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ARAUJO, Luana Dias. Filmes ativos antimicrobianos de &lcool polivinilico-quitosana e
quitosana-amido-gelatina incorporados com lisozima. Itapetinga, BA: UESB, 2020. 84
p. Dissertagdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Ciéncia de
Alimentos).*

RESUMO

Embalagens ativas podem ser definidas como sistemas que favorecem a seguranca do
alimento por possuirem compostos capazes de interagir com o produto promovendo, por
exemplo, 0 aumento da vida de prateleira dos mesmos. Diferentes tipos de bases
poliméricas e agentes vém sendo testados para o desenvolvimento deste tipo de
embalagem. Neste trabalho, a lisozima, enzima de origem animal, foi incorporada em
filmes desenvolvidos pelo método de casting utilizando blendas de alcool polivinilico
com quitosana (PVAQ) e a base de quitosana, amido e gelatina (QAG). Os filmes foram
testados quanto a atividade antimicrobiana da lisozima utilizando o Micrococcus
lysodeikticus pela técnica disco-difuséo e também avaliando a migragéo da enzima em
meio simulante. Foi avaliada a influéncia da enzima sobre as propriedades fisicas,
mecanicas, opticas e térmicas das blendas. Os filmes contendo a enzima demonstraram
atividade antimicrobiana, e ndo foi constatada a influéncia antimicrobiana dos demais
polimeros na amostra controle (0,0%), inclusive, a presenca da quitosana ndo gerou
efeito antimicrobiano. Pelo teste da atividade enzimética observou-se que a interacéo
com as bases poliméricas utilizadas, principalmente a quitosana presente nas blendas
retardaram a dissolucdo da lisozima em meio aquoso. A adicdo da enzima néo
influenciou nas propriedades de espessura, solubilidade, percentual de transparéncia e
nas propriedades mecanicas dos filmes de PVAQ e QAG, mas sim a composicao e a
interacdo entre as bases poliméricas utilizadas nas blendas. Ao avaliar a cor dos filmes
de PVAQ e QAG, o parametro b* indicou que o aumento da concentracdo da lisozima
intensificou a coloracdo amarela, cor propensa nos materiais devido a presenca da
quitosana. Ambos os filmes apresentaram barreira a luz UV que foi reforcada pela
presenca da lisozima. Na analise de difracdo de raios X, o aumento da concentracdo da
lisozima aumentou as linhas de difracdo para as blendas de PVAQ, enquanto que para
os filmes de QAG o aumento da concentracdo da enzima exibiu regibes amorfas e
menor intensidade na difracdo. A adicdo da enzima no filme de PVAQ (1,5%) exibiu
baixo grau de cristalinidade diferindo das demais, e no geral as blendas apresentaram
boa resisténcia térmica. Os filmes produzidos pelas blendas de PVAQ e QAG
incorporados com a lisozima podem ser considerados como materiais promissores para
0 segmento de embalagens ativas para aplicacdo em alimentos.

Palavras-chave: embalagens ativas; blendas; enzima antimicrobiana; filmes
biodegradaveis.

*QOrientadora: Cristiane Patricia de Oliveira, DSc. UESB. Co-orientadores: Leandro Soares Santos, DSc.. UESB e Renata Cristina
Ferreira Bonomo, DSc. UESB.
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SUMMARY

Active packaging can be defined as systems that favor food safety because they have
compounds capable of interacting with the product, promoting, for example, their shelf
life. Different types of polymeric bases and agents have been tested for the development
of this type of packaging. In this work, lysozyme, an enzyme of animal origin, was
incorporated into films developed by the casting method using blends of polyvinyl
alcohol with chitosan (PVAQ) and based on chitosan, starch and gelatin (QAG). The
films were tested for the antimicrobial activity of lysozyme using Micrococcus
lysodeikticus by the disc-diffusion technique and also evaluating the migration of the
enzyme in a simulant medium. The influence of the enzyme on the physical,
mechanical, optical and thermal properties of the blends was evaluated. The films
containing the enzyme showed antimicrobial activity, and the antimicrobial influence of
the other polymers was not found in the control sample (0,0%), including the presence
of chitosan did not generate an antimicrobial effect. By the enzymatic activity test it was
observed that the interaction with the polymeric bases used, mainly the chitosan present
in the blends, delayed the dissolution of the lysozyme in aqueous medium. The addition
of the enzyme did not influence the thickness, solubility, percentage of transparency and
mechanical properties of the PVAQ and QAG films, but the composition and interaction
between the polymer bases used in the blends. When evaluating the color of the PVAQ
and QAG films, parameter b* indicated that the increase in lysozyme concentration
intensified the yellow color, a color prone in the materials due to the presence of
chitosan. Both films presented a barrier to UV light, which was reinforced by the
presence of lysozyme. In the analysis of x-ray diffraction, the increase in lysozyme
concentration increased the diffraction peaks for the PVAQ blends, while for the QAG
films the increase in the enzyme concentration exhibited amorphous regions and less
intense diffraction. The addition of the enzyme in the PVAQ film (1,5%) exhibited a
low degree of crystallinity differing from the others, and in general the blends showed
good thermal resistance. The films produced by the PVAQ and QAG blends
incorporated with lysozyme can be considered as promising materials for the active
packaging segment for application in food.

Keywords: active packaging; blends; antimicrobial enzyme; biodegradable films.

*QOrientadora: Cristiane Patricia de Oliveira, DSc. UESB. Co-orientadores: Leandro Soares Santos, DSc.. UESB e Renata Cristina
Ferreira Bonomo, DSc. UESB.
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| - REFERENCIAL TEORICO

1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil, as embalagens ativas sdo uma perspectiva de inovagdo para as
industrias de alimentos e sdo pesquisadas, dentre elas os filmes ativos antimicrobianos.
Também sdo estudadas para o desenvolvimento desta nova tecnologia materiais que seja
compativel com os compostos antimicrobianos a serem incorporados e que oferecam
caracteristicas adequadas as embalagens. Desta forma o estudo de compostos com
atividade antimicrobiana e de novos materiais, ou a mistura deles, para a elaboragéo
dessas embalagens apresenta-se como uma linha de pesquisa promissora para 0
desenvolvimento de novas tecnologias no ramo.

As embalagens ativas estabelecem interagdo com o alimento, pois contém
substancias que retardam processos fisiologicos, prolongam a vida de prateleira do
alimento e melhoram a qualidade ao oferecerem a seguranga do alimento
(ABDOLLAHI et al., 2012). Como um segmento de embalagens ativas, as embalagens
antimicrobianas obtidas a partir de compostos ativos podem ser uma alternativa para
garantir a seguranca do alimento e proporcionar a estabilidade por um periodo maior,
pois 0 agente antimicrobiano € incorporado na matriz polimérica e se difunde para o
alimento permitindo a inibicdo ou eliminacdo da atividade microbiolégica (PEREZ-
CORDOBA et al., 2018).

Alguns agentes antimicrobianos podem ser utilizados ou incorporados em filmes
ativos (LOPES et al., 2014), dentre estes, destaca-se a lisozima. A lisozima € uma
enzima que estd presente em alimentos de origem animal como o leite humano e na
clara dos ovos (LIBURDI et al., 2016). Diversos trabalhos apontam a efetividade da
acdo antimicrobiana da lisozima em bactérias gram-positivas quando incorporada em
filmes ativos (DE SOUZA et al., 2010; BARBIROLLI et al., 2012; COLAK et al.,
2015; SILVA et al.,2018). Com base nestes estudos a lisozima foi escolhida para ser
avaliada como agente antimicrobiano neste estudo.

Kanatt et al. (2012) consideram embalagens ativas como sistemas promissores
para 0 aumento da qualidade e validade dos produtos, podendo ser elaborada também a
partir de materiais funcionais, cogitada como um substituto de grande potencial para

embalagens de carater convencional. Segundo Quesada et al. (2016) filmes ativos



podem ser preparados a partir de materiais de origem natural como amidos, derivados
de plantas como a celulose, derivados de animais como quitina e quitosana, derivados
de proteinas de origem animal como a gelatina, dentre outros. Polimeros sintéticos
como o alcool polivinilico também podem ser utilizados para a elaboragdo de filmes
ativos (PANDELE et al., 2014).

Neste estudo foi proposto o desenvolvimento de filmes formados por blendas a
base de quitosana, alcool polivinilico, amido e gelatina. Esta proposta € interessante
tendo em vista que os filmes destes materiais isoladamente apresentam caracteristicas
que inviabilizam sua aplicacdo em embalagens para alimentos.

Os filmes destes materiais apresentam algumas desvantagens que podem ser
corrigidas formando blendas poliméricas, combinacdo com outros polimeros para
melhorar as propriedades das embalagens (MACIEL et al., 2012). Segundo Pachekoski
et al. (2014) blendas poliméricas sdo a juncdo de dois ou mais polimeros para aprimorar
ou melhorar as propriedades como barreira, resisténcia a tracdo, reforco ou
complementacdo de estruturas onde ambas requerem compatibilidade para a interacao.
Além das caracteristicas benéficas a estrutura das embalagens, as blendas permitem a
incorporacdo de agentes que favorecam a seguranca de alimentos (AYALA-ZAVALA
et al., 2011) possibilitando o desenvolvimento de embalagens ativas antimicrobianas.

Portanto, desenvolver e caracterizar um filme ativo antimicrobiano a base de
lisozima utilizando blendas de polimeros biodegradaveis € uma alternativa inovadora
para a industria de alimentos. Estas consideracdes deram base para o presente trabalho,
que teve como objetivo desenvolver e caracterizar filmes a base de blendas da quitosana

com alcool polivinilico, amido e gelatina incorporados com lisozima.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Embalagens ativas

Do ponto de vista tecnoldgico, as embalagens tém a funcdo de acondicionar os
alimentos para conservar e manter a sua integridade. Dentro do segmento de
embalagens, estdo sendo formuladas embalagens com compostos que migram para o
interior do produto a fim de favorecer a durabilidade do alimento e manter a qualidade.
Esta tecnologia € denominada embalagem ativa.

As embalagens ativas podem ser definidas como sistemas que prolongam a vida
de prateleira dos alimentos, oferecendo seguranca alimentar e em conjunto, melhorando
a qualidade do alimento (DA SILVA CESAR et al., 2010). Ja Pires et al. (2014)
definem embalagens ativas como embalagens que alteram suas condigdes internas para
promover a seguranca do alimento, melhorar as propriedades sensoriais do produto e
prolongar o shelflife, oferecendo um produto com valor agregado ao consumidor desde
a sua elaboracdo até o acondicionamento. Embalagens ativas s@o filmes contendo
componentes que estabelecem interacdo com o alimento para promover a conservagao,
seguranca do alimento e por consequéncia manter um produto de qualidade
minimizando alteragdes quimicas, fisiologicas e microbioldgicas (DE OLIVEIRA et. al,
2008).

Conforme a necessidade, séo elaborados filmes ativos com efeito antioxidante,
antiumectante, controladores de gases, preservadores de cor, e antimicrobiano (DA
SILVA CESAR et al., 2010), o que mostra as diferentes funcdes que podem ser

atribuidas a esta tecnologia inovadora na area de embalagens para alimentos.

2.2.Embalagens ativas antimicrobianas

As embalagens ativas antimicrobianas sdo aquelas nas quais sdo incorporados
componentes que, ao migrar para o interior do produto, sdo capazes de inibir ou
interromper a atividade de microrganismos deteriorantes ou patogénicos com 0
rompimento de sua estrutura celular (SOARES et al., 2009). Tal embalagem deve ainda
conter em sua estrutura barreiras contra a acdo do meio externo para conceder ao
consumidor um produto que ofereca a seguranca do alimento e qualidade do ponto de

vista sanitario.



O uso das embalagens antimicrobianas se justifica porque a utilizag&o de agentes
antimicrobianos no produto pode perder o efeito ao longo do tempo antes de concluir o
prazo de validade devido & composicdo do préprio alimento. Com o0 agente
antimicrobiano incorporado e disperso na matriz polimérica, o microrganismo é
contido, por inibicdo ou eliminacdo da sua atividade a medida que o agente vai
migrando da embalagem para o produto (LOPES et al., 2014).

Pires et al. (2014) sugere o uso de filmes ativos antimicrobianos especialmente
para 0 acondicionamento de produtos pereciveis como carnes, queijos ou massas, uma
vez que sao alimentos de facil contaminagdo. A superficie de tais alimentos, de maneira
geral é onde se inicia a contaminacdo de acordo com a manipulacdo. A migracdo de
compostos da embalagem para o interior do alimento tende a causar o efeito
antimicrobiano, inibindo a acdo da flora vegetativa presente.

Nos ultimos anos varias pesquisas explanaram o desenvolvimento e aplicacédo de
embalagens ativas nos alimentos. S&o temas abordados nestes trabalhos o tipo de base
polimérica, os parametros de qualidade da embalagem, o agente antimicrobiano e sua
eficiéncia frente a microorganismos especificos bem como a sua aplicacdo em alguns
produtos. O Quadro 1 apresenta alguns trabalhos que abordaram esse tema. Em geral os
autores reportam o efeito antimicrobiano principalmente para bactérias gram-positivas,
em filmes incorporados por &cidos, 6leos essenciais, quitosana, extratos de plantas e
lisozima em diferentes bases poliméricas. Alguns desses trabalhos foram aplicados
também em produtos mostrando a efetividade das embalagens ativas ndo s6 em

situac@es in vitro, mas também no proprio alimento.



Quadro 1: Estudos com filmes ativos antimicrobianos

Autor (es) Base polimérica Agente antimicrobiano Microrganismo testado Produto
Park et al. Quitosana Lisozima Micrococcus lysodeikticus, E. coli e S. faecalis -
(2004)
Moraes et al. Base celulésica Acido sérbico Fungos filamentosos e leveduras Manteiga
(2007)
Botre et al, Resina celulésica com Oleo essencial de orégano Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Penicillium sp Pizza pronta
(2010) acetona
De Souza et al. Caseinato de sodio Lisozima Micrococcus lysodeikticus e Staphylococcus aureus ATCC 12600 -
(2010)
Pereda, et al. Quitosana com glicerol e Quitosana Escherichia coli (O157:H732158) e Listeria monocytogenes innocua -
(2011) gelatina
Abdollahi et al. Quitosana Oleo essencial de alegrime | Listeria monocytogene (PTCC 1163), Pseudomonas putida (PTTC 1694), Streptococcus -
(2012) nanoparticulas de argila agalactiae PTCC 1768, Escherichia coli (PTCC 1533) e Lactococcus lactis
montmorilonita (MMT)
Barbiroli et al. Carboximetilcelulose Lisozima e lactoferrina Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698), E. coli e L. innocua Papel em carne
(2012) bovina de corte fino
Kanatt et al. Quitosana e &lcool Extrato de menta aquosa e Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) e Bacillus cereus (MTCC 470) -
(2012) polivinilico extrato de casca de roma

Corradini et al.

(2013)

Politereftalato de etileno

(PET)

Lisozima

Micrococcus lysodeikticus

Hanusova et al.

