéo foi neutralizada com NaOH 10%
(m/v). Apo6s neutralizacdo o volume foi transferido para um baldo volumétrico de 250 mL e o
volume foi completado com &agua destilada, em seguida foi realizada a titulacdo de agucares
por Lane-Eynon utilizando solugdo de Felhing A e B. O teor de amido foi calculado

utilizando a Equacéo 14.

250 mL x TL x 90 (
Médiadevol. gasto mL X PA 14)

% amido =

Onde: 250 mL é o volume total da diluicdo da amostra de amido; TL fator de correcao
para solucbes A e B; 90 é o fator que transforma acUcares redutores em amido e PA é 0 peso

da amostra de amido usada.

4.3.6  Determinacdo do Teor de Amilose
Na determinacdo do teor de amilose, foi utilizado o método colorimétrico do iodo
simplificado, que se baseia na transmissdo de luz através de um complexo colorido que a
amilose forma ao reagir com o iodo, de acordo com a metodologia de MARTINEZ (1989). A
leitura das absorbancias foi realizada em um espectrofotdmetro digital (Biochrom Libra s 70),
no intervalo de luz visivel a um comprimento de onda de 610 nm. O teor de amilose foi obtido

a partir da curva analitica construida com amilose de batata PA da marca (Synth).

4.4 Producéo do bioplastico
Para producédo dos bioplasticos foi utilizado amido de jaca, lisozima de clara de ovo de
galinha (Sigma-Aldrich) como agente antimicrobiano, agente plastificante glicerol PA
(Fmaia), e agua destilada. Foram produzidos 12 tipos de bioplasticos como descrito na Tabela
03.
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Tabela 3 - Formulagdes dos bioplasticos

Concentrag Concentrag Co
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As suspensdes filmogénica foram preparadas segundo a metodologia proposta por
VICENTINI (2003), a técnica utilizada foi do tipo casting, definida como sendo aquela em
gue uma suspensdo filmogénica é desidratada em um suporte. Para tanto, todos os
componentes foram homogeneizados, em seguida realizou se os ajustes de pH com solucdes
(10% m/v) de acido citrico e citrato de sddio e depois foram aquecidos em placa aquecedora
magnética (Fisatom 752A) até atingir temperatura de gelatinizacdo completa (95 °C). Para 0s
bioplasticos contendo lisozima, a solucdo foi resfriada até uma temperatura de +40°C e logo

apos se adicionou a lisozima.

A suspensdo foi vertida em placas de vidro com (22,5 X 32,5) cm e levadas a secagem
em secador de bandeja com circulacdo de ar (Solab- SL102) a uma temperatura de 37 °C por
20 h. Apo6s a secagem os bioplasticos foram retirados das placas de vidro (Figura 2) os quais
foram recortados para se obter as amostras para realizacdo das analises de caracterizacdo do

mesmo.
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Figura 2- Bioplasticos de amido de jaca.

Os bioplésticos foram caracterizados quanto as propriedades O&pticas, espessura,
propriedades mecanicas, solubilidade, permeabilidade ao vapor de &gua e atividade

antimicrobiana.

4.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana dos bioplasticos
Para a determinagdo da atividade antimicrobiana foram elaborados seis bioplasticos
com diferentes concentracfes (0, 2, 4, 6, 8 e 10) % de lisozima. A atividade antimicrobiana

dos bioplasticos obtidos foi testada em placas de agar contra Micrococcus Lysodeikticus.

A atividade da lisozima foi testada de acordo com uma versédo modificada do método de
LIE et al.,(1986 ). Uma solucdo de 1% de gel de agarose em tampéo de fosfato 50 mmolL™
(pH 6,2) contendo 1 mg/mL de Micrococcus lysodeikticus (Sigma) foi preparada e vertida em
placas de Petri (11,5 cm de diametro). Apés a solidificacdo, os discos dos bioplasticos
(diametro de 6mm) foram colocados no gel. As placas foram entdo incubadas a temperatura
de 37 °C durante 24 e 48h, e a atividade da lisozima foi avaliada como uma zona clara de lise
em torno do material plastico. Avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana foi avaliada
medindo o diametro da area de lise das paredes de células em torno das peliculas (Figura 3).
A figura 6a mostra a amostra controle com 0% de lisozima a qual ndo apresentou zona de
inibicdo e a 6b ilustra a zona de inibicdo a qual se obteve a quantificacdo da atividade

antimicrobiana.

Figura 3 - Zona de inibicdo (contra Micrococcus lysodeikticus) de bioplasticos de amido de
jaca: a) 0% de lisozima e b) 4% de lisozima
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4.6 Caracterizacao dos bioplasticos
46.1  Espessura
A espessura dos bioplasticos foi medida em micrémetro de precisédo do Kit B da Pantec.
Em cada amostra de bioplastico utilizado para caracterizacdo foram realizadas trés medidas,
compreendendo as extremidades, pontos medianos e centrais e a espessura final de cada

amostra foi considerada como a média das trés repeticdes.