(2013)

Poliamida, iondmero e
celulose regenerada

Glicose oxidase e lisozima

Micrococcus lysodeikticus




Amido com sorbitol e

Oleo de Rosmarinus

As bactérias Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e 0
fungo Candida albicans (ATCC 10231)

Mattei et al.
(2013) gelatina com sorbitol officinalis
Lopes, et. al Acetato de celulose e Aldeido cinamico As bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria monocytogenes (ATCC -
(2014) acetona 153113), Escherichia coli (ATCC 11229), os fungos filamentosos, Fusarium
oxysporum e Aspergillus flavus
Rodriguez- Poliamida com quitosana Quitosana Salmonella typhimurium (ATCC 51812) and Staphylococcus aureus (ATCC 11632) -
Nufiez, et al.
(2014)
Synowiec et al. Pupulano Extrato de manjericdo doce Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633), S. enteritidis Macés (Malus
(2014) (ATCC 13076), E. coli (ATCC 25922), os fungos Penicillium expansum (ATCC 7861), domestica) cv.
Rhizopus arrhizus (ATCC 11145), Aspergillus niger (ATCC 9142), Saccharomycopsis Jonagold
fibuliger (ZBMZ 2) e Saccharomyces cerevisiae (IPF5) refrigeradas
Amido Nisina, lisozima e EDTA Bactérias gram-negativas -

Bhatia e Bharti
(2015)

Escherichia coli (IAL 339) e Staphylococcus aureus (IAL 1875)

De Souza et al.

Amido de mandioca com

Extrato etandlico de propolis

Pérez-Cérdoba

Gelatina e Quitosana

(2015) glicerol
Silva et al. Quitosana preparada com Quitosana Fungo Aspergillus parasiticus Grédos de amendoim
(2015) acido cloridrico
Liburdi et al. Quitosana Lisozima Oenococcus oeni Vinhos brancos
(2016)
Quesada et al. Quitosana Oleo essencial de tomilho Bactérias mesofilicas aerdbias totais, bactérias mesofilicas do cido latico (MLAB), Carne cozida
(2016) enterobactérias, bolores e leveduras
Jiang et al. Nanocomp@sitos de Lisozima Bactéria gram-negativa Escherichia coli (ATCC 27325) e bactérias gram-positivas -
(2017) quitina Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus subtilis (ATCC 23631)
Nanoemuls@es encapsuladas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692) e Listeria monocytogenes (ATCC 3515) -

et al. (2018)
De Almeida- Ecoflex, amido e glicerol Oleos essenciais: 6leo de Estafilococcus spp., Salmonella spp. e Clostridium Nuggets
Couto e Cestari orégano, 6leo do cravo e 6leo




(2018)

de alecrim

Silva et al. Pululano Nanofibras de lisozima Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
(2018)
Galindo et al. Gelatina e quitosana com Oleos essenciais: 6leo de Staphylococcus aureus (ATCC 25922) e Escherichia coli (ATCC 35218)
(2019) glicerol alecrim e dleo de orégano

com Tween 80




2.2.1. Lisozima como agente antimicrobiano em embalagens ativas

Um grupo de enzimas com atividade antimicrobiana vem sendo utilizado para o
desenvolvimento de embalagens, dentre elas, destaca-se a lisozima. A lisozima pode ser
descrita como uma enzima de origem animal capaz de exercer atividade antimicrobiana.
Esta enzima est4 presente na clara do ovo, leite de mamiferos, mucosas, secrecdes e em
lagrimas, secrecdes urinarias, respiratorias e cervicais (BENKERROW, 2008).

De acordo De Souza Medeiros et al. (2017), a lisozima é uma proteina de
estrutura primaria formada por 129 aminoacidos e sua cadeia detém 4 pares de cisteinas
(grupos hidrofobicos) ligados por uma ponte dissulfidica para estabelecer, por ligacdo
covalente, a unido dos pontos mais distantes do arranjo primario. O ponto isoelétrico da
lisozima situa-se em pH proximo a 10 (RUSSELL et al.,2017).

Mohammad et al. (2015) consideram a lisozima uma enzima termoestavel pois
apresenta o ponto de fusdo do pd cristalino em torno de Tm = 187°C, AH°® =
125,3kJ/mol e a 134°C alcanca cerca de apenas 8,5% de desnaturacdo sem provocar
alteracdes de seu estado de sdlido para liquido, mas sim a alteracdo de sua conformacao
molecular para um formato desnaturado. Este fendmeno ocorre porque a estrutura da
enzima supera forcas intramoleculares na tentativa de preservar a0 maximo o estado
nativo, no entanto, os autores relatam que a lisozima em solu¢Ges aquosas apresenta
ponto de fusdo a Tm aproximadamente 76°C devido a separacdo de suas moléculas
pelas moléculas de agua do meio.

Bhatia e Bharti (2015) explicam que a estrutura polipeptidica da lisozima dispde
de cisteinas hidrofébicas e uma ponte dissulfidica que atuam como agente de controle
microbioldgico, com efeito bacteriostatico sobre bactérias gram-positivas, hidrolisando
a parede celular de peptideoglicanonas ligacdes do tipo 1-4 entre N-acetil acido D-
muramico e N-acetil D-glucosamina. J& quanto as bactérias gram-negativas, Hanusova
et al. (2013) relata que para a acdo eficaz da lisozima sobre este tipo de microorganismo
sd0 necessarios tratamentos fisicos e quimicos de permeacdo que afetem a barreira da
membrana externa para que este grupo seja sensivel a presenca da enzima.

Alguns estudos revelam a acdo antimicrobiana da enzima lisozima em diferentes
materiais e filmes sobre determinadas microbiotas.

Park et al. (2004) desenvolveram filmes de quitosana incorporando diferentes
concentragdes da lisozima a fim de verificar o comportamento antimicrobiano da

enzima para com Escherichia coli e Streptococcus faecalis e a sua influéncia nas



propriedades bésicas dos filmes. Os pesquisadores constataram que a enzima
demonstrou atividade antimicrobiana e observaram que a difusdo da enzima aumentou
conforme aumentava o percentual da enzima na matriz polimérica e perceberam que sua
incorporagdo nao influenciou na permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes, no entanto,
afetou as propriedades mecénicas afetando a tenséo, formando filmes mais resistentes
ao alongamento, comportamento percebido conforme aumentada a concentragdo da
lisozima.

De Souza et al. (2010) prepararam filmes ativos de caseinato com modificagdes
no pH e incorporaram 1% de lisozima. Estes filmes se mostraram promissores para
estender efeitos antimicrobianos para o armazenamento de alimentos e possibilitar
seguranca do alimento pela acéo inibidora sobre bactérias gram-positivas, uma vez que
provocou a inibicdo de colbnias de Staplylococcus aureus incubados por um periodo de
24h a 37°C em pH 4,6. Depois do staply, tal enzima foi testada para verificar o efeito
antimicrobiano sobre o Micrococcus lysodeikticus, que € o microrganismo considerado
o0 indicador da presenca da lisozima devido a sua alta sensibilidade a acdo da enzima
(CORRADINI et al., 2013).

Em 2012, Barbirolli et al. estudaram a atividade antimicrobiana da lisozima e
lactoferrina em embalagens celulésicas sendo observada a solubilidade de ambas
enzimas em meio aquoso. Os autores testaram a atividade antimicrobiana contra a
Listeria innocua DSMZ20649 e Escherichia coli DSMZ 50902 em carne onde
verificaram que a lisozima forneceu os resultados mais favoraveis, se tratando de
inibicdo, para a Listeria e em menor grau de inibicdo para E. coli.

Corradini et al. (2013) elaboraram filmes a base de poli (tereftalato de etileno)
(PET) utilizando via sol-gel com incorporacdo de lisozima a fim de obter embalagens
ativas que liberasse o agente de maneira controlada. Como resultado, os pesquisadores
notaram que a aplicacao foi expressiva para a inibicdo do M. lysodeikticus.

Hanusova et al. (2013) incorporaram a lisozima e a enzima glicose oxidase pela
técnica de Reacdo Ugi em filmes de poliamida, filmes de iondmero e filme de celulose
regenerada. Para a determinacdo da atividade da lisozima, os autores testaram os filmes
incubando o microrganismo Micrococcus lysodeikticus para posteriormente aplicarem
contra as cepas de Escherichia coli CNCTC 6859, Pseudomonas fluorescens CNCTC
5793, Lactobacillus helveticus CH-1, Bacillus subtilis CNCTC 5615, Listeria ivanovii
CCM 5884 e Listeria innocua CCM 4030. Como resultado, diferente da glicose

oxidase, a incorporacao da lisozima em filmes de poliamida e iondmero geraram perda
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da atividade enzimatica, portanto tal enzima ndo provoca inibicdo microbioldgica nestas
bases poliméricas.

Bhatia e Bharti (2015) produziram filmes antimicrobianos a base de amido e
glicerol, incorporados de nisina, lisozima e o0 agente quelante etilenodiaminotetraacetato
(EDTA) a fim de avaliar a combinagdo dos trés agentes antimicrobianos contra a
Listeria monocytogenes. Como resposta, embora o filme de amido e glicerol isento das
enzimas ndo tenha exibido atividade antimicrobiana, os dados obtidos para a os filmes
com a combinagdo de ambas as enzimas proporcionaram curto efeito bactericida pois
ndo foram obtidos resultados inibitérios por um longo tempo de incubacdo. Assim, 0s
autores sugerem estudos posteriores para melhorar a eficacia quanto a dosagem dos
agentes antimicrobianos em conjunto.

Colak et al. (2015) elaboraram filmes de caseinato de sodio e glicerol por
extrusdo soprada, imobilizando a lisozima. Para verificar a atividade antimicrobiana dos
filmes, os pesquisadores testaram a agdo da enzima para o Micrococcus luteus CIP
A270 com 24h a 37°C de acordo com o halo de inibigéo e perceberam que nas primeiras
25h ndo foram observados o crescimento microbiologico, enquanto que nas placas
controle foi observada a presenca de colénias do microrganismo. A atividade enzimatica
foi continuamente observada por pelo menos cinco semanas com este resultado até
mesmo para os filmes de concentragdo minima de lisozima.

No estudo com vinhos brancos de Liburdi et al. (2016) foi observada a acdo da
lisozima livre e imobilizada em esferas de quitosana pura e com gelatina para
analisarem o efeito antimicrobiano sobre a cepa de Oenococcus oeni. Apesar de a
imobilizacdo reduzir a eficiéncia do efeito antimicrobiano, a forma do emprego da
enzima ndo impediu a lise celular da bactéria, pois a acdo sobre a bactéria foi
constatada.

Jiang et al. (2017) estudaram a atividade enzimatica e antimicrobiana da
lisozima em nanofibras de quitina e o efeito antimicrobiano nas bactérias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Como resposta, a atividade
antimicrobiana se destacou melhor em bactéria gram-negativa do que bactérias gram-
positivas, no entanto os efeitos foram significativos para ambos. Os autores perceberam
que conforme aumentava a concentracao, a eficacia foi potencializada mostrando que a
quitina combinada com a lisozima possui propriedades que podem interromper a acéo

de bactérias.
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Silva et al. (2018) produziram filmes a base de pululano incorporados com a
nanofibras de lisozima para testar a atividade antimicrobiana para Staphylococcus
aureus ATCC 6538. Foi observado que com 24 e 48h ndo foram detectados sinais de
inibicdo para o S. aureus, obtendo o0 mesmo comportamento para a amostra controle.
Conforme foram aumentadas as quantidades de nanofibras utilizadas em cada ensaio,
foi verificado o crescimento do microrganismo, cuja lisozima em nanofibras mostra-se
inviavel para o uso em embalagem ativa.

Liburdi et al. (2016) acreditam que a lisozima estabelece ligacdes covalentes
com a quitosana devido a imobilizacdo da enzima no material evidenciar
compatibilidade com os grupos hidrofobicos da quitosana. Os pesquisadores também
constataram que a fase insolivel do material interage com a parede celular do
microrganismo, provocando a ruptura do substrato. No entanto, a proteina possui a fase
polar que pode interagir com polimeros hidrofilicos por ligacdo de hidrogénio ou
interacOes de Van der Waals.

Bonomo et al. (2018) elaboraram filmes ativos antimicrobianos de amido de jaca
incorporados com a lisozima utilizando concentracdes de 0, 2 e 8% e estudaram pela
técnica disco-difusdo o efeito antimicrobiano para o Micrococcus lysodeikticus onde
constataram inibicdo significativa para filmes contendo a enzima descartando o efeito
do amido de jaca no filme controle. Neste sentido, por se tratar de uma enzima de
carater antimicrobiano, torna interessante verificar a sensibilidade de microrganismos
gram-positivos em concentrac@es inferiores da enzima em filmes ativos para examinar a
sua eficacia e em que interfere nas propriedades do filme.

O tipo de material onde a enzima sera incorporada pode influenciar na sua agéo
antimicrobiana e, além disto, a interacdo da enzima com o tipo de base polimérica
utilizada ndo garante que a embalagem mantera as barreiras contra ar, gases e umidade
que sdo exigidas para as embalagens de carater antimicrobiano (SOARES et al., 2009).
Estudar diferentes tipos de bases poliméricas e suas misturas para a incorporacdo da
enzima, bem como aspectos do efeito da lisozima nas caracteristicas dos diferentes
filmes torna-se um ponto para pesquisa de ambito tecnolégico no ramo de embalagens

alimenticias.
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2.3.Polimeros biodegradaveis na producéo de filmes

Atualmente, a sociedade tem tomado consciéncia quanto ao prejuizo ambiental
que o consumo de embalagens sintéticas pode promover e tém despertado o interesse
quanto ao uso de polimeros com caracteristicas de biodegradabilidade. Compostos
como as proteinas do soro de leite, gelatina, caseina, quitosana, quinoa, amido de
mandioca, pectina, entre outros polimeros estdo sendo usados com a finalidade de obter
filmes que sejam biodegradaveis (MACIEL et al., 2012). Desta forma, bases
poliméricas de origem natural como a quitosana, amido e a gelatina e polimeros
sintéticos biodegradaveis como o alcool polivinilico podem ser estudados para a

aplicacdo em filmes ativos.

2.3.1. Quitosana

De acordo Gonsalves et al. (2011) a quitosana é um polissacarideo obtido a
partir da N-desacetilacdo da quitina, sendo este polimero considerado um copolimero
que atua como uma base, de baixa hidrofilia, soldvel em meio acido em pH inferior a
6,0 e com atuacdo de base fraca (Kpa = 6,3 e 7,2) que apresenta varios sitios reativos
pois € formado por unidades estruturais de 2-amino-2-desoxi- D-glicopiranose (GIcN),
2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligacdes glicosidicas do
tipo B (1—4) sendo a glicosamina (GIcN) a estrutura em maior propor¢do. A reacao
para obtencdo do polimero influéncia nas caracteristicas da quitosana com relacdo as
propriedades de capacidade hidrofobica, solubilidade, viscosidade, e capacidade de
reticulacdo na presenca de agentes formadores de ligacGes cruzadas. A Figura 1 mostra

a estrutura da quitosana.
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Figura 1: Estrutura da quitosana. Fonte: Google Imagens.
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Segundo Moura et al. (2006) e Gonsalves (2011) a quitosana apresenta além da
biodegradabilidade, caracteristicas como compatibilidade com outros polimeros e
carater hidrofobico com baixa hidrofilicidade, sendo amplamente empregada desde o
uso em curativos, cicatrizantes, tratamento de efluentes em esgotos, agentes quelantes
de metais, floculantes, adsorventes de corantes, adsorventes de anions metalicos até a
aplicacdo para tratamentos antimicrobianos nos mais diversos setores, inclusive na
industria de alimentos para embalagens ativas.

A quitosana é um polissacarideo que apresenta capacidade de formar filmes
ativos antimicrobianos, antioxidantes e revestimentos comestiveis (PEREDA et al.,
2011). Maciel et al. (2012), aponta que a quitosana atua como uma base polimérica
capaz de formar embalagens consideradas flexiveis, biodegradaveis e que vem sendo

indicada como uma possivel substituta de polimeros sintéticos de dificil decomposicao.

2.3.2. Alcool polivinilico (PVA)

De acordo com Kanatt et al. (2012) e Pandele et al. (2014), o alcool polivinilico
ou polivinil alcool (PVA, PVOH ou PVAL) é uma base polimérica sintética
amplamente aplicada na industria de alimentos cuja formacdo de filmes costuma
proporcionar propriedades de formacdo, transparéncia, resisténcia mecanica (a tragéo),
adesividade, solubilidade em agua e biodegradabilidade, fator que faz com que tal
polimero seja incorporado em blendas com outros biomateriais como por exemplo a
quitosana e o amido.

O élcool polivinilico é produzido a partir da polimerizacdo do acetato de

polivinil (Figura 2).

n

Figura 2: Estrutura parcial do alcool polivinilico. Fonte: Google Imagens.

13



2.3.3. Amido

Dentre os polimeros mais estudados para elaboracdo dos filmes, o amido ganha
destaque. Varios pesquisadores consideram o amido como uma fonte renovavel para a
elaboracdo de filmes biodegradaveis, uma vez que é um polimero natural capaz de
sofrer acdo bioquimica de microrganismos e enzimas para decompor tal fonte
(CAMPOS et al., 2011).

O amido consiste em um polissacarideo formado pelos polimeros amilose e
amilopectina. A amilose é formada por cadeias lineares do tipo a 1-4 (Figura 3), cuja
estrutura é responsavel pela formacdo de gel mais rigido e relativamente soltvel; ja a
amilopectina é formada por cadeias lineares e ramificadas do tipo o 1-4e a 1-6 (Figura
4), 0 que representa cerca de 75% da composicdo do amido sendo responsavel pela
elasticidade do gel (DERNADIN e SILVA, 2008). Desta maneira, a interagdo entre
ambas conduz ao rearranjo das estruturas, onde posteriormente sdo mantidas por
ligacGes de hidrogénio (SHIMAZU et al., 2007).

O amido da batata inglesa (Solanum tuberosum L.) é considerado como uma
classe de amido com maior poder de inchamento, solubilidade, clareza na pasta,
viscosidade e a amilose é considerado um carboidrato que facilita a hidrélise acida para
a sintese da glicose, com baixa temperatura de gelatinizacdo comparado a outros amidos
como de milho, trigo e arroz (DE FRANCA et al., 2017). Segundo Garcia et al. (2015)
a porcentagem de amilose contidas nas mais diversas cultivares de batata pode variar
entre 3,30 a 5,69%.

CH,0H CH>0OH CH>0H
O o O
OH OH OH
OH O O OH
OH OH OH

300-600

Figura 3: Estrutura da amilose com cadeia simples do tipo a (1-4). Fonte: Google
Imagens.
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Figura 4: Estrutura da amilopectina com cadeias lineares e ramificadas do tipo a (1-4) e
a (1-6). Fonte: Google Imagens.

Dentre os polimeros mais estudados para elaboracdo dos filmes, o amido ganha
destaque. Varios pesquisadores consideram o amido como uma fonte renovavel para a
elaboracdo de filmes biodegradaveis, uma vez que é um polimero natural capaz de
sofrer acdo bioquimica de microrganismos e enzimas (CAMPOS et al., 2011).

O principio filmogénico do amido baseia-se na desconstrucdo da estrutura
granular semicristalina pela gelatinizacdo, processo que requer a presenca de agua e
temperatura para transformacao irreversivel do amido em gel viscoelastico. O resultado
desta interacdo € a criacdo de uma matriz polimérica homogénea de caracteristica
amorfa, onde a agua aquecida é o principal agente de deperecimento das regides
cristalinas organizadas em sua estrutura, principalmente sobre as ligacdes de hidrogénio.
O rompimento da estrutura do amido é caracterizado pelo processo de fusdo, onde
posteriormente ocorre o0 processo de gelatinizacdo, chamada de retrogradacdo ou
recristalizacédo, o qual ocorre o agrupamento por interacao de hidrogénio das cadeias, no
entanto, ao alcancar o resfriamento completo, os filmes de amido tendem a se apresentar
pouco rigidos e quebradicos (DERNADIN e SILVA, 2008).

2.3.4. Gelatina

De acordo Pereda et al. (2011), a gelatina é uma proteina de origem animal que
pode ser extraida através da hidrolise e aquecimento condicionada do colageno
(presente nos 0ssos e pele animal em fibras insollveis) que permitem posteriormente o
rearranjo da estrutura copolimerimérica formada por uma triade de glicinas. Estes
autores consideram que a gelatina tem capacidade de formar filmes flexiveis e
transparentes que melhoram propriedades dpticas e podem oferecer barreira a gases, no
entanto, a gelatina contém carater hidrofilico, deixando a desejar quanto a

permeabilidade ao vapor d’agua.
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A gelatina é um composto polifuncionais e contém o -NH2 e -COOH em suas
cadeias, fazendo com que este composto apresente grupos disponiveis para estabelecer
interacbes como a reticulacdo na unido com outros polimeros (HAMARAT SANLIER
et al., 2016).

2.4.Blendas poliméricas para producao de filmes

Blendas poliméricas sdo a combinacdo de polimeros para promover propriedades
desejaveis aos materiais, bem como para embalagens. Segundo Luna et al. (2015) a
formacéo de blendas poliméricas diz respeito a misturas de polimeros com a finalidade
de combinar caracteristicas desejaveis seja nas propriedades mecanicas, quimicas ou de
barreiras do material, alinhando baixo custo de producéo pela combinagéo ajustada dos
materiais.

As blendas podem ser elaboradas por extrusdo (PACHEKOSKI et al., 2014),
contudo o pelo método de Casting € uma técnica que tem sido amplamente utilizada
para obter filmes cujos materiais sd@o de fonte naturais e/ou biodegradavel. Esta técnica
consiste na distribuicdo proporcional das solugdes filmogénicas em placas por
sobreposicdo ou mistura de dois ou mais solucdes de polimeros para que, com a
temperatura controlada, o solvente seja evaporado e forme filmes (VINHAS et
al.,2013).

Gonsalves et al. (2011) acreditam que a mistura de polimeros em blendas podem
sofrer o fenbmeno da reticulacdo, que constitui na formacao de ligagdes cruzadas entre
cadeias simples ou ramificadas dos polimeros por interacdo inter ou intramoleculares
através de sitios ativos especificos presentes nos polimeros. As reacGes de reticulacao
tendem a influenciar em propriedades como estabilidade quimica, térmica, rigidez
estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em quelacdo, imobilizacdo celular e em outras
caracteristicas finais do material.

Os filmes de quitosana sdo em geral materiais de baixa flexibilidade com
tendéncia a alcancar a ruptura quando submetidos a altas tensdes (HUANG et al., 2012).
Os filmes de amido deixam a desejar com relacdo &s propriedades mecanicas sendo
frageis, altamente rigidos, alta permeabilidade e solubilidade e quanto &s propriedades
Opticas costumam apresentar alta opacidade, quesito que favorece a protecdo contra a
oxidacdo pela luz, no entanto gera a incapacidade de percepgdo visual do produto,

desfavorecendo o material com relagdo a intengdo de compra por parte do consumidor
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(PELISSARI et al., 2012 e DA SILVA et al., 2016). Os filmes de PVA por sua vez sdo
solGiveis em é&gua e produz filmes de carater hidrofilico (CAZON et al., 2018) assim
como os filmes de gelatina, deixando a desejar nas propriedades de permeabilidade ao
vapor d’agua e na solubilidade, visto que em meio aquoso ¢ rapidamente dissolvido
(PEREDA et al., 2011).

Estudos apontam que o uso destes polimeros em blendas pode resultar em filmes
com caracteristicas diferenciadas e com maior possibilidade de aplicacdo (KANATT et
al., PELISSARI et al., HUANG et al. (2012) e QIAO et al. (2017)). Em geral as
blendas levam ao desenvolvimento de filmes com caracteristicas diferenciadas, em
relacdo aos polimeros individuais, devido as interagdes quimicas que ocorrem entre
esses polimeros.

Blendas de amido e quitosana pode ser uma alternativa para tentar solucionar
parte dos problemas das propriedades dos filmes de amido, aliando a caracteristica
antimicrobiana e a baixa permeabilidade ao vapor d’agua em filmes de amido, uma vez
que a quitosana possui carater hidrofobico e capacidade antimicrobiana (PELISSARI et
al., 2012). Estes autores verificaram que em blendas de quitosana e amido, 0s grupos
protonados da quitosana interagem com as hidroxilas livres do amido, reduzindo a
capacidade de interacdo com a dgua. A reducdo da permeabilidade ¢ um fator positivo
ao pensar na aplicacdo desta blenda em embalagens para alimentos ndo desidratados.

Zanela et al. (2015) sugerem que o uso do élcool polivinilico (PVA) na
producdo de blendas pode melhorar as propriedades do material quanto a transparéncia,
propriedades mecanicas, conferir aspecto plastificante e oferecer minima barreira a
permeabilidade ao vapor de &gua. Além disto, Bonilla et al. (2014) avaliaram a
capacidade antimicrobiana em filmes de PVA e perceberam que o material possui
capacidade de formar barreira ao oxigénio, fator que controlou o crescimento
microbiolégico. Assim, blendas contendo o PVA podem ser estudadas também com a
finalidade antimicrobiana. Cazon et al. (2018) estudaram blendas de alcool polivinilico
e verificaram que o PVA é capaz, por exemplo, de interagir com polimeros pela
interacdo dos seus grupos hidroxilas (OH) com os grupos amino (NH) da quitosana
enquanto que com polimeros de caracteristica polar como o amido e gelatina, o PVA
estabelece ligacdo de hidrogénio.

Hosseini et al. (2013) estudaram as propriedades dos filmes de quitosana com
gelatina de peixe e acreditam que a quitosana causa alteracbes nas cadeias

polipeptidicas da gelatina favorecendo a formacdo de filmes com propriedades
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mecanicas, Opticas e de barreira diferenciados. Zanela et al. (2015) acreditam que a
gelatina, devido a prépria estrutura, ndo apresenta cristalinidade e, em blendas,
encontra-se em estado caracteristico ao amorfo, o que permite menor transmitancia de
luz e tal caracteristica requer uma corre¢do com o uso de polimeros como o amido, que
quando sofrem recristalizagdo, favorecem estes aspectos.

O exposto mostra que existem muitas possibilidades de formacéo de blendas e
estas podem atender a demanda de formagdo de filmes com as mais variadas
caracteristicas e para um grande ndmero de aplicagdes. Para definicdo destas
caracteristicas faz-se necessario um conjunto de analises dentre as quais o0 objetivo de

algumas serédo descritas a seguir.

2.5.Analise e caracterizacao de filmes

Os filmes elaborados a partir de uma matriz polimérica ou em blendas
necessitam ser caracterizados para o direcionamento a uma aplicagéo, especialmente na
industria de alimentos devido a grande heterogeneidade. Filmes contendo mais de uma
base polimérica formam blendas e tais materiais costumam exibir comportamentos
distintos, melhorando ou ndo as propriedades de barreira a luz, umidade, ar, forcas

mecanicas, resisténcia térmica, dentre outras.

2.5.1. Atividade antimicrobiana

De acordo com Synowiec et al. (2014) existem grandes chances de bactérias
gram-positivas mesofilas proliferarem em alimentos armazenados a temperatura
ambiente e, por vezes, a alternativa usual é a refrigeracdo. Ao tratar de embalagens
ativas em que sdo incorporadas substancias para agregar efeito antimicrobiano, é
necessaria a realizacdo de testes para a verificacdo da eficacia do agente incorporado a
matriz e tal confirmacdo pode ser estudada a partir da técnica disco-difusdo, em meio
cultivado por microrganismos ao qual é avaliada a atividade antimicrobiana para
verificar a possibilidade de elaborar uma embalagem que assegure o controle
microbiolégico.

Neste estudo foi utilizado o teste de disco difusdo utilizando o Micrococcus sp,
que € uma bactéria gram-positiva considerada ndo patdgena, deteriorante, presente em
solos e areas com alimentos, que hidrolizam o hidrogénio molecular de material vegetal

para obter energia (DE ARAUJO et al., 2013). Alguns estudos relatam que esse grupo
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de microrganismos, dentre eles o Micrococcus lysodeikticus pode ser utilizado como
substrato para a lisozima, visto que a enzima é capaz de hidrolisar em sua estrutura
celular ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 entre o &cido N-acetilmurdmico e a N-
acetilglucosamina, estrutura comum da parede celular de microrganismos gram-
positivos (VASILESCU et al., 2017).

Kanatt et al. (2012) consideram que, além dos agentes incorporados a filmes
antimicrobianos, a quitosana é capaz de estabelecer controle microbiol6gico sobre
microrganismos positivos por interacdo com a membrana das células bacterianas, uma
vez que a quitosana possui grupos amino carregado positivamente e estas estruturas
podem interagir com as membranas celulares dos microrganismos carregadas
negativamente, cuja ligacdo conduz ao rompimento da estrutura celular e perca de
nutrientes e compostos intracelulares. Assim, torna-se necessario verificar o efeito da
enzima incorporada em filmes e a possibilidade de compostos como a quitosana
influenciar na atividade antimicrobiana do material.

Eventualmente, a liberacdo da lisozima no meio fluido pode produzir efeitos de
alternancia durante a lise das células bacterianas, visto que a interacdo de Van der
Waals e forgas eletrostaticas entre as bactérias e a enzima pode ter o efeito de atracdo,
sem excluir a repulsdo: este movimento sinérgico pode proporcionar aumento efetivo da
atividade antimicrobiana (JIANG et al., 2017). N&o ¢ descartada a possibilidade que a
presenca de fragmentos de outros materiais presentes no filme exerce influéncia na

alternancia da acéo da lisozima (PARK et al., 2004).

2.5.2. Propriedades de barreira

A capacidade de uma embalagem resistir a absorcdo ou a evaporagdo de gases,
vapores, a permeacdo de lipideos e a passagem de luz é definida como barreira, estando
estas caracteristicas associadas a estabilidade do alimento (CAZON et al., 2018). S&o
exemplos de medidas das propriedades de barreira a analise da permeabilidade ao vapor
d’agua e medidas relacionadas a capacidade de transmissdo de luz.