4.6.2  Propriedades mecanicas
As propriedades mecénicas dos biopolimeros foram avaliadas por teste de tragdo em
uma maquina de ensaios (CT3, Brookfield, USA), com célula de carga de 25 kg, acoplado
com garra TA-DAGA Dual Grip Assembly, segundo metodologia descrita pela ASTM
(1995), com modificacdes. Para realizacdo do ensaio de tracdo, foram utilizados corpos de
prova (Figura 4) com formato recomendado pela norma ASTM para teste de filmes

poliméricos e dimensdes ajustadas as dimensdes do equipamento utilizado.

Figura 4 - Dimensdes do corpo de prova para realizacéo do teste de tragéo.

Os corpos de prova foram tracionados a uma velocidade constante de 0,4 mm/s e 100%
de deformacdo até sua ruptura. Os parametros avaliados foram: médulo de Young, Forca

méaxima (N) e o percentual de alongamento (%). O ensaio mecanico esta ilustrado na Figura 5.

Figura 5- Ensaio mecénico dos bioplasticos
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O (%) de alongamento foi determinado pela Equacéao (15).

Lf— Lo

A(%) = x100

(15)
Onde: Lf: Alongamento final da amostra; Lo: Tamanho inicial da amostra

A resisténcia a tracdo € determinada pela Equacdo (16).

_F (16)
=3
Onde: F: Ultima forca maxima de ruptura; S: Area seccéo transversal
O modulo de Young ou modulo de elasticidade foi calculado pelo coeficiente angular da

porcdo linear da curva de tensdo/deformacéo (Figura 6)

Figura 6 - Curva tensdo-deformacéo do bioplastico de amido de jaca com 8% de lisozima e
pH 7,0.

Tersdo (MPa)

Deformacio (%)

4.6.3 Solubilidade

A solubilidade em agua foi determinada segundo metodologia proposta por GONTARD
et al. (1992), com modificacdes. Inicialmente, a massa seca de amostras de filme de 2 cm de
diametro foi determinada em funcdo de sua umidade em uma estufa de secagem e
esterilizacdo (TECNAL- TE-393/1) mantida a 105 °C por 24 h, em seguida a amostra foi
pesada (mi) e imersa em 50 mL de agua destilada em erlenmeyer sob agitacdo a 175 rpm, a 25
°C, durante 24 h, utilizando-se uma mesa agitadora (QUIMIS). Apds este periodo as amostras
foram retiradas da agua e a massa seca (mf) foi determinada nas mesmas condi¢des descritas

para obtencdo da massa seca inicial. A solubilidade em agua foi expressa em porcentagem de
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material solubilizado, calculada a partir dos resultados em triplicata, conforme a Equacéo
(17).

. Massa Inicial — Massa Final
Solubilidade(%) = — x 100
Massa Inicial (17)

4.6.4  Permeabilidade ao vapor de agua
A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada gravimetricamente segundo teste da
ASTM (1995), modificado por GONTARD et al. (1992). Os filmes, em forma de disco com
4,5 cm de didmetro, foram colocados em célula contendo silica gel (UR = 0%; 0 Pa pressao
de vapor), formando uma membrana de modo a garantir que a difusdo de umidade ocorra
exclusivamente através dos filmes. A célula sera colocada dentro de um dessecador contendo
agua destilada (UR = 100%; 0,4297 x 10* Pa presséo de vapor), em sala climatizada a 22 °C,
com umidade relativa e pressao de vapor constante. A célula foi pesada em balanca analitica
(Scientech, As 210), com precisdo de 0,0001 g, a cada 24 h, durante 7 dias consecutivos. A
permeabilidade foi calculada por meio da Equacdo (18). Na Figura 07 é ilustrado o esquema

de realizacdo do teste de permeabilidade ao vapor de agua.

GxV (18)

PVA=———
AxT (P1 — P2)

Em que: PVA ¢ a permeabilidade ao vapor de agua (g m™* s Pa 1); G é o ganho de
massa (g) da célula durante 24 h; V € a espessura (m) média do filme; A € a area (m?) de
permeacdo do filme; T é o tempo (s) e P1-P2 € o gradiente de pressao (Pa) de vapor entre as
superficies do filme (0,4297 x 104 Pa). As analises de permeabilidade ao vapor de dgua serdo

realizadas em triplicata.

Figura 7- llustracdo do teste de Permeabilidade ao vapor de agua
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4.7 Estudo da difusdo da Lisozima
4.7.1  Quantificagéo da lisozima liberada
A atividade da lisozima liberada a partir do bioplastico de amido de jaca foi testada com
os bioplasticos contendo 8% de lisozima e pH 6,0. Essa concentracdo foi escolhida

considerando que a partir de 8% néo houve aumento na atividade dos bioplasticos.