De acordo com Mali et al. (2011) a permeabilidade é uma propriedade que
avalia a permeacdo de gases e vapores pelos espacos entre as moléculas, sendo dividas
em trés etapas: a sor¢do, solubilizacdo do permeante na superficie do material e o
gradiente de concentracdo com a evaporacao deste composto na superficie do filmes.

Este fendmeno pode ser resumido na difusdo molecular, cujos materiais que devem
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estar isentos de rachaduras ou cavidades. Para blendas, observa-se que quanto maior a
presenca de compostos de caréter hidrofilico maior é a permeagdo aquosa na superficie
do material, visto que a condi¢do da analise a 100% de umidade relativa intensifica a
mobilidade da &gua e o enfraquecimento das interagdes intramoleculares
(ABDOLLAHI et al., 2012), revelando a necessidade da adicdo de material com carater
hidrofébico.

Quanto a capacidade de transmissdo de luz, podem ser estudadas as propriedades
Opticas dos filmes, tais como a absorcéo, a reflexdo, o espalhamento e a refracdo de luz
que podem representar esta caracteristica dos filmes. Medidas relacionadas com a da
quantidade de cor dos filmes, a transparéncia dos filmes e a exposicdo destes materiais a
diferentes comprimentos de onda no espectro séo excelentes parametros para qualificar
e quantificar a passagem de luz pelo filme. A mistura de polimeros em blendas
proporciona o desenvolvimento de filmes com caracteristicas diferenciadas quanto a
suas propriedades oOpticas. Denavi et al. (2009), Kanatt et al. (2012), Hosseini et al.
(2013), Bonilla et al. (2014) e Balakrishnan et al. (2018) estudaram propriedades
Opticas de blendas e verificaram que a mistura dos polimeros geralmente é vantajosa
para os filmes quanto a melhoria das propriedades de transparéncia e barreira quanto a

luz ultravioleta.

2.5.3. Propriedades mecanicas

Para que o alimento esteja acondicionado de forma adequada para o consumidor,
é importante que o material forneca barreira contra fatores de influéncia externa e esteja
ausente de danos fisicos visiveis ou pouco perceptiveis (PEREDA et al. 2011). Assim,
estudam-se as propriedades mecanicas dos filmes avaliando os parametros de
alongamento, tensdo maxima (ou até a ruptura) e o médulo de elasticidade, conhecido
como o Mddulo de Young.

Segundo Oliveira et al. (2013) as propriedades mecanicas de blendas
poliméricas sdo influenciadas por seus componentes e a contribuicdo das propriedades
particulares de cada material adicionado. As propriedades mecéanicas das blendas estédo
relacionadas com a morfologia, tamanho das particulas, compatibilidade na interacdo

entre os polimeros da blenda e a relacdo com a interacdo interfacial entre eles.
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2.5.4. Andlise de cor

Quando se trata da elaboracdo de embalagens na industria alimenticia, além da
exigéncia sobre as condigcdes ideais para o acondicionamento em longo prazo de
alimentos, é importante incumbir a ela atributos que chamardo a atencdo do
consumidor: um dos atributos levado em consideragdo no momento de adquirir um
produto é a cor, cujo fator esta intrinsecamente ligado a qualidade, intencdo de compra,
seguranca do alimento e o grau de maturidade do produto (SYNOWIEC et al., 2014). A
analise colorimétrica é verificada pelas coordenadas de cor pelas letras a* (coordenada
do verde ao vermelho), b* (coordenada do azul ao amarelo), luminosidade (L),
diferenca total de cor (AE) e indice de brancura (WI) (ZANELA et al., 2015).

Estudos com a avaliacdo de cor das blendas mostram que a mistura dos
polimeros em blendas altera a coloragéo final dos filmes desenvolvidos. Pereda et al.
(2011) avaliaram a cor das blendas de quitosana e gelatina e perceberam que a quitosana
pura esboca coloracdo amarelada. Zanela et al. (2015) produziram blendas de amido de
mandioca com PVA e notaram que 0 amido apresentou coloracdo tendendo ao amarelo
esbranquicado enquanto que o PVA apresenta coloracdo proxima ao branco.

Todas as analises descritas acima sdo importantes para a avaliagdo do

comportamento dos filmes elaborados neste trabalho.

2.5.5. Caracterizacdo dimensional, fisica e quimica

Este tipo de caracterizacdo pode ser feita por uma serie de analises que incluem
avaliacOes visuais, avaliacbes dimensionais, espessura, gramatura, analises objetivas
para a determinacdo de caracteristicas estruturais da blenda. Destas destacamos as
técnicas de Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e
analise de Difracdo de Raios X (DRX), que séo utilizadas para fazer analises objetivas
das embalagens. A caracterizacdo por estas técnicas é dependente do tipo de ligacao
quimica entre os compostos e torna possivel reconhecer a presenca de diferentes grupos
estruturais presentes nas blendas, avaliar a presenca de regides cristalinas e amorfas.

Alguns estudos relatam a analise via FTIR para filmes poliméricos contendo a
quitosana, o alcool polivinilico, a gelatina e o amido puros e em blendas (DENAVI et
al., 2009; PEREDA et al., 2011; HOSSEINI et al. e WU et al., 2013; DA SILVA et al.,
2016; CAZON et al. e SILVA et al., 2018). Estes estudos mostram diferencas entre

espectros obtidos para filmes dos polimeros puros em comparagdo aos filmes
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desenvolvidos com as blendas, bem como a diferenca nos espectros devido a
incorporagéo de outros compostos tais como plastificantes e outros aditivos.

O uso da técnica de difracdo de Raios X para os polimeros puros e para blendas
também mostrou caracteristicas diferentes quanto a formacédo de regifes cristalinas para
os polimeros puros e para as blendas (PEREDA et al., 2011; WU et al., 2013,
GIANNAKAS et al. e DA SILVA et al., 2016; PEREZ-CORDOBA et al. e SILVA et
al., 2018).

Estas técnicas sempre que possivel devem ser utilizadas em conjunto com outras
técnicas de caracterizacdo. No caso de avaliagBes qualitativas, a associada a analises

térmicas é recomendada.

2.5.6. Analises térmicas

De acordo com Rydz et al. (2013), as analises térmicas sdo uma condigéo
relevante no ramo de embalagens, especialmente as utilizadas nas industrias de
alimentos, para que possa ser definida a sua aplicacdo, bem como o estimar condicGes
ideais de processamento. Assim, estudam-se os efeitos da acdo do calor em andlise de
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Analise Termogravimétrica (TGA)
sobre filmes.

Segundo Denardin e Silva (2008) a calorimetria diferencial de varredura (DSC)
€ uma das técnicas utilizadas para avaliar o comportamento de polimeros de acordo a
formacdo da estrutura filmogénica e a geleificacdo. Estuda-se também o processo de
decomposicdo térmica. O comportamento de uma leitura em analise de calorimetria
diferencial exploratoria (DSC) é plotada com o fluxo de calor em funcdo da temperatura
(OLIVEIRA et al., 2013) onde sdo avaliados principalmente a temperatura de transicao
vitrea (Tg), a temperatura de fusdo (Tr) e, a partir destes dados, o grau de cristalinidade
Xc (%). Segundo alguns autores a mistura de polimeros em blendas geram propriedades
distintas de Tg, Tf e Xc (%), em relacdo aos compostos puros, devido ao fato de que
pode haver a formacdo de ligacBes intermoleculares cruzadas e reticulacdo das
substancias (SU et al.,, 2010). Estas variaveis podem ser um indicativo de
compatibilidade entre os polimeros (AL-HASSAN e NORZIAH, 2012).

Na termogravimetria ou analise termogravimétrica € possivel estudar a
estabilidade térmica do material e os efeitos da completa degradacdo em suas

propriedades fisicas e quimicas pela analise da perda de massa em funcdo do tempo ou
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da temperatura (RYDZ et al. 2013). Esta andlise também apresenta informacdes
importantes do polimero e das blendas por estar associada a degradacdo de grupos

funcionais a medida que ocorre a degradacdo térmica (BONILLA et al., 2014).
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I - OBJETIVOS GERAIS

1. Objetivo geral

Elaborar e analisar as caracteristicas de filmes ativos formados por quitosana,

alcool polivinilico, amido e gelatina incorporados com a lisozima.

Obijetivos especificos

Elaborar filmes a partir das blendas formadas por alcool polivinilico-quitosana e
blendas de quitosana-amido-gelatina pelo Método de Casting;

Incorporar a lisozima as blendas em diferentes concentragdes;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes;

Verificar as caracteristicas fisicas, quimicas e de barreira dos filmes;

Estudar as propriedades mecénicas de tensdo, alongamento e Modulo de Young;

Estudar a propriedade de cor por seus parametros de coordenadas de cor,
luminosidade, diferenca total de cor e indice de brancura;

Analisar a estrutura quimica gerada pela interacéo entre as bases polimeéricas e a
lisozima;

Verificar o comportamento térmico do material.
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I1l — CAPITULO | — Neste capitulo apresenta-se o esbogo do artigo intitulado:
SINTESE E PROPRIEDADES DOS FILMES DE ALCOOL POLIVINILICO-
QUITOSANA (PVAQ) E QUITOSANA-AMIDO-GELATINA  (QAG)
INCORPORADAS COM LISOZIMA a ser submetido para a Revista “Food
Hydrocolloids” ISSN 0268-005X.

RESUMO

Filmes ativos antimicrobianos foram preparados utilizando quitosana e alcool
polivinilico (PVAQ) e quitosana, amido e gelatina (QAG) incorporados com lisozima
nas concentracbes de 0%, 1,5% e 2,5%. Para os filmes foi estudada a agdo
antimicrobiana, a atividade enzimaética e o efeito da adicdo da enzima em seus atributos
fisicos, quimicos, dpticos, mecénicos, de barreira e térmicos. Todos os filmes contendo
a enzima apresentaram efeito antimicrobiano para Micrococcus lysodeikticus avaliado
pelo teste de halo. Na avaliacdo da atividade enzimatica em agua percebeu-se que a
lisozima foi liberada no meio aquoso aos poucos com a dissolucdo dos demais
compostos das blendas. N&do foram observadas modificagdes nas propriedades fisicas e
mecanicas dos filmes com a adicdo da enzima. Na analise de cor, a incorporacdo da
lisozima favoreceu o aumento da coloracdo amarela na coordenada b* nos filmes,
coloracgdo pré-disposta no material devido a presenca da quitosana. A transparéncia das
blendas ndo foi afetada pela adicdo da lisozima. Na analise de varredura na regido
UV/visivel, a presenca da enzima reforcou a barreira na regido ultravioleta em ambas as
blendas (PVAQ 0%=304 nm; PVAQ 1,5%= 278 nm e PVAQ 2,5%= 277 nm/ QAG
0%=310 nm e QAG 1,5 e 2,5% = 281 nm). Pela avaliacdo de difracdo de raios (DRX),
os filmes de PVAQ aumentaram a intensidade da linha de difracdo em torno de 19° na
linha de difracdo do 26 devido a presenca da lisozima enquanto que as blendas de QAG
apresentaram halos amorfos. Em calorimetria diferencial de varredura (DSC), filmes de
PVAQ a 1,5% indicaram baixo grau de cristalinidade (0,64%), apontando regides de
estrutura amorfa que indica a presenca de substéncias reticuladas enquanto que 0s
filmes de QAG a estrutura amorfa foi identificada em todos os ensaios. De maneira
geral, as blendas de PVAQ e QAG se apresentam termicamente estaveis, fator
melhorado com a presenca da lisozima. Ainda que blendas com a enzima apresentaram
variacGes pontuais em suas caracteristicas, os filmes apresentaram eficacia na inibicéo
microbiolégica e propriedades mecanicas e térmicas que podem ser aplicada em
embalagem na industria alimenticia de acordo a composi¢do do alimento.

Palavras-chave: blendas; enzima antimicrobiana; polimeros biodegradaveis.

1. INTRODUCAO

Materiais biodegradaveis vém sendo utilizados em embalagens de alimentos, no
entanto, algumas propriedades em filmes de um U(nico material deixam a desejar

exigindo a realizagéo de estudos para aprimorar esta aplicacdo (Bonilla et al., 2014).
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Polimeros podem ser unidos em blendas pela mistura de duas ou mais solucdes
filmogénicas para melhorar as propriedades dos filmes (Synowiec et al., 2014).
Compostos como a quitosana e gelatina (Hosseini et al., 2013), o &lcool polivinilico
(Huang et al., 2012) e o amido (Al-Hassan e Norziah, 2012) podem ser combinados em
filmes promovendo caracteristicas como resisténcia & abrasdo, flexibilidade,
alongamento, propriedades de barreiras 4 radiacdo UV, permeabilidade ao vapor d’agua,
resisténcia térmica, boa transparéncia e colorag&o atrativa (Pelissari et al., 2012).

Além da formacdo de blendas, outros constituintes podem ser incorporados a
estes materiais para estabelecer principios ativos tais como antioxidante, antiumectante
e antimicrobianos. A incorporacdo destes compostos caracteriza embalagens ativas, que
sdo embalagens que estabelecem interagdo com o alimento pela adicdo de substancias
que retardam processos fisiologicos, prolongam a vida de prateleira do alimento e
influenciam na qualidade ao oferecer a seguranca do alimento (Abdollahi et al., 2012).
A quitosana é um polimero promissor para o desenvolvimento de embalagens ativas
(Pereda et al., 2011; Quesada et al., 2016 e Galindo et al., 2019) pois as caracteristicas
deste polimero possibilitam formar blendas com outros materiais melhorando suas
caracteristicas como filme (Kanatt et al., 2012; Bonilla et al., 2014 e Pérez-Cordoba et
al., 2018).

Estudos recentes tém reportado que, dentre alguns agentes antimicrobianos, a
lisozima, enzima presente nas lagrimas, mucosas, leite de mamiferos e em ovos, exerce
atividade efetiva na inibicdo microbioldgica, principalmente de bactérias gram-positivas
(De Souza Medeiros et al., 2017, Dinca et al.,2018 e Silva et al., 2018). Esta vem sendo
utilizada para o desenvolvimento de embalagens ativas antimicrobianas com glicose
oxidase (Hanusovad et al., 2013), em filmes de amido com nisina e
etilenodiaminotetracetato (Bhatia e Bharti, 2015), imobilizada em esferas de quitosana
testada em meio liquido (Liburdi et al., 2016), entre outras aplicacdes.

Visto que a elaboracéo de blendas pode levar ao desenvolvimento de filmes com
caracteristicas mais adequadas e que a incorporacdo de um agente antimicrobiano no
desenvolvimento de uma embalagem ativa € uma tecnologia inovadora na area de
alimentos, este trabalho prop6e como objetivo estudar as caracteristicas de blendas
elaboradas a partir de quitosana, alcool polivinilico, amido e gelatina incorporadas com

lisozima e verificar o efeito da adi¢do da enzima nas propriedades dos filmes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.Material para o preparo dos filmes

Como materiais para o preparo dos filmes foram utilizados quitosana em p6
Polymar (01 Kg), alcool polivinilico P.S Dindmica — Quimica contemporanea LTDA
(5009), &cido acético Glacial (P.A.), gelatina comercial em p6 sem sabor (249) e fécula

de batata em p6 (200g), adquiridos em comércio local.