A quantificacdo da lisozima liberada foi obtida utilizando o método de Shugar
( APPENDINI e HOTCHKISS, 1997 ). Uma solucdo 0,03% (m/v) da suspensdo de células
liofilizada de Micrococcus lysodeikticus (ATCC - 4698; Sigma) foi preparadas em &gua
destilada estéril. Os bioplasticos foram colocados em 50 mL de &gua destilada e em 50 mL de
solucéo de acido acético 3%, e, ao longo do tempo, valores de 500 pL de agua ou solucédo de

acido acetico, contendo a lisozima liberada, foram retiradas e armazenadas em eppendorfs.

Para a quantificacdo da lisozima foram retirados 100 pl da solugdo contida no
eppendorf e adicionou-se 2,9 ml de suspensdo de células. A lise celular da suspensdo
de M. lysodeikticus foi monitorada através do decréscimo da absorbancia a 450 nm em um
espectrofotbmetro. A concentracdo de lisozima foi obtida por meio da curva padrdo de

M. lysodeikticus.

4.8 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado neste estudo foi um fatorial completo: 3x4, no
qual foi utilizado 3 concentracdes de lisozima (0%, 2% e 8%) e 4 niveis de pH (4, 5, 6 e 7).
Para analise dos resultados foi feito uma andlise de variancia (ANOVA) e andlise de regressao

maultipla.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacédo do amido de jaca
A composicao centesimal do amido de jaca estd apresentada na Tabela 04. De acordo
com os resultados obtidos o amido de jaca apresenta 11,7% de umidade, caracterizando-0

como um produto de baixa umidade.
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Tabela 4 - Composicao centesimal do amido de jaca

Constituintes Concentragao % (m/m)
Amido 84,68 + 1,26
--Amilose 26,45 = 0,05
--Amilopectina 73,55+ 0,05
Proteina 1,61+0,01
Lipideos 0,01+0,01
Cinzas 0,52 £ 0,01
Umidade 11,7+£0,12

Lipideos, proteinas, fibras e minerais estdo presentes nos granulos de amido em
pequenas quantidades e sdo geralmente denominados ‘“constituintes menores”. A presenga
desses constituintes resulta de uma ineficiéncia da purificacdo do amido durante o processo de
extracdo e, mesmo em pequenas quantidades, desempenham um importante papel nas

propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas do amido (YONEMOTO, 2006).

O teor de proteina encontrado no amido de jaca no presente estudo foi superior ao
encontrado por DUTTA et al., (2011) (0,4%). JA MADRUGA et al., (2014) encontrou valor
semelhante ao obtido neste estudo (1,51%) em amidos de semente de jacas da variedade mole.
A quantidade de proteinas é comumente utilizada para verificar a pureza de uma fonte de
amido, portanto a extragdo do amido de jaca obteve um elevado grau de pureza tendo em vista
0 baixo teor de proteina encontrado (ZHOU et al., 2002).

Segundo WONG et al., (2007) geralmente, a maioria dos amidos contém 15-30% de
amilose. O teor de amilose do amido de jaca (26,44) foi semelhante aos relatados por
KITTIPONGPATANA e KITTIPONGPATANA, (2011) (26,45%), TONGDANG (2008)
(24,4%), OATES e POWELL (1996) (27,7%-28,5%) e BOBBIO et al. (1978) (28,1%).

O amido de jaca obteve um baixo teor de lipideo 0,01%. Este valor foi semelhante ao
encontrado por RENGSUTTHI e CHAROENREIN, (2011) (0,03%) em amido de semente de
jaca. O valores de cinzas (0,52%) esta entre os valores encontrados por MADRUGA et al.,
(2014) em amido de semente de jaca mole (0,16%) e dura (0,07%).

Estes resultados encontram-se de acordo com a RDC n° 263 de 22 de setembro de 2005

da ANVISA que aprova o Regulamento Técnico para produtos de cereais, amidos, farinhas e

farelos, que permite até 14,0% de umidade e 0,5% de cinzas e exige pelo menos 80% de
amido (BRASIL, 2014).
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5.2 Caracterizacéo dos bioplasticos de amido de jaca
5.2.1  Atividade antimicrobiana dos bioplasticos
A atividade antimicrobiana dos biopléasticos de amido de jaca incorporado com lisozima
foi testada contra Micrococcus lysodeikticus. Na Figura 8 tem se a representacdo grafica do

diametro de inibicdo em funcao da concentracdo de lisozima nos tempo de 24 e 48 horas.

Figura 8 - Zona de inibicdo (contra Micrococcus lysodeikticus) de bioplasticos de amido de

jaca em funcéo da concentragdo de lisozima.
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Como pode ser observado, o diametro da zona de inibicdo contra Micrococcus
lysodeikticus aumentou com o acréscimo da concentracdo de lisozima, de modo que, 0 maior
didmetro da zona estava relacionado com o bioplasticos com 8% de lisozima, o qual ndo

diferiu estatisticamente do bioplastico com 10% de lisozima.

Os biopléasticos foram testados apenas contra bactéria gram-positiva, pois, segundo
FENNEMA (2010), a lisozima é uma proteina basica com atividade antibacteriana e sua
atividade catalitica é a hidrolise da ligacdo glicosidica B (1—4), que une os residuos de
acucares aminados N-acetilmuramico e 2-deoxi-N-acetilglicosamina, componentes do
peptidoglicano da parede celular de bactérias. Contudo, a a¢do litica da lisozima é limitada a
bactérias gram-positivas, apresentando pouca ou nenhuma atividade sobre bactérias gram-
negativas, pois o acesso da lisozima ao peptidoglicano de bactérias gram-negativas é

impedido por uma membrana externa lipopolissacaridica.

De acordo com resultados da atividade antimicrobiana, a lisozima foi incorporada com

sucesso em filmes de amido de jaca, produzindo bioplasticos com potencial de atividade
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antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas. Mesmo na concentracdo minima de lisozima
utilizada, os bioplasticos de amido de jaca mostraram inibicdo contra Micrococcus
lysodeikticus. Diante dos resultados obtidos foram elaborados no presente estudo bioplasticos

com concentracdes de (0, 2 e 8%) de lisozima.

FABRA et al (2014) incorporaram lisozima como agente antimicrobiano em filmes de
proteina de ervilha e em filmes de amido de milho e comprovaram a eficacia dos filmes

contra Listeria monocytogenes (bactéria gram-positiva).

MECITOGLU et al (2006) ao realizarem um estudo sobre a incorporagio de lisozima
de ovo branco de galinha em filmes de zeina, observaram, que os filmes de zeina
incorporados com lisozima parcialmente purificada mostrou efeito antimicrobiano em

bactérias gram-positiva como Bacillus subtilis e Lactobacillus plantarum.

5.3 Espessura
A espessura dos bioplasticos de amido de jaca variou de 0,14 mm a 0,17 mm e esta

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 - Espessura dos bioplasticos de amido de jaca.

Espessuras (mm)

Concentracao de lisozima (%0)

pH

0 2 8
4 0,16 0,16 0,17
5 0,15 0,15 0,16
6 0,14 0,15 0,17
7 0,15 0,16 0,16

Por meio de uma andlise de regressdo foi possivel observar que o aumento da espessura
dos biopléasticos de amido de jaca é proporcional ao aumento da concentracdo de lisozima,
como mostra a Equacdo (19). Esse comportamento pode ser devido ao aumento da
concentracdo de matéria seca no bioplastico. A Figura 09 ilustra o comportamento dos

bioplasticos com as diferentes concentracfes de lisozima obtidas no presente trabalho.
E =0,1540 + 0,0017*L (19)

Onde: E é a espessura e L é a concentracdo de lisozima (%).
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Figura 9 - Espessura dos bioplasticos de amido de jaca em diferentes concentracbes de

lisozima.
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A variacdo de pH ndo causou variagdes significativas (p<0,05) na espessura dos
bioplasticos de amido de jaca. Véarios autores na literatura concluiram que a espessura dos
bioplasticos a base de amido, varia de acordo com a concentracdo de amido, de proteina e de
plastificante utilizado (MOURA, 2008; SHIMAZU, MALI e GROSSMANN, 2007; ROCHA,
2009; MATTA et al, 2011; MOTA, 2009; MULLER, et al, 2007) corroborando os resultados
encontrados neste estudo, uma vez que a concentracdo de amido e de glicerol foram

constantes e houve variacdes na espessura apenas em concentracdes diferentes de lisozima.

Segundo HENRIQUE, CEREDA e SARMENTO (2008), a espessura & um parametro
que influencia as propriedades dos bioplasticos e quando controlada permite a uniformidade

do material e a validade das comparac6es entre suas propriedades.

A espessura influencia as propriedades mecanicas e a permeabilidade ao vapor de agua
de filmes hidrofilicos. Quanto maiores as espessuras, mais resistentes a tracdo sao os filmes e
maior a sua permeabilidade ao vapor de &gua (GALDEANO, 2007).

FAKHOURY et al, (2012) ao estudar filmes comestiveis com diferentes concentragdes
de amido de mandioca e gelatina encontraram espessuras de 0,043 a 0,075 mm e observaram
gue o aumento da quantidade de amido ou de gelatina nos bioplasticos resultou em um

aumento na sua espessura.
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5.4 Solubilidade
A concentracdo de lisozima e a variagdo do pH causaram um efeito significativo
(p<0,05) na solubilidade dos bioplasticos de amido de jaca, o efeito de cada um desses

parametros pode ser observado na Equacéo (20).

Segundo BALAN et al, 2012, a solubilidade dos filmes em agua é uma importante
propriedade para determinar a aplicabilidade destes como embalagem de alimentos em

ambiente de alta atividade de agua.

Como ha um interesse na reducdo da transferéncia de agua entre o produto e 0 meio
externo, e como esta propriedade estd relacionada com a solubilidade do filme, uma alta
solubilidade pode comprometer as propriedades mecanicas e de barreira dos filmes.

S =32,79-0,19*L-5,86*pH+0,12*L2-0,10*PH*L+0,64pH? (20)
Onde: S ¢é a solubilidade dos bioplésticos em agua e L é a concentragdo (%) de lisozima.