2.2.Elaboracéo das solucgdes filmogénicas

Foi preparada uma solugdo de quitosana 2% (m/v) onde o peso da quitosana é
calculada com relagcdo ao volume de &cido acético, que € preparado a concentracdo de
3% (v/v) e a esta solucédo é adicionada 20% (m/m) do plastificante glicerol (em relacdo
a0 peso da quitosana em gramas).

Preparou-se uma solucdo de PVA a 10% (m/v) em &gua destilada, acrescida
com 5% (m/m) de glicerol (referente ao peso do alcool polivinilico em gramas).

Preparou-se uma solucdo de gelatina a 2% (p/v) em agua destilada a 40°C sob
agitacdo magnética por 30 minutos.

Por ultimo, foi elaborada uma solucdo de amido de batata 3% (p/v) em agua
destilada a 70°C sob agitacdo magnética até que, com a homogeneizacédo, fosse obtido
um gel transparente.

Estas solugdes foram utilizadas para preparo dos filmes.

2.2.1. Preparo dos filmes

Os filmes foram produzidos pelo Método de Casting, com adaptacbes da
metodologia empregada por Vinhas et al. (2013).

Foram elaborados filmes controle (contendo apenas as bases poliméricas) e
filmes incorporados com a enzima lisozima em cinco concentracdes diferentes (0,0%-
controle; 0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%; e 2,5%) com base na quantidade de massa em

gramas da quitosana em po, polimero em comum com as blendas do presente trabalho.

2.2.1.1.Filme de PVA e quitosana (PVAQ)

O filme foi desenvolvido com a mistura de 70% da solucdo de PVA e 30% da

solucdo de quitosana, cujas solu¢bes foram misturadas sob agitacdo magneética em cuba
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ultra-sdnica digital Soni Clean - Sanders por 25 minutos. Em seguida, o conteudo foi
disposto em placa de vidro retangular de dimensdo 33x23cn?, sendo posteriormente

colocada para secagem a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

2.2.1.2.Filme de quitosana, fécula de batata e gelatina comercial (QAG)

As solucdes filmogénicas de quitosana, amido e gelatina foram mescladas na
proporcao de 2:1:1 (v/v) respectivamente e colocadas em cuba ultra-sonica digital Soni
Clean - Sanders por 25 minutos para homogeneizacdo. Em seguida, a solugcdo foi
colocada em placa de vidro retangular de dimensdo 33x23cm? para a secagem a

temperatura ambiente (25 £ 2°C).

2.3.Avaliacéo dos filmes

Antes das avaliagfes os filmes foram acondicionados em dessecador contendo

cloreto de bario em pd por 24h a 25°C para a uniformizagdo da umidade (UR = 0%).

2.3.1. Determinacdo da atividade antimicrobiana

A determinacdo da atividade antimicrobiana em funcdo da concentracdo da
lisozima foi realizada conforme a metodologia utilizada por Synowiec et al. (2014),
com adaptacdes no diametro dos discos e tempo de analise. Foi preparada solucdo de
1% de gel de agarose em tampéo de fosfato 50 mmol.L™? (pH=6,8) contendo 1mg.mL*
do microrganismo Micrococcus lysodeikticus. A solucdo foi vertida em placa de Petri e,
apos esfriada, os discos de filmes de 6mm de didmetro foram colocadas na regido
central do agar. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24, 48 e 72h e a
atividade antimicrobiana foi expressa conforme a formacdo dos halos de inibicdo em

milimetros (mm).

2.3.2. Espessura

Para a determinacdo da espessura, foi utilizada a metodologia descrita por
Escobar et al.(2009), no qual foi usado o Micrometro Externo Digital Pantec com
contador de 0,0010mm. Com o filme em posicdo horizontal, as faces de contato foram
aproximadas em um ponto do material, indicando no visor a espessura do mesmo em

milimetros (mm). O procedimento foi realizado 10 vezes ao longo do filme, abrangendo
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extremidades, pontos centrais e laterais. Os valores foram expressos em media

aritmética.

2.3.3. Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado conforme a metodologia utilizada por
Pérez-Cordoba et al.(2018). Os filmes foram cortados em formato quadricular com 20
mm de didmetro. Foi retirada a umidade dos filmes, utilizando o método de secagem a
temperatura de 105°C por 12h em estufa. O peso da amostra seca foi anotado
correspondendo ao peso inicial para a analise de solubilidade. A amostra seca foi
colocada em erlenmayer contendo 50 mL de &gua destilada, sendo posteriormente
colocada em Mesa Agitadora Orbital MA-140/CF a temperatura de 25°C, a 60 rpm/24h.
Apos completar o tempo, foi removida a 4&gua da amostra por filtracdo e o material foi
novamente desidratado, conforme o teste de umidade anterior. O peso da amostra seca
desta vez correspondeu a massa final apds solubilizacdo. A analise foi realizada em

triplicata e a solubilidade foi determinada pela Equacéo 1:

Mi— Mf
Mi

S (%) =

x 100 (Eq. 1)

Onde:
e S (%) = Percentual de solubilidade
e Mi=massa inicial (apds a 1° secagem) (g)

e Mf = massa final (ap6s a 2° secagem) (g)

2.3.4. Permeabilidade ao vapor d’agua

Para a determinacao da permeabilidade ao vapor d’agua foi utilizado o método
ASTM E96-92, com adaptacGes no tempo da técnica utilizada por Abdollahi et al.
(2012). Os filmes em formato circular de aproximadamente 3 cm de diametro, foram
colocados sobre a superficie do frasco de permeacdo contendo silica gel seca. A célula
para permeacdo foi pesada e colocada em dessecador contendo &agua destilada
(UR=100%; pressdo de vapor = 32,23 mmHg) em ambiente climatizado a 20°C. Apos

24h, os frascos foram pesados para verificar a migragdo de &gua para o interior dos
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mesmos. As pesagens foram realizadas por 16 dias e a permeabilidade do vapor d’agua

foi calculada pela Equagéo 2:

WVP = ﬁ"f’_m) (Eq. 2)
Onde:
e WVP = Permeabilidade do vapor d’agua (g/ m.s.mmHg)
e G = Ganho de massa em 24h (g)
e O = Espessura (m)
e A= Areado filme (m?)
e T =Tempo (s)
e P1-P2=Gradiente de Pressdo (mmHg)

2.3.5. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram testadas conforme metodologia
descrita por Sueiro et al. (2016), com adaptacdes no numero de filmes e a velocidade do
teste. No equipamento Brookfield modelo CT3 (Estados Unidos) de carga maxima de
25 kg foram ajustados 05 corpos de prova com dimensdo de 2,7x10,8 cm? Cada
amostra foi posicionada com distancia inicial de 10 cm entre as bases. Os corpos de
prova foram esticados verticalmente, imprimindo a forca e deformacédo a velocidade de
0,04 mm/s até que as bases do equipamento atingissem o deslocamento programado ou
até o cisalhamento do material. Apos a computacdo dos dados, foram calculados o
Alongamento (%), a Tensdo Maxima (MPa) e o Modulo de Young (MPa) pelas
Equacles 3,4 e 5:

» Alongamento:

£ =1x100 (Eq. 3)
Onde:
e &= Alongamento (%)
e Lf=deformacdo final (m)

e Li=deformacéo inicial (m)
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» Tensdo Méaxima:

o = e (Eq. 4)

A

Onde:
e o =Tensdo maxima
e F =Forga maxima (N)

e A= Area(m?), que diz respeito a largura x espessura do filme.

» Modulo de Young (Mddulo de elasticidade):

My =22 (Eq. 5)
Onde:

e MY = Modulo de Young

e Ao = Variacdo da Tensdo (MPa)

e A& =Variacdo do alongamento na regido de deformacéo elastica (m).

2.3.6. Analise colorimétrica

As coordenadas de cor foram determinadas utilizando o Colorimetro Color
Quest XE (Hunter Lab), cujas amostras de dimensdo 2,7x10,8 cm? foram posicionadas
no orificio para medicdo colorimétrica a temperatura de 24 °C. Assim como o trabalho
de Pereda et al. (2011), foram avaliados os parametros a*, b*, L* e AE, onde:

e a*= Coordenada do + vermelho/-verde
e b*=Coordenada do + amarelo/-azul

e L*=Luminosidade

e dE* ou AE = Diferenca total de cor

Ap6s a obtencdo de tais parametros, foi determinado o indice de Brancura (WI)

pela Equacéo 6:
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WI =100 — /(100 — L #)2 + (a*)2 + (b *)2 (Eq. 6)

2.3.7. Percentual de Transparéncia

O teste de transparéncia foi realizado conforme a metodologia utilizada por
Pérez-Cordoba et al. (2018). Os filmes foram cortados com dimensdo de
aproximadamente 3x1 cm?, inseridos no local das cubetas e foram comparados com a
transmitancia do ar como 0 “branco” da leitura em comprimento de onda a 670 nm. O
teste foi realizado em triplicata para a obtencdo da média aritmética. A transparéncia foi
quantificada pela seguinte Equacao 7:

Log I

To =097

x 100 (Eq. 7)
Onde:

e T% = Percentual de transparéncia

e | =Transmitancia (%)

e 6= Espessura (mm)

2.3.8. Espectroscopia UV/VIS

As propriedades de barreira da transmisséo ultravioleta (UV) e luz visivel foram
analisadas em UV-1800 UV Spectrophotometer (Modelo PC, Shimadzu, Kyoto, Japéo)
via absorbancia abrangendo a faixa de 200 a 700 nm em filmes de dimensdo 3x1 cm?

conforme a metodologia descrita por Hosseini et al. (2013).

2.3.9. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de FTIR foram coletados no modo de transmissdo utilizando o
espectrometro Cary630 FTIR (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)
realizando a leitura na regido do Infravermelho médio (MIR) no intervalo de 4000 a 400
cm? com resolugdo de 4 cm?, reflectancia total atenuada (ATR) e detector sulfato de
triglicinadeuterado (DTGS). A varredura de 64 scans de infravermelho sobre a amostra
durou aproximadamente 30 segundos a temperatura de 25°C. Antes de cada coleta foi
realizada uma leitura do espectro de fundo (background). Os dados foram obtidos com

uso do software Microlab e o Resolution Pro, marca Agilent (Santa Clara — USA).
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2.3.10. Difragéo de raios X

Os padrdes de difracdo de raios X foram analisados com adaptacdes dos
parametros de programacao da metodologia utilizada por Wu et al. (2013). Foi utilizado
o difratdmetro de raios X de bancada D2 Phaser (Bruker) com A = 1,54184, tensdo de 30
V e corrente de 10 mA. Os filmes (dimens&o 1,8 cm?) previamente condicionados em
cloreto de béario no dessecador (UR=0%) foram posicionados no centro da peca de
quartzo (didmetro: 5,1 cm) e colocados no equipamento para serem analisadas na linha
de difragdo do 260 de 5 a 40° a velocidade de 4°/ min e temperatura de 25°C.

2.3.11. Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e Termogravimetria
(TGA)

Para a calorimetria diferencial de varredura foram utilizados cerca de 20 mg de
amostra em calorimetro TGA/DSC Test Instrument LINSEIS Modelo STA PT — 1000
(Simultaneous, Germany) com rampa de aquecimento de 25 a 900°C programado a
10°C/min, com influéncia do ar. Foram determinadas as temperaturas de transicdo vitrea
(Tg), de fusdo (Tm) e o grau de cristalinidade (Xc %) conforme o registro das reacoes
endotérmicas e exotérmicas durante o aquecimento. Para a andlise termogravimétrica
(TGA), foi avaliada a perda de massa no mesmo equipamento e nas condicGes
equivalentes as utilizadas para o DSC.

Segundo Soliman e Furuta (2014) o grau de cristalinidade pode ser obtido pela

Equacdo 9, com as entalpias de fusdo dos polimeros solidos 100% cristalinos:

AHf

XC% =
Onde:
e Xc (%) =Grau de cristalinidade em percentual
e AHs = Entalpia de fuséo
e AH°¢ = Entalpia de cristalizagdo por fusdo de material 100% cristalino

e W = Fra¢do massica de um constituinte da blenda

Foram utilizados valores experimentais de AHfem 4,2 kJ/mg para a quitosana
(Bonilla et al., 2017), 45,8 kJ/mg para alcool polivinilico (Claro et al., 2016), 219,63
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kJ/mg para o fécula de batata (Corradini et al., 2007) e 22,6 kJ/mg para a gelatina
(Bonilla et al., 2017).

2.3.12. Anélise estatistica

2.3.12.1. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido por delineamento inteiramente casualizado onde

todos os testes foram realizados em triplicata.

2.3.12.2. Anélise estatistica dos ensaios

As respostas da atividade antimicrobiana dos filmes de PVAQ e QAG
incorporados com lisozima nas concentragdes de 0,0%; 0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0% e 2,5%
foram avaliados por analise de regresséo linear maltipla via RSREG (SAS Institute
INC., Cary, NC - EUA) licenciado pela Universidade Federal de Vigosa (UFV). Apoés a
resposta da atividade antimicrobiana, os dados dos filmes de PVAQ e QAG nas
concentracdes de 0,0%; 1,5% e 2,5% foram selecionados para analise em esquema
fatorial 2x3, onde foi realizada a Andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de (p <0,05) pelo programa estatistico PROC ANOVA
(SAS Institute INC., Cary, NC - EUA) do SAS University Edition para comparar a
influéncia da enzima sobre as propriedades dos filmes, conforme realizado por Bonomo
et al. (2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Andlise visual dos filmes de PVAQ e QAG

Os filmes de PVAQ apresentaram superficie lisa, transparéncia, coloracdo
levemente amarelada. Os filmes de QAG apresentaram coloracdo amarelada, opacidade
e aspecto quebradico. As Figuras A e B apresentam os filmes de PVAQ e QAG
controle.

O alcool polivinilico é um polimero sintético transparente (Bonilla et al., 2014) e
a presenca majoritaria deste composto na blenda de PVAQ pode ter influenciado em tal
caracteristica. Ja os filmes de QAG apresentaram-se opacos possivelmente devido a
presenca do amido, que quando degradado pela acdo da temperatura tende a gerar filmes

de caracteristica opaca (Zanela et al., 2015).
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Os filmes de PVAQ e QAG apresentaram coloracdo amarelada possivelmente
influenciada pela presenca da quitosana (Pereda et al., 2011).

Figura A: Filme controle de PVAQ 0,0% | Figura B: Filme controle de QAG 0,0%

3.2.Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada de acordo a formacdo de halos de
inibicdo cujos resultados da técnica disco-difusao estdo expressos na Tabela 1. Os dados
mostram que o filme controle de PVAQ e QAG ndo apresentaram atividade
antimicrobiana, no entanto, com a incorporacdo da enzima os filmes formaram halos de
inibicdo, sendo que maiores concentracdes de lisozima reproduziram didmetros maiores,
demonstrando maior acdo antimicrobiana.

Apesar dos filmes apresentarem na sua composi¢do o PVA e a quitosana que ja
controle ndo formou halo de inibicdo, mostrando que para o microorganismo testado os
polimeros ndo influenciaram na inibicdo da atividade microbioldgica, reforcando a
necessidade da incorporacdo de agentes de capacidade antimicrobiana para controle
microbiolégico quando estes polimeros forem utilizados em blendas. Segundo
Rodriguez-Nufiez, et al. (2012) ndo detectar efeito antimicrobiano da quitosana em
blendas indica que a mobilidade da quitosana foi limitada na matriz da blenda, onde as
cargas positivas do grupo amino estdo estabelecendo interacdo com os demais
componentes da blenda, impedindo a acdo destes grupos sobre a parede celular dos
microrganismos.

Bhatia e Bharti, (2015), De Souza Medeiros et al., (2017) e Dinca et al. (2018)
explicam que a estrutura polipeptidica da lisozima dispde de cisteinas hidrofobicas e
uma ponte dissulfidica agindo como agente de controle microbioldgico, esta enzima
atua com efeito bacteriostatico sobre bactérias gram-positivas, hidrolisando na parede
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celular ligagbes de peptideoglicanonas do tipo 1-4 entre N-acetil 4&cido D-muramico e
N-acetil D-glucosamina.

Tabela 1: Atividade antimicrobiana dos discos de filmes de PVAQ e QAG
incorporados com lisozima em diferentes concentracbes para 0 Micrococcus
lysodeikticus.

Halo de inibi¢cdo (mm)

Filme Lisozima 24h 48h 72h
(%)

PVAQ 0,0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
PVAQ 0,5 3,83 +£0,29 7,00 +1,73 10,33 £5,13
PVAQ 1,0 6,66 + 0,57 11,00 £ 2,00 15,90 £ 3,75
PVAQ 1,5 9,00 +2,59 14,00 £ 5,29 20,33 £ 6,82
PVAQ 2,0 15,00 + 2,64 25,00 £ 3,00 31,00 £ 4,58
PVAQ 2,5 14,33 £ 1,15 22,33 + 3,05 27,66 £ 3,21
QAG 0,0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
QAG 0,5 6,10 + 4,04 11,33 + 7,65 16,16 + 10,25
QAG 1,0 4,00 £ 1,00 9,16 + 3,55 16,00 £ 7,54
QAG 1,5 6,00 + 0,86 11,16 £ 2,75 18,66 + 7,65
QAG 2,0 6,33 + 0,57 12,16 + 3,68 18,00 £ 6,53
QAG 2,5 7,16 + 2,36 13,16 + 4,53 19,83 £ 4,85

Os resultados sdo as medias + o desvio padrdo para as trés repeticdes. R?2 do PVAQ =
0.9513; R2do QAG = 0.8577.

Alguns autores testaram a lisozima em filmes ativos e estes materiais mostraram
efeitos antimicrobianos contra microrganismos como Staplylococcus aureus (De Souza
et al., 2010), Listeria innocua DSMZ 20649 e Escherichia coli DSMZ 50902 (Barbirolli
et al., 2012), Bacillus subtilis CNCTC 5615, Listeria ivanovii CCM 5884 e Listeria
innocua CCM 4030, Pseudomonas fluorescens CNCTC 5793, Lactobacillus helveticus
CH-1, Listeria monocytogenes (Bhatia e Bharti, 2015), Micrococcus luteus CIP A270
(Colak et al., 2015), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Silva et al.,2018) onde em
todos os estudos a enzima foi testada também contra o Micrococcus lysodeikticus
constatando, assim como no presente trabalho, a acdo efetiva desta enzima.

Tendo em vista que os filmes contendo 0,5 e 1,0% da lisozima apresentaram
halos de inibicdo similares aos filmes de 1,5% e os filmes contendo 2,0 e 2,5%
apresentaram zonas de inibicdo semelhantes entre si, os filmes contendo 0,0; 1,5 e 2,5%

foram selecionados para as demais analises.
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3.3.Espessura, solubilidade, permeabilidade ao vapor d’agua e percentual de
transparéncia dos filmes

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos para a espessura, solubilidade,
permeabilidade ao vapor d’agua e percentual de transparéncia dos filmes de PVAQ e
QAG. Observa-se que a adicdo da lisozima ndo interferiu na espessura dos filmes.
Comparando-se as blendas, nota-se que os filmes de PVAQ tiveram maiores valores de
espessura quando comparado aos filmes de QAG.

Como a metodologia de fabricacdo dos filmes foi Unica, percebe-se que o tipo de
material utilizado para producdo da blenda pode influenciar na espessura do filme. Os
valores das espessuras dos filmes de PVAQ variaram de 0,087+0,039a 0,179+0,035 mm
e 0s de QAG variaram entre 0,027+0,007 e 0,032+0,005 mm. Blendas poliméricas
contendo o alcool polivinilico tendem a apresentar maior espessura uma vez que o PVA
é capaz de interagir com outros materiais por ligacdo de hidrogénio, flexibilizando as
cadeias de polimeros compativeis por meio da hidratacdo, como a quitosana (Da Silva et
al., 2016). A espessura dos filmes é um parametro que interfere diretamente nas
caracteristicas de permeabilidade ao vapor d’agua, gases, e luz dos materiais e nas
propriedades mecanicas (Pavoni et al., 2019).

A solubilidade para os filmes de PVAQ e QAG nédo diferiu entre si com a
presenca da lisozima (Tabela 2). Ao observar os materiais das blendas, os filmes de
PVAQ mostraram-se mais soliveis do que as blendas de QAG. Comparando a
solubilidade dos dois tipos de blendas, a alta solubilidade dos filmes de PVAQ pode ser
explicada pela alta solubilidade do alcool polivinilico, pois a sua alta afinidade com a
agua e a sua capacidade de interagir com as cadeias dos polimeros por ligacdo de
hidrogénio faz com que as blendas nas quais ele faz parte sejam mais flexiveis por
facilitar a entrada de dgua no material, assim como um plastificante. Na blenda de
quitosana, gelatina e amido, a quitosana pode ter interagido pelo grupo amino de carga
positiva presente no segundo carbono do monémero de glucosamina com as hidroxilas
dos demais compostos reduzindo a capacidade que eles possuem de liga¢do com a agua
e diminuindo assim a solubilidade dos filmes QAG (Pereda et al., 2011).

Rawdkuen et al. (2012) reconhecem que a composicdo de filmes contendo mais
de um polimero pode alterar a estrutura quimica da blenda, implicando em alteracdes na
solubilidade dos componentes, inclusive da lisozima, onde os autores apontam que o

teor de proteinas afeta a solubilidade do filme, no entanto, apesar das proteinas
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apresentarem carater hidrofilico, no presente trabalho a incorporacdo da enzima nao

interferiu neste parametro.

Tabela 2: Propriedades de espessura, solubilidade, permeabilidade ao vapor d’agua e
percentual de transparéncia dos filmes de PVAQ e QAG incorporados com a lisozima

Filme Lisozima Espessura(mm) Solubilidade (%6) WVP* Q%T**
(%0) (9/ m. s. mmHg)

PVAQ 0,0 0,087+0,039% 72,31+17,367 2,272x103+0,001%*  25,05+9,86”
PVAQ 15 0,179+0,035% 90,83+1,50" 5,278x103+0,0014*  11,20+2,50°
PVAQ 2,5 0,162+0,0957 81,15+14,08% 4,868x10°+0,0024*  16,95+13,29%
QAG 0,0 0,027+0,00752 10,48+0,958 1,046x103+0,00082  74,86+24,7452
QAG 15 0,032+0,00582 21,48+6,46% 1,220x103+0,0008  59,33+8,41°2
QAG 2,5 0,030+0,00482 16,065,238 1,167x103+0,000%  62,62+9,5082

“Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, mailscula para coluna e
minuscula na linha, pelo teste de Tukey (P<0,05). *WVP = Permeabilidade ao vapor
d’agua; **%T = Percentual de transparéncia.

A incorporagdo de lisozima aos filmes de PVAQ e QAG néo interferiu na
permeabilidade ao vapor d’agua (Tabela 2). Como observado para solubilidade, 0s
filmes de PVAQ apresentaram maior permeabilidade ao vapor d’agua do que os filmes
de QAG. Embora as blendas de PVAQ apresentem maior espessura do que os filmes de
QAG, este parametro ndo exerceu influéncia na formacdo de barreira para a
permeabilidade ao vapor d’agua, pois, 0 alcool polivinilico, que constitui 70% da blenda
de PVAQ, é um polimero que exibe comportamento altamente hidrofilico devido a
presenca de varios grupos OH em sua estrutura, fator que pode ter influenciado na
permeabilidade das blendas de PVAQ do presente estudo (Da Silva et al., 2016). Assim
como foi verificada em analise de solubilidade, Gonsalves et al. (2011), Pelissari et al.
(2012) e Hosseini et al. (2013) acreditam que a quitosana, 0 constituinte em maior
fracdo na blenda de QAG, possui carater hidrofébico devido aos grupos protonados da
quitosana interagirem com as hidroxilas livres do amido, da gelatina e da lisozima por
reticulacdo, reduzindo a capacidade de interacdo com a agua e tal motivo pode ter
ocasionado baixa permeabilidade ao vapor d’agua das blendas de QAG.

Conforme a Tabela 2, os filmes de PVAQ e QAG nao sofreram influéncia na
transparéncia com relacéo a incorporacao da lisozima em diferentes concentracgdes.

Os filmes de QAG apresentaram maior percentual de transparéncia do que o0s
filmes de PVAQ, cuja resposta conforme o trabalho desenvolvido por Zanela et al.
(2015) pode estar relacionada a espessura: os filmes de QAG apresentaram espessura

média em torno de 0,027+0,007e 0,032+0,005 mm e maior transparéncia enquanto que
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os filmes de PVAQ apresentaram espessura entre de 0,087+0,039%e 0,179+0,035 mm
implicando em menor percentual de transparéncia, onde o quociente entre o log da
transmitancia sobre o pardmetro fisico resultou em maior barreira na transparéncia.
Hosseini et al. (2013) constataram em seus estudos que blendas de gelatina e quitosana
exibem alta transparéncia na regido visivel, cujos componentes correspondem a 75% da

composicao da blenda de QAG do presente trabalho.

3.4.Propriedades mecénicas

As propriedades mecénicas de alongamento, tensdo e modulo de Young (MY)
para os filmes de PVAQ e QAG ndo apresentaram diferenca quanto a incorporacdo da
lisozima conforme os dados da Tabela 3. Pode-se observar que o comportamento
mecanico das blendas de PVAQ e QAG (0%) exibiram diferencas quanto a deformacao
para diferentes tensdes.

Os filmes de PVAQ demonstraram bom alongamento e resisténcia a ruptura
enquanto que as blendas de QAG apresentaram percentuais que indicaram rapido
cisalhamento. Ao observar a tensdo maxima, os filmes de PVAQ demandaram menores
valores de tensdo comparados aos filmes de QAG. Os valores encontrados para a
porcentagem de alongamento confirmam os resultados das tensées maximas aplicadas
pelo material, visto que filmes de maior perfil elastico tendem a sofrer longas
deformacdes plasticas e demandam menor forca para o alcance do alongamento
(Oliveira et al., 2013). O quociente da relacdo entre a variacdo da tensdo sobre a
deformacdo diz respeito ao mdédulo requerido para a elasticidade (Medeiros e Wiebeck,
2013), ou seja, 0 mdédulo de Young e foi constatado que as forcas demandadas para
alcancar a elasticidade para os filmes de QAG foram superiores apresentando valores de
6691,33+1834,10 a 8602,94+1222,40 MPa enquanto que filmes de PVAQ apresentaram
nameros entre 571,22+106,61 e 1176,09+65,75 MPa.

A velocidade do rearranjo molecular durante o processo de recristalizagdo
influencia na rigidez do material por conta das ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
dos componentes da blenda (Mali et al., 2011). Park et al. (2004) acreditam que as
hidroxilas presentes na estrutura da lisozima podem ter estabelecido interacfes com o
PVA e a quitosana reforcando as interaces na blenda. Porém, Kanatt et al. (2012)
testaram as propriedades mecanicas de filmes de PVAQ e constataram que a medida

que se aumenta a fracdo de PVA na blenda, as propriedades mecanicas sdo melhoradas
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pois este polimero apresenta de alta plasticidade, sendo necessarios valores maiores de

forca mecénica para alcancar a ruptura dos filmes.

Tabela 3: Propriedades mecanicas dos filmes de PVAQ e QAG incorporados com
diferentes concentracdes da lisozima

Filme Lisozima Alongamento Tensdo MY

(%) (%) (MPa) (MPa)

PVAQ 0,0 80,08+10,43" 30,52+17,29"*  986,79+164,52"

PVAQ 1,5 82,62+3,67%  12,60+2,03"*  571,22+106,61"

PVAQ 2,5 61,82+20,33" 21,15+15,59"  1176,09+65,75"

QAG 0,0 3,22+0,57%*  89,47+24,52%" 8602,94+1222,40%

QAG 1,5 3,770,708  74,50+20,55%* 8336,48+1645,905

QAG 2,5 3,45+0,73%*  84,27+8,23%%  6691,33+1834,10%
“Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, mailscula para coluna e
minascula na linha, pelo teste de Tukey (P<0,05).

Considerando que a gelatina forma filmes flexiveis, Pelissari et al. (2012)
investigaram as propriedades mecanicas em filmes de amido de mandioca e quitosana e
descobriram que a quitosana foi o principal fator que influenciava no aumento da
resisténcia a tracdo, detectando que quando a interacdo entre os polimeros demonstra
baixa compatibilidade, formam filmes menos resistentes, de menor elasticidade, mais
rigidos e quebradicos. Da Silva et al. (2016) ndo descartam a contribuicdo da presenca
do amido nas baixas propriedades mecanicas em que, no momento da retrogradacéo, as
cadeias de amilose e amilopectina tentam reorganizar a estrutura estabelecendo
interacdes de hidrogénio entre as cadeias do amido (amilose e amilopectina) e os demais
polimeros da blenda, porém ficam residuos deste rearranjo molecular durante o processo
de recristalizacdo, influenciando na rigidez do material formando filmes de baixas
resisténcia mecéanica, de menor elasticidade, mais rigidos e quebradicos assim como as
blendas de QAG. Devido ao comportamento dos filmes de QAG, esta blenda pode ser
considerada como um material mais rigido do que a blenda PVAQ, revelando a
necessidade da adicdo de agentes plastificantes para melhorar as propriedades
mecanicas gerais destes filmes (Mali et al., 2011).

A adicdo da lisozima ndo alterou as caracteristicas de polimerizacdo das blendas,
e apesar de Park et al. (2004) acreditarem que filmes contendo a lisozima podem
interferir nas propriedades mecanicas de alongamento exigindo maior tensdo para
escoar, o tamanho da molécula da enzima e o resultado da sua interacdo com a matriz
polimérica das blendas ndo interferiu nem na espessura e nem na resisténcia dos filmes
de PVAQ e QAG.
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3.5.Andlise de cor

A adicdo da lisozima ndo interferiu nas varidveis de cor dos filmes de PVAQ e
QAG para os parametros a*, L* AE e WI quando comparado aos filmes controle,
conforme pode ser visto na Tabela 4, mostrando que a diferenca se encontra na
composicdo de cada blenda. Os filmes de PVAQ e QAG néo apresentaram diferenca
quanto ao tipo de material presente na blenda para a coordenada de cor b*, no entanto o
aumento da concentragcdo da lisozima nos filmes favoreceu a intensificagdo da cor
amarela no angulo de matiz formado pelas coordenadas de a* e b*.