Através da analise de regressdo foi possivel verificar o ponto minimo de solubilidade
dos biopléasticos de amido de jaca de 18,36%. Essa reducdo da solubilidade pode ser atribuida
a uma interacdo entre a proteina e 0 amido reduzindo a capacidade de interacdo entre 0 amido
e as moléculas de agua. Materiais de embalagens com baixa solubilidade sdo de grande
interesse, pois sdo ideais para embalar alimentos com alto valor de umidade como, por

exemplo, queijo, presunto, carne e outros.

Analisando a Figura 10, é possivel observar que a adicdo de 8% de lisozima na matriz
polimérica causou um aumento na solubilidade dos bioplasticos em todos os pH estudados.
Este comportamento também foi observado por ROCHA et al., (2014) ao estudar filmes de
amido de mandioca com adicdo de extrato protéico de soja, o qual percebeu que o aumento do
teor de proteina gerou um aumento da solubilidade dos filmes.
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Figura 10 - Solubilidade em agua dos bioplasticos de amido de jaca com diferentes

concentragdes de lisozima e valores de pH.
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Segundo FAKHOURY et al., (2012) quando a proteina € adicionada a matriz amilacea,
esta se instala entre as cadeias de amilose e amilopectina levando a reducdo das interacdes,

assim ocorre as cadeias, aumento do volume livre e permitindo maior difusdo da &gua.

O aumento no valor do pH da solucdo filmogénica também favoreceu a solubilidade
dos bioplasticos de amido de jaca. A maior solubilidade em &gua foi encontrada nos
biopléasticos de pH 7,0 e concentracdo de lisozima igual a 8%. Esse comportamento pode ser
devido a adicdo de citrato de sddio para o ajuste do pH da solucdo filmogénica, pois, segundo
LEON (2006), os ions citrato diminuem a solubilidade da proteina por aumentarem as
interacOes hidrofébicas e a agregacdo entre as moléculas devido a uma competi¢cdo dos ions
salinos pela &gua, resultando em uma interacdo proteina-proteina (principalmente via
interacdo hidrofobica) maior que a interacdo proteina-agua. Com o fortalecimento das
interagBes proteina-proteina as moléculas de amido ficam livres para interagir com agua,

tendo em vista que o0 amido é um polimero que apresenta a caracteristica de hidrofilicidade.

Os valores de solubilidade dos bioplasticos de amido de jaca encontrados neste estudo
estdo entre os encontrados por ROCHA (2009) gque obteve solubilidade entre 14,84 e 60,96%
em filmes de amido de mandioca e extrato de soja. MACHADO (2013) obteve solubilidade
de filmes biodegradaveis a base de amido de mandioca e bagaco de cevada entre 21,2 e
31,9%. Ja PRATES e ASCHER (2010) obtiveram valores de solubilidade entre 26,18 e
29,02% em filmes elaborados com amido de fruta-de-lobo e GHASEMLOU et al, (2013)
encontrou solubilidades entre 18,96 e 27,88% em filmes de amido de milho incorporados

com Gleos essenciais de plantas.
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A solubilidade dos bioplasticos de amido de jaca também foi avaliada em solucéo de
acido acético 3% o qual foi utilizado como um simulante de alimentos para a realizacdo de
ensaios de migracdo do antimicrobiano. Apenas os bioplasticos com o pH da solugéo
filmogénica igual a 6,0 foram utilizados para a determinacdo da solubilidade em solucéo

acida.

Os bioplasticos apresentaram maior solubilidade em solucéo de acido acético 3% do que
em &gua como pode ser observado na Figura 11. Este comportamento pode ser devido a uma

provavel hidrolise &cida do amido tornando-o mais soluvel.

Figura 11 - Solubilidade dos bioplasticos de amido de jaca (pH 6,0) em solugdo acida e em

agua.
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FAKHOURY et al., (2012) ao avaliarem a solubilidade de filmes feitos a partir de
misturas de amido de mandioca e gelatina observou que os mesmo foram muito mais sollveis

em solucdo acida do que em agua, chegando a ser 100% soltvel em solucéo acida.

55 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)
A variacdo de pH das solugdes filmogénica ndo causou um efeito significativo (p<0,05)
na PVA dos bioplasticos. A PVA média dos bioplasticos de amido foi de (0,00042 e 0,00057)

g.m/dia.m2Pat.

A incorporagdo de lisozima na matriz amilacea, causou um aumento na PVA dos
bioplasticos. A introducéo da lisozima na matriz polimérica alterou o modo de organizagdo
tridimensional das cadeias poliméricas, diminuindo as forcas de atracdo intermoleculares,

aumentando o espaco livre e consequentemente a mobilidade das cadeias.
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O modelo linear (Equacgéo 21) se ajustou satisfatoriamente aos resultados experimentais
e como pode ser observado na Figura 12, a maior PVA (0,00057g.m/dia.m2Pa) foi observada
na maior concentragédo de lisozima incorporada. Estes resultados corroboram os resultados da
analise de solubilidade, pois, fisicamente, a permeabilidade ao vapor de agua € o produto da
difusividade pela solubilidade da agua no filme. Portanto o aumento da PVA esta relacionado

com o aumento da solubilidade dos bioplasticos.
PVA =0,000417 +0,000017*L (21)

Onde: PVA ¢ a permeabilidade ao vapor de 4gua em g.m/dia.m2Pa’*; L é a concentragao

de lisozima em %.

Figura 12 - Permeabilidade ao vapor de agua dos bioplasticos de amido de jaca em fungdo da

concentracgéo de lisozima.
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O mesmo comportamento foi observado por FAKHOURY et al., (2012), o qual relatou
qgue a permeabilidade ao vapor de agua de filmes de amido e gelatina aumentou com a
elevacdo do teor de proteina. ROCHA et al., 2014 também observaram que a maxima PVA
dos filmes biodegradaveis a base de amido de mandioca e proteina de soja foi encontrada nos

filmes elaborados com o mé&ximo teor de proteina de soja.

A maior PVA encontrada nos bioplasticos com 8% de lisozima pode ser devido a estes
bioplasticos apresentarem maior espessura. Segundo MALI et al., (2010), quanto maiores as
espessuras, mais resistentes sdo os filmes e maior a sua permeabilidade ao vapor de agua.
Este comportamento pode estar relacionado com as modificacgdes estruturais da rede de amido
que podem tornar-se menos densas (inchada), devido a presenca da lisozima entre o0s

polimeros de amilose e amilopectina, facilitando a difusdo da 4gua pela matriz.
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Os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes poliméricos podem ser
utilizados em predigdes da vida de prateleira de produtos embalados e para a indicagdo de
aplicacdes especificas para os mesmos (BALAN, 2012).

Segundo BERTUZZI et al., (2007), o transporte da agua em peliculas comestiveis de
produtos a base de amido é um fendmeno complexo devido a interacdo forte de moléculas de

agua com a estrutura polimérica do amido.

5.6 Propriedades Mecanicas
Por meio dos testes de tracdo foi possivel obter, a resisténcia a tracdo, o percentual de
alongamento e 0 modulo de Young dos bioplasticos de amido de jaca. A resisténcia a tracdo e
0 percentual de alongamento representam a resisténcia do material quando submetido a uma
forca maxima que tende a alonga-lo até seu ponto de ruptura e a sua capacidade de
alongamento, respectivamente, ao passo que 0 modulo de Young € uma medida da rigidez do

material. Os resultados dos testes de tragdo estdo apresentados na Tabela 06.

Tabela 6 - Propriedades mecénicas dos bioplasticos de amido de jaca.

Ph % Lisozima Tensdo Méaxima (%) de Modulo de
(M Pa) Alongamento Young (M Pa)

4 0 2,98 21,61 36,90

5 0 3,24 19,37 62,59

6 0 2,91 14,42 38,04

7 0 2,86 19,03 35,53

4 2 2,20 16,48 34,84

5 2 2,60 16,23 38,04

6 2 2,71 19,15 44,28

7 2 2,48 22,56 20,40

4 8 4,07 22,82 136,62

5 8 4,80 20,94 215,82

6 8 4,37 20,34 153,97

7 8 3,81 51,20 60,33

A concentracdo de lisozima e a variacdo de pH das solucbes filmogénica causou um
efeito significativo (p<0,05) na tensdo maxima dos bioplasticos de amido de jaca e a Equacao

22 foi a que melhor se ajustou aos dados:

Tensdo Maxima = - 2,20 - 0,39*L + 2,0*pH + 0,07*L2 - 0,19*pH 2 (22)
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Onde: L é concentracdo (%) de lisozima

Na Figura 13 esta ilustrada a tensdo méaxima dos bioplasticos de amido de jaca em
funcdo da concentracdo de lisozima e a variacdo de pH. Os bioplésticos que apresentaram
uma menor resisténcia a tracdo (tensdo maxima) foram os com concentragdo de 2% de
lisozima. A presenca da pequena quantidade de proteina reduziu a resisténcia a tracdo como
um resultado da interacdo entre o amido e a proteina que pode ter reduzido a interacéo entre

as cadeias de amido uma vez que a concentragdo de plastificante ndo variou em todas as
amostras.

Figura 13 - Tensdo méaxima dos bioplasticos de amido de jaca com diferentes concentragdes
de lisozima e valores de pH.
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Os bioplasticos com maior concentracdo de lisozima foram os que apresentaram maior
tensdo maxima em todos os niveis de pH. Este aumento pode estar associado a maior
concentracdo de lisozima proporcionando um aumento do nimero de cadeias de proteinas,
sendo estas responsaveis por interac6es intermoleculares mais fortes. O aumento da espessura

é outro fator que pode ter contribuido para aumentar a tensao.