Rawdkuen et al. (2012) constataram em seus estudos que o aumento da
concentragdo da lisozima em filmes aumenta a cor amarela no material indicando que a
coloracdo amarelada das blendas de PVAQ e QAG podem ter sofrido influéncia da
adicdo da lisozima. Os autores relatam que a formacdo de outras cores pode ser
resultado das alteragcbes quimicas nos materiais poliméricos durante a elaboracdo das
blendas.

Tabela 4: Analise das coordenadas de cor e indice de brancura dos filmes de PVAQ e
QAG incorporados com lisozima em diferentes concentracdes

Filme Lisozima L* a* b* AE Wi
(%)

PVAQ 0,0 41,71+0,10% -0,36+0,02%¢  1,28+0,14"% 41,74+0,10"* 41,69+0,1142
PVAQ 15 41,64+0,15"% -0,49°%+0,08"% 1,90+0,50"° 41,69+0,12%% 41,60+0,172
PVAQ 2,5 41,7740,317%  -0,412+0,22%% 1,42+1,07°° 41,81+0,28”% 41,74+0,33"
QAG 0,0 42,08+0,23%2  -0,28%+0,0482 1,2840,27A% 42,10+0,245%2 42,07+ 0,2452
QAG 1,5 42,19+0,1182 -0,29%+0,0382 1,45+0,20"° 42,21+0,1182 42,17+0,0852
QAG 2,5 42,12+0,07%2  -0,272+0,0282 1,34+0,15"¢ 42,15+0,08%2 42,10+0,08B2

“Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, mailscula
minuscula na linha, pelo teste de Tukey (P<0,05).

para coluna e

Segundo Pereda et al. (2011) e Pelissari et al. (2012) a quitosana apresenta
coloracdo amarelada devido a presenca da repeticdo do grupo 2-amino-2-desoxi-D-
glucopiranose ligada ao b-(1-4) em sua estrutura. Hamarat Sanlier et al. (2016)
consideram a gelatina como uma substéncia incolor. Zanela et al. (2015) produziram
blendas de amido de mandioca e alcool polivinilico para a avaliacdo da cor de cada
polimero em filmes individuais e notaram que o amido apresentou coloracdo tendendo
ao amarelo enquanto que o PVA abrangia a coloracdo proxima ao branco. Embora
filmes de PVA apresentem coloracdo caracteristica mais proxima ao branco, os filmes
de PVAQ (70% PVA; 30% quitosana) do presente estudo reproduziram a coloracao

caracteristica da quitosana assim como as blendas de QAG (50% quitosana; 25%

48



amido; 25% gelatina), no entanto a lisozima contribuiu para que intensificasse a cor

amarela.

3.6.Espectroscopia UV/VIS

Nos espectros de luz os filmes de PVAQ e QAG apresentaram alta absorcéo de
energia na regido do ultravioleta, indicando que estes filmes apresentam barreira a
regido de raios ultravioleta (Figura 1) e transmitancia na regiao visivel.

As blendas de PVAQ 0,0%; 1,5% e 2,5% apresentaram picos de absorbancia em
cumprimento de onda, respectivamente, 304 nm, 278 nm e 277 nm, indicando que &
medida que se aumentou a concentracdo da lisozima aumentou a barreira a radiacdo
ultravioleta. Estes dados se aproximam dos valores encontrados por Kanatt et al. (2012)
e Bonilla et al. (2014) para blendas de &lcool polivinilico e quitosana com agentes
incorporados, que apresentaram forte barreira a radiacdo em ultravioleta identificando
picos de absorbancia entre 273 a 280 nm, enfatizando a necessidade do agente
incorporado para estabelecer barreiras para radiacdo indesejada.

Para as blendas de QAG nas concentracdes de 0,0%; 1,5% e 2,5% foram
constatados picos de absorbancia menores para a concentracéo de 0,0% da enzima, onde
a faixa de comprimento de onda alcangou aproximadamente 310 nm. Para as blendas de
QAG a 1,5% e 2,5% da enzima notou-se uma pequena inflexdo em 281 nm em maior
faixa de absorbancia, no entanto a curva da blenda para a concentracdo de 1,5% da
enzima sobrep6s as demais, cujo comportamento pode estar relacionado com a
reticulacdo entre compostos da blenda, cuja interacdo cria fases amorfas e reforcam a
protecdo para a luz ultravioleta (Gonsalves et al., 2011), especialmente devido a
interacdo polissacarideo-proteina (Pereda et al., 2011) e proteina-proteina (Denavi et al.,
2009).

Acredita-se que, assim como nos trabalhos de Cazon et al. (2018), a quitosana é
um polimero capaz de diminuir a transmissao de luz devido & coloracdo amarelada
caracteristica de sua composicdo, verificada na analise de cor.

Foram encontrados valores proximos aos apresentados por Balakrishnan et al.
(2018), cuja protecdao UV formou-se em aproximadamente 270 a 300 nm, e este fator

reforca que a adi¢do da enzima contribui para o estabelecimento da barreira a luz UV.
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Figura 1: Espectroscopia de varredura nas regides UV/Visivel na faixa de 200 a 700
nm para os filmes de PVAQ e QAG incorporados com a lisozima nas concentracdes de
0,0%; 1,5%; 2,5%.

As respostas para as blendas de QAG contendo a enzima correspondem aos
valores encontrados para Denavi et al. (2009) em filmes de gelatina isolados com
proteina de soja (280 a 295 nm), em que foi relacionada a presenca de residuos
hidrofobicos das proteinas e a ionizacdo de grupos hidroxila dos constituintes da blenda.
Hosseini et al. (2013) constataram em blendas de gelatina e quitosana que estes
polimeros unidos sdo capazes de criar barreira para o comprimento de onda entre 200 a
280 nm e alta transparéncia na regido visivel, mencionando que filmes & base de
proteinas sdo considerados adequados para alta barreira da radiacdo UV. Pérez-Cdrdoba
et al. (2018) complementam que a gelatina deixa residuos de aminoacidos que podem
reforcar a capacidade protetora dos filmes, cuja caracteristica pode ser melhorada com a

adicdo de compostos, que no presente trabalho foi empregada a proteina lisozima.

3.7. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

A Espectroscopia via FTIR foi utilizada para verificar o modo vibracional

centrado em bandas das interagdes entre os constituintes das blendas de PVAQ e QAG e
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as interagdes com a lisozima. Os espectros de FTIR dos filmes foram apresentados na
Figura 2.

Silva et al. (2018) verificou que filmes que apresentam espectros FTIR na regido
de 3310 cm™ correspondente ao alongamento do O-H, 2927 cm™ pode ser relativo ao
alongamento do C-H e CH2, em 1646 cm™ para a flexdo da agua adsorvida (O-H-0),
em 1150 a 1060 cm™ correspondente ao alongamento da interagdo C-O-C presente em
pontes glicosidicas e 754 cm™ referente ao alongamento da ligacdo glicosidica. Para a
quitosana, espectros em 3500 e 3400 cm™ indicam banda larga de absorcéo devido ao
alongamento de N-H, na regido de 1637 cm™ refere-se a banda amida | do grupo acetil,
em 1570 cm™ pode ser verificada o modo vibracional centrado em bandas para o NH3,
que pode ser imposta como amida Il, em 1150 a 900 cm™ para anéis de piranose e
grupos amidos e, em especial, na regido de 1293 cm™ ocorre o alongamento da amida
[11 possivelmente pelas interacbes C-N e N-H (Pereda et al., 2011). Espectros na faixa
de 1716 e 1733 cm™ indicam a presenca do alcool polivinilico (PVA) por causa do
grupo C=0, onde a carbonila é o residuo do acetato de vinila, composto que origina o
PVA, ja para o amido, espectros em trono de 1076 e 999 indicam o estiramento do C-
OH do anel de piranose, mais largas e menos intensas & medida que a concentragdo do
amido diminui (Da Silva et al., 2016). Para a gelatina, sdo identificados espectros na
regido 3320 cm? correspondente ao alongamento do N-H, 1677 cm? referente ao
alongamento da amida | e 1242 cm™ correspondente a amida I11, C-N e alongamento do
N-H (Hosseini et al., 2013). A lisozima apresenta espectros de 3281 cm™? referente ao
alongamento do grupo N-H, 1625 cm™ correspondente a banda de amida | e absorgdo de
CO2, em 1528 cm™ para a banda de amida Il e em torno de 1231 cm™ para a banda de
amida Il (Silva et al., 2018). A quitosana com o amido de milho, por exemplo,
apresenta espectros na faixa de 1584 cm™ devido a presenca do amino, diferente do
filme de quitosana, que o espectro de leitura situa-se em 1578 cm™ (Wu et al., 2013). A
quitosana com a gelatina em filme apresenta ainda espectros em 1680 a 1630 cm™
devido a alteracdo no colageno ou na regido da estrutura secundaria envolvendo a regido
da amida | pois a quitosana e a gelatina interagem por ligacoes eletrostaticas formando
pectina soluvel e as ligacdes de hidrogénio estabelecida entre ambas exercem baixa

influencia na formacdo de blendas entre os dois polimeros (Pereda et al., 2011).
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Figura 2: Comportamento das blendas de PVAQ e QAG com 0,0%; 1,5% e 2,5% de
lisozima em espectroscopia via FTIR

Ao avaliar as blendas de PVAQ e QAG 0,0; 1,5 e 2,5% foram observadas
bandas largas em torno de 3280 cm™ para as blendas de PVAQ e 3274 e 2901 cm™ para
as blendas de QAG, respectivamente. De acordo com Wu et al. (2013) estas bandas
correspondem a interagdes entre esses 0s grupos C-H, N-H, O-H intra e
intermoleculares em que as vibracdes, segundo Denavi et al. (2009) podem ser
associadas principalmente a presenca da hidroxila pois bandas de alta intensidade de
absorcdo nesta faixa sdo consequéncia do alongamento das vibragcdes de grupos O-H, e
as ligacdes de hidrogénio alargam as bandas. Hosseini et al. (2013) atribui tal
caracteristica como o alongamento do grupo amina (N-H), composto presente
principalmente no grupo acetil da quitosana (Pereda et al., 2011) e pode estar
relacionado a presenca de polimeros proteicos como a gelatina na blenda de QAG e a
lisozima nos filmes estudados no presente trabalho (Silva et al., 2018).

Os espectros de baixa intensidade situaram-se na regido de 2112 cm? para as
blendas de PVAQ e 2097 cm™ para as blendas de QAG, que pode ser atribuida a
vibragdes do tipo C=C ou C=N. Contudo, de acordo com Cazon et al. (2018), vibracbes
na faixa de 2900 cm™ podem ser caracterizados pela presenca de grupos C-H alifaticos e
em faixas menores, proximas a 2260 cm™ existe a possibilidade de ocorrer estiramento

dos grupos C-H e O-H.
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Nas blendas de PVAQ foram identificados espectros em torno de 1719 cm que,
de acordo Da Silva et al. (2016), bandas na regido entre 1716 cm™ e 1733 cm? sdo
caracteristicos ao estiramento do grupo carbonila que por ventura é um residuo do
acetato de vinila, substancia em que se obtém o &lcool polivinilico.

As blendas de PVAQ apresentaram bandas em torno 1645 cm™ assim como para
as blendas QAG, que mostraram bandas de 1638 cm? (QAG 0,0%), 1652 cm™ (QAG
1,5 e 2,5%) o que indica uma flexdo na &gua adsorvida no grupo O-H-O (Wu, et al.,
2013). Em torno da faixa de 1652 cm™ houve uma redugéo na intensidade da banda,
fator que indica alteracOes entre as cadeias. Pereda et al. (2011) acreditam que a
quitosana € capaz de causar alteracfes nas cadeias polipeptidicas da gelatina,
provocando a reducdo no numero de hélices e estruturas desordenadas em solucdo
filmogénica e produzindo bandas préximo a faixa de 1652 cm™ que se referem ao
alongamento do grupo amida I, constatado nas blendas de QAG.

Espectros em 1551 cm™ nas blendas de QAG indicam que houve vibragdes em
grupos com interagdo C=C, C=0 e C=N que pode estar associado ao alongamento dos
grupos amida Il, caracteristico da quitosana para os filmes isentos da enzima e
caracteristico da quitosana e da lisozima em filmes contendo a enzima (Silva et al.,
2018).

Foi observada uma série de estiramentos abrangendo nimeros de onda na faixa
de 1240, 1055 e 821 cm™ para os filmes de PVAQ e bandas em 1406, 1340, 1241, 1196,
1153 e 1021 cm™ para as blendas de QAG. Hosseini et al. (2013) citam que as bandas
em torno de 1411 cm? correspondem ao modo vibracional centrado em bandas dos
grupos OH, onde pode-se perceber que a enzima aumenta a intensidade do dobramento
nas blendas de PVAQ a medida em que se aumenta a concentracdo da enzima. Pereda et
al. (2011) relatam que espectros em torno de 1239 cm™? podem ser associados com
alongamento da ligacdo amida I11, C-N, e N-H e que bandas formadas préximos a faixa
de 900 a 1150 cm™ correspondem a vibragGes dos anéis de piranose e grupos aminos da
quitosana e possivel estiramento do C-OH (DA SILVA et al., 2016), porém Silva et. al
(2018) consideram que o alongamento da banda de amida Il na regido em torno de
1231 cm sdo caracteristicos da lisozima e que existe a possibilidade de ter ocorrido o
alongamento das estruturas glicosidicas do C-O-C ressaltadas pela presenca da lisozima,
fator que favoreceu a intensidade das bandas para todos os materiais.

Foi observado que as blendas de QAG na concentragdo de 1,5% da lisozima

emitiram menor intensidade na absorbancia, indicando que houve menor presenga de
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tais grupos funcionais disponiveis para vibracdo e/ou rotacdo, sugerindo que 0S
componentes do filme QAG (1,5%) pode conter grupos disponiveis para interacdo que
ndo foram acessados durante o processo de recristalizagdo dos filmes tais como as
cadeias da solugdo de amido contendo residuos da amilose empacotadas nas
ramificacOes das cadeias de amilopectina (Dernadin e Silva, 2008). Tal comportamento
pode explicar a baixa resisténcia mecanica reforgando a necessidade de agentes
plastificantes para a flexibilizacdo e unido das cadeias (Mali et al., 2011).

Silva et al. (2018) relatam que € comum a lisozima apresentar bandas de
aproximadamente 3281 cm™ para o alongamento de N-H, 1625 cm™ para banda de
amida | bem como a absorcdo de CO2, 1528 cm™* para banda de amida Il e em torno de
1231 cm™? para a banda de amida Ill, no entanto, no presente trabalho, os filmes de
PVAQ e QAG isentos da enzima (0,0%) também esbocaram tal comportamento,
levando a crer que interagé@o entre os polimeros nas blendas foi responsavel por emitir as

respectivas bandas de absorgéo.