FAKHOURY et al., (2012) ao avaliarem filmes comestiveis feitos a partir de misturas
de amido de mandioca e gelatina também observaram que a adi¢do de proteina (gelatina) a
matriz amilacea causou um aumento na tensdo maxima de bioplasticos de amido de
mandioca.
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Os valores obtidos para resisténcia a tracdo dos bioplasticos de amido de jaca (2,8MPa -
4,8MPa) séo similares aos encontrados por CANO et al, (2014) em filmes de batata (3,04
MPa) e mandioca (1, 7 MPa).

O percentual de alongamento variou significativamente (p<0,05) com a concentracdo de
lisozima e com a variacdo de pH. Através da analise de regressdo foi possivel se obter a

Equacdo 23, a qual melhor se ajustou aos dados.
% Alongamento = 126,60 — 5,11*L — 40,51*pH + 1,19*pH*L + 3,61*L2 (23)
Onde: L ¢ a concentracdo de lisozima

Na Figura 14 tem-se a representacdo grafica da relacdo do percentual de alongamento
com a variacdo de pH e da concentracdo de lisozima. O bioplastico com 8% de lisozima e pH
7,0 foi o que apresentou maior percentual de alongamento. Provavelmente os ions citrato
diminuiram a solubilidade da proteina aumentando a agregacdo entre as moléculas de
lisozima devido a uma competicdo dos ions salinos pela agua, resultando em uma interacéo
proteina-proteina. [Essas proteinas se dispersaram na matriz amilacea atuando como um
plastificante aumentando o volume livre entre as cadeias e consequentemente aumentando a

flexibilidade e capacidade de alongamento deste bioplastico.

Figura 14 - Percentual de alongamento dos bioplasticos de amido de jaca com diferentes
concentragOes de lisozima e valores de pH.
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O maior percentual de alongamento (51,2%) encontrado para os bioplasticos de amido

de jaca foi superior aos encontrados por DE CARVALHO, et al (2011) em filmes de amido
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de mandioca plastificados com glicerol, o qual encontrou percentual de alongamento de 27,25
%.

O modulo de elasticidade € a razdo entre a tensdo e a deformacéo especifica dentro do
limite elastico, onde a deformacdo é totalmente reversivel e proporcional a tensdo. Ele é um
indicador da rigidez do material, pois quanto maior for o médulo de elasticidade do material,
maior serd sua resisténcia a deformacdo e menor sera a sua deformacdo elastica
(SARANTOPOULOS, 2002).

A concentracdo de lisozima e a variacdo de pH das solucGes filmogénica causaram um
efeito significativo (p<0,05) dos bioplasticos de amido de jaca. A Equacdo 24 foi a que
melhor se ajustou aos dados com base na significancia dos parametros.

MY = -506,7 + 9,21*L + 208,86*pH + 2,79*L2 - 3,5*pH*L -19*L2 (24)

Onde: MY é o mddulo de Young ou modulo de elasticidade em MPa e L é a

concentracdo de lisozima em %.

Na Figura 15 esté apresentada a representacdo grafica do modulo de Young em relagéo
a concentracao de lisozima e a variacdo de pH das solugbes filmogénica dos bioplasticos de

amido de jaca.

Figura 15 - Mddulo de Young dos bioplasticos de amido de jaca com diferentes

concentragOes de lisozima e valores de pH.
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Com relagdo a interacdo entre o pH da solucéo filmogénica e a lisozima, o efeito do pH
esté relacionado ao ponto isoelétrico. Quando o valor do pH da solucdo esta distante ponto

isoelétrico da lisozima (pl = 11,1) maior a diferenca de cargas entre as moléculas de lisozima
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e consequentemente essas cargas liquidas repelem-se entre si, favorecendo a interacdo entre a
lisozima e o0 amido, favorecendo um aumento no moédulo de elasticidade do bioplastico como

aconteceu nos biopléasticos de ph 4,0 com 8% de lisozima.

Como o médulo de elasticidade é um indicador da rigidez do material, os bioplasticos
com 8% de lisozima e pH 4,0 foram os que apresentaram maior resisténcia a deformacéo e

menor deformacéo elastica.

Os valores de mddulo de Young encontrados neste estudo variaram de 20,40MPa a
215,82MPa. Estes valores estdo entre os encontrados por ROCHA (2009) o qual obteve
maodulos de Young variando de 0,17MPa a 211,63MPa em filmes biodegradaveis produzidos

a partir de misturas de amido de mandioca e extrato protéico de soja.

5.7 Estudo da difuséo da lisozima
Os ensaios de difusdo foram realizados utilizando dois tipos de solventes: agua e
solucdo de &cido acético 3%. Foram calculados a massa de lisozima liberada num tempo t,
Mt, e a massa de lisozima liberada no tempo infinito, sendo a quantidade total liberada
quando o equilibrio foi alcancado Moo. A espessura dos bioplasticos foram medidas antes e
depois dos ensaios. A massa total de lisozima liberada tanto na dgua como no acido foi

inferior a 60% da massa de lisozima incorporada.

As curvas de liberacdo da lisozima nos diferentes solventes utilizados sdo mostradas na
Figura 16. Analisando as curvas é possivel observar que a quantidade de lisozima liberada
vai aumentando até que o sistema atinge o seu equilibrio, apresentando uma alta taxa inicial

de liberacdo.

Figura 16 - Curvas de liberacdo da lisozima dos bioplasticos de amido de jaca com 8% de

lisozima em diferentes solventes; dgua e solucdo de acido acético 3%.
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51



O mecanismo envolvido no processo de difusdo da lisozima foi investigado aplicando o
modelo da Lei de Poténcia nas curvas apresentadas na Figura 16. Os expoentes de difusdo (n)
e as constantes de difusdo (k) foram calculados utilizando o programa estatistico Statistical
Analysis System- SAS, versdo 9.1. Onde n é o expoente de difusdo caracteristico do
mecanismo de liberacdo e k é uma constante que caracteriza o sistema macromolecular. Os

valores de n, k e o coeficiente de difusdo (D) estdo apresentados na Tabela 07.

Tabela 7 - Expoente de difuséo (n), constante de difuséo (k) e coeficiente de difusdo (Def) de

liberacdo de lisozima. Bioplasticos de amido de jaca com 8% de lisozima.

Solvente n k(s) Derx107 (cm2s™?)
Agua 0,24 0,429 4,83
Soluc¢&o de acido citrico (3%) 0,26 0,083 4,98

Os valores dos expoentes de difusdo (n) encontrados neste estudo foram inferiores a 0,5.
Como os valores de n estdo dentro do limite de 0,5 pode se inferir que a difusdo da lisozima
segue um mecanismo de transporte Fickiano (Caso I). Os valores de n encontrados neste
estudo sendo consideravelmente diferente do valor de n obtido por RITGER e PEPPAS
(1987a) para a liberagdo de uma amostra monodispersa, isto é, n = 0,5, pode ser devido a uma

rapida difusdo da lisozima devido ao pequeno tamanho desta molécula.

Para a obtencgéo dos coeficientes de difuséo (D), foi utilizada a equacgédo simplificada da
22 Lei de Fick (Equacgéo 03), a solugdo para tempos curtos, sendo utilizada para o ajuste dos
pontos experimentais iniciais, quando menos de 60% da massa da massa do composto ativo é
liberada (CRANK, 1975).

Como o mecanismo de liberacdo da lisozima segue o comportamento Fickiano (Caso-1),
podemos dizer que a taxa de difusdo da lisozima é muito menor do que a taxa de relaxacdo da
matriz polimérica. Portanto a difusdo da lisozima é independente do intumescimento da
matriz, que € muito rapido devido a sua caracteristica hidrofilica. Os diferentes tipos de
solventes utilizados ndo causaram diferencas significativas (p < 0,5) no coeficiente de difusdo

da lisozima.

Os coeficientes de difusdo da lisozima em bioplasticos de amido de jaca plastificados
com glicerol foram préximos aos encontrados por TURBIANI, et al., (2011), os quais
encontraram coeficientes de difusdo do benzoato de célcio em filmes de alginato entre
3,21x107 e 5,93x10'cm?/s. e semelhantes aos encontrados por FLORES, et al., (2007) que
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obteve coeficientes de difuséo para o sorbato de potassio em filmes comestiveis a base de

amido de tapioca plastificante com glicerol variando de 1,26x10° a 9,41x10” cm?/s.

GEMILI, et al.,(2009) encontrou coeficientes de difusdo da lisozima em filmes de
acetato de celulose entre 6,17x10° e 2,33x10° cmz/s. Estes valores foram inferiores aos
encontrados neste estudo indicando que o tipo de matriz influencia no coeficiente de difusédo

da lisozima.
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6 CONCLUSOES
O amido de jaca apresentou composicdo centesimal compativeis com os reportados na
literatura e com bom conteudo de amilose, que é um componente importante na formacao de
bioplasticos. Os bioplasticos elaborados com amido de jaca e lisozima apresentaram boa

aparéncia e atividade antimicrobiana contra Micrococcus Lysodeikticus.

A adicdo de lisozima na matriz polimérica assim como a variacdo de pH da solugéo
filmogénica afetou a solubilidade, tensdo maxima, percentual de alongamento e 0 modulo de

Yong dos biopléasticos de amido de jaca.

Os bioplésticos de amido de jaca apresentaram maior solubilidade em solucéo acida do
que em agua em todas as concentracdes de lisozima estudas. A permeabilidade ao vapor de
agua e a espessura dos bioplasticos foram aumentadas com a incorporacdo da lisozima na

matriz.

Por meio dos ensaios de difusdo pode se inferir que a difusdo da lisozima segue o
mecanismo de transporte Fickiano. Portanto a taxa de difusdo da lisozima é muito menor do
que a taxa de relaxacdo da matriz polimérica. Os resultados demonstraram que os bioplasticos
de amido de jaca com incorporacao de lisozima, possuem um grande potencial na utilizacdo

deste material no acondicionamento de produtos alimentares para estender sua vida util.
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