3.8.Difracdo de raios X (DRX)

Os padrdes de difracdo de raios X obtidos podem ser observados na Figura 3
para as blendas de PVAQ e blendas de QAG. Os difratogramas de raios X das blendas
de PVAQ apresentaram reflex6es em torno de 19°, similar a um arranjo semi cristalino.
Ja os filmes de QAG apresentaram comportamento halo amorfo, fator que indica a
presenca de reticulo desorganizado (Pereda et al., 2011).

A formacdo de linhas de difracdo cristalinas na regido de 20 é comumente
descrito na literatura para os polimeros e enzima utilizada. A quitosana apresenta
padrdes de difracdo de raios X em 7, 11 e 18° (Wu et al., 2013), o alcool polivinilico em
torno de 20° (Giannakas et al., 2016), 0 amido em 12 e 23° (Da Silva et al., 2016), a
gelatina em 10 e 21° (Pereda et al., 2011) e a lisozima em 18,6° (Silva et al., 2018) onde
pode-se observar que a presenca da quitosana, polimero em comum de ambos os filmes,
pode ter influenciado nas reflexdes em torno de 19 e 20° para ambas as blendas.

Na regido de 30° para estas blendas foi identificado uma formacdo de linha de
difracdo caracteristica de halo amorfo, que de acordo Pérez-Cordoba et al. (2018) indica
que a quitosana foi hidratada e este mesmo fator pode estar relacionado a presenca da
lisozima, em que o aumento da concentracdo da proteina no filme aumenta a sua

capacidade hidratacdo. Segundo Pereda et al. (2011) a incorporacgao de agentes como as

54



proteinas tendem a formar halos amorfos nesta regido. Isto pode mostrar que ha
interacdes de hidrogénio com os compostos utilizados, como a intera¢do dos grupos OH
do alcool polivinilico com os grupos amina (N-H) da quitosana (Cazon et al., 2018) e da
lisozima (Silva et al., 2018).

As blendas de QAG apresentaram halos amorfos de menor intensidade & medida
que a concentracdo de lisozima aumentou eshogando caracteristicas de material amorfo
em 20= 20°, comportamento contréario ao observados para as blendas de PVAQ. Alguns
autores descrevem que a formacdo de halo amorfos indica a formacdo de reticulo
desorganizado dos polimeros em conjunto onde a presenca de fortes interacfes intra e
intermoleculares de hidrogénio com os grupos aminos disponiveis entre 0s polimeros e
a enzima ao ponto de ampliar reflexdes que antes compreendiam regides cristalinas,
especialmente para a quitosana (7, 11 e 18° por Wu et al., 2013), amido (12 e 23° por
Da Silva et al., 2016) e gelatina (10 e 21° por Pereda et al., 2011). Os filmes de PVAQ
apresentaram o reticulo semicristalino, possivelmente pela presenca do alcool
polivinilico, polimero sintético com material de alta cristalinidade. Assim como nas
blendas de PVAQ, as blendas de QAG nas concentracdes de 0,0; 1,5 e 2,5% exibiram
halos amorfos em torno de 26=30° cujo fator pode estar associado a presenca da
quitosana hidratada (Pérez-Cordoba et al., 2018), ocorrido com o polimero comum em
ambas as blendas.

Giannakas et al. (2016) desenvolveram filmes de quitosana e alcool polivinilico
puros e em blendas com nanocompositos de argila e perceberam que os filmes de
exibiram padrdes de difracdo de raios X com linhas de difracdo em aproximadamente
20°. No presente estudo, as linhas de difracdo dos filmes de PVAQ, com e sem a enzima
também formaram reflexdes de caracteristica cristalina em valores proximos de 20°.

Assim como o comportamento dos filmes de quitosana e gelatina incorporados
com nanoemulsdes elaborados por Pérez-Cordoba et al. (2018), ndo houve tragos de
regido cristalina da estrutura tripla-hélice da gelatina em torno de 10° no eixo 26 dos
filmes de QAG do presente estudo, no entanto, em filmes de gelatina pura foi verificado
halos amorfos na regido proxima de 21° que também podem estar relacionados

principalmente com a presenca e interacdo da quitosana com a gelatina.

55



—— PVAQ 0,0%
——PVAQ 1,5%
——PVAQ 2,5%

1800 —
1600 -]
1400 -
1200 -
1000 -]

800 ]

600 -]

_§ 400
b=l 200 -
@ J T . T v T K T L | v T 1
5 5 10 15 20 25 30 35 40
2 18004
= 1600 -
{265 —— QAG 0,0%
1200 - ——QAG 1,5%
1000 - — QAG 2,5%
800 -
600 -
400
200 -
v T ¥ T v T v T ¥ T ¥ T i 1
5 10 15 20 25 30 35 40
2 THETA (°)

Figura 3: Difratograma dos filmes de PVAQ e QAG incorporados com lisozima nas
concentragdes de 0,0%; 1,5% e 2,5%.

Segundo Pereda et al. (2011), proteinas exibem padrdes amorfos e temperaturas
de secagem proximas a 30°C durante elaboracdo dos filmes podem estimular a
formacdo de regides cristalinas. Os padrdes amorfos foram identificados em ambas as
blendas e a temperatura da secagem na elaboracdo dos filmes podem ter influenciado
apenas nos filmes de PVAQ, que formaram estruturas mais organizadas, devido a
presenca do polimero sintético alcool polivinilico, que possui arranjo ordenado.

Embora houvesse compatibilidade com os demais polimeros, as ligacdes
intermoleculares de hidrogénio da quitosana podem ter influenciado no comportamento
da manutencdo de halos amorfos na faixa de 19° a 20° nos difratogramas das blendas de
PVAQ e QAG, independente da concentracdo de lisozima incorporada (WU et al.,
2013).

3.9.Anélises térmicas

3.9.1. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os resultados obtidos na analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

para os filmes de PVAQ e QAG incorporados com a lisozima em diferentes
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concentracdes sdo apresentados nas Figuras 4 e 5 e na Tabela 5. A Figura 4 ilustra o
comportamento das blendas de PVAQ e a Figura 5 apresenta a varredura da calorimetria
dos filmes QAG nas concentracbes de 0,0; 1,5 e 2,5% submetidas a rampa de
aquecimento de 25 a 900°C, indicando a resposta do fluxo de calor e da perda de massa
dos materiais.

Verifica-se que a presenca da enzima ndo influenciou no processo de transigao
vitrea, na temperatura de fusdo e as entalpias correspondentes para as blendas de PVAQ
e QAG. No entanto, foi percebido que o grau de cristalizacdo igual a 0,64% da blenda
de PVAQ na concentracdo de 1,5% foi baixo quando comparado as demais blendas.
Para 0 PVAQ 0,0% e PVAQ 2,5% o grau de cristalinidade ficou em torno de 12,20% e
7,39%, respectivamente.

Ja para as blendas de QAG, foi observada a formacdo de picos amplos de
caracteristica amorfa, conforme os dados encontrados em analise de difragdo de raios X
e confirmados pelos dados da Tabela 5 para o grau de cristalinidade, com valores para o
QAG (0,0%) de 0,28%, QAG (1,5%) de 0,25% e QAG (2,5%) de 0,21%.

Possivelmente a blenda de PVAQ (1,5%) sofreu o processo de reticulagcdo da
quitosana com a lisozima pela ligacdo cruzada entre grupos hidrofébicos de ambas as
estruturas (Gonsalves et al., 2011) e ligacdo de hidrogénio entre grupos hidroxila do
alcool polivinilico e da enzima (Kanatt et al., 2012) refletindo assim no baixo de grau
de cristalinidade da blenda de PVAQ com 1,5% da enzima.

Tabela 5: Temperaturas de transicdo vitrea, fusdo e grau de cristalinidade das blendas
de PVAQ e QAG incorporadas com a lisozima nas concentracoes de 0,0%; 1,5% e 2,5%

. Tg AHry Tm AHTm Xc(%)
Filmes (Temperatura de (Entalpia de (Temperatura (Entalpia de (Grau de
transicao vitrea) transicao vitrea) de Fusdo) fuséo) cristalizacao)
PVAQ 0,0% 132,5043,1642 -52,96+ 68,8942 390,21+12,094%  56,56+41,63A 12,20¢¢
PVAQ 1,5% 138,216,194 -25,31451,02A3 398,260,844 4,10+45,43% 0,64¢
PVAQ 2,5% 133,693,954 -22,24457,62 42 398,46+3,36"*  56,01+67,694 7,39¢¢
QAG 0,0% 103,40+3,4382 -52,23+58,7952 324,39+25,08%  49,96+22,6452 0,28¢¢
QAG 1,5% 111,96+1,66 B2 -44,28+56,55 B2 337,72+2,0682 44,17+22,3752 0,25¢¢
QAG 2,5% 111,72+4,0652 -48,15+5,3482 345,57+15,81B2 37,42+0,3952 0,21¢¢

“Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si,

minuscula na linha, pelo teste de Tukey (P<0,05).

mailscula para coluna e

Foi observado para os filmes de PVAQ e QAG que a presenca da lisozima

aumentou o fluxo de calor durante o processo de transi¢do vitrea. As blendas de QAG
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1,5 e 2,5% alcancaram temperaturas de transicdo vitrea mais altas do que as blendas
com 0,0% de lisozima e os filmes de PVAQ alcancaram a transicdo vitrea em torno de
133°C, chegando proximo a 138°C ao acrescentar a enzima. Segundo Mohammad et al.
(2015) a lisozima aumenta a estabilidade térmica dos filmes, alcancando cerca de 134°C
com apenas 8,5% de desnaturacdo sem provocar grandes alteragdes em sua estrutura. Su
et al. (2010) e Al-Hassan e Norziah (2012) acreditam que a uniformidade da faixa
temperatura de Tg de blendas pode ser um indicativo de compatibilidade entre os
polimeros e Bonilla et al. (2014) consideram que o efeito da mistura de polimeros em
blenda leva a valores de Tg intermediarios com relacdo aos polimeros puros devido a
formac&o de ligagGes intermoleculares entre estes.

Ao observar a temperatura de fusdo dos filmes de PVAQ, percebe-se a formagéo
de picos estirados endotérmicos de caracteristica cristalina em cerca de 390°C para a
blenda de PVAQ 0,0% e em aproximadamente 398°C para as blendas de PVAQ 1,5% e
PVAQ 2,5% picos mais intensos, indicando que a presenca da lisozima reforca a
estabilidade térmica da blenda em meio a transicdo de fase. De acordo Bannach et al.
(2011) um alto grau de cristalinidade origina picos de maior intensidade devido aos
rearranjos estruturais indicando que, assim como ilustrado na analise de DRX, as
blendas estabeleceram boa compatibilidade e a adicdo da enzima favoreceu a
cristalinidade dos filmes. Foram observados picos exotérmicos amplos, indicando que a
cristalizacdo do polimero ocorreu de forma prolongada entre as temperaturas de 669.33
a899,61°C.
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Figura 4: Calorimetria diferencial de varredura para os filmes de PVAQ incorporados
com a lisozima nas concentragdes de 0,0%; 1,5% e 2,5%.
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Estudos apontam o ponto de fusdo do p6 cristalino da lisozima em torno de
Tm=187°C e entalpia a AH°= 125,3kJ/mol (Mohammad et al., 2015), no entanto apesar
da enzima apresentar relativa resisténcia térmica, o presente trabalho constatou o
aumento da resisténcia térmica nos filmes com e sem a presenca da enzima, cujos
comportamentos demonstraram desnaturacdo tardia devido a interacdo entre 0s
compostos das blendas (Silva et al., 2018).

Comparado as blendas de PVAQ, os filmes de QAG apresentaram valores
menores para a temperatura de fusdo, entre 324,39 e 345,57°C. Ainda que a quitosana
seja considerada um polimero de boa estabilidade térmica (Gonsalves et al., 2011) e
componha 50% da blenda, Oliveira et al. (2013) relata que durante o processo de
elaboracdo do filme, inserir um componente de caracteristica amorfa em solugéo
filmogénica pode gerar um enfraquecimento das ligagdes entre 0s compostos presentes
ocasionando a reducao da temperatura de fusdo. O amido (Dernadin e Silva, 2008), e
compostos de carater proteéico como a gelatina e a lisozima tendem a formar estruturas

amorfas (Pereda et al., 2011).
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Figura 5: Calorimetria diferencial de varredura para os filmes de QAG incorporados
com a lisozima nas concentragdes de 0,0%; 1,5% e 2,5%.

Bannach et al. (2011) relatam que picos exotérmicos nas curvas de DSC em
materiais poliméricos podem estar relacionados a cristalizacdo, que ocorre devido ao
rapido resfriamento, que sera refletido no grau de cristalinidade, e Mali et al. (2011)

acreditam que o rearranjo molecular durante o processo de recristaliza¢do influencia na
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rigidez do material devido as interagcGes intermoleculares, principalmente, para as
blendas de QAG, onde a 50% dos polimeros utilizados tem carater polar com tendéncia
a estabelecer ligacGes de hidrogénio entre os polimeros e a enzima, refletindo baixo
grau de cristalinidade entre 0,21 e 0,28 e assim, indicando a formagéo de estado amorfo
4 medida aumenta a concentragdo da lisozima.

Ao avaliar os picos exotérmicos das blendas de QAG, picos intensos em altas
temperaturas podem indicar a presenca de substancia reticulada, pois as formacdes de
ligagbes cruzadas aumentam a possibilidade de ocorrer a transicdo vitrea numa

temperatura maior (Su et al., 2010).

3.9.2. Termogravimetria (TGA)

Os filmes de PVAQ nas concentragdes de 0,0; 1,5 e 2,5% apresentaram
estabilidade térmica até a temperatura de 399,09°C marcada pelo pico do ponto de fusao
destes materiais. Ao final do processo de fusdo, foi iniciada a perda de massa
significativa em torno de 38,79% para a blenda de PVAQ 0,0%; 34,40% para PVAQ
1,5% e 41,42% para os filmes de PVAQ 2,5%. Por conseguinte, o estagio final resultou
na decomposicdo das blendas de 0,0 e 2,5% com 41,10% de massa residual e a blenda
contendo 1,5% alcancou o final da rampa de aquecimento com 46,36% de massa.

Para os filmes de QAG, a primeira fase da perda de massa situou-se em torno de
11,36% a 234,23°C para a blenda de QAG 0,0%; em 8,83% a 282,52°C para a blenda
de QAG 1,5% e 7,99% a 299,65 para a blenda de QAG 2,5%. A primeira fase da perda
de massa finalizou no tempo préximo a temperatura de fusdo de cada blenda, e o estagio
posterior finalizou em curva constante, marcado por reacGes e originando picos
exotérmicos de energia até enfim os filmes de QAG 0,0%; 1,5% e 2,5,% apresentarem
percentual residual de massa em 15,62%, 15,62% e 20,60%, respectivamente. Este fato
sugere que o aumento da concentracdo da enzima favoreceu a estabilidade térmica da
blenda.

Mohammad et al. (2015) consideram a lisozima uma enzima termoestavel
suportando temperaturas de aproximadamente 134°C com minima desnaturacdo, sem
provocar alteracGes de seu estado fisico. A interacdo com 0s demais componentes da
blenda pode ter favorecido a resisténcia térmica quando comparada com a blenda de

QAG 0,0% pois os autores relatam que esse fendmeno pode ocorrer pela resisténcia a
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desnaturacdo em que a estrutura da enzima que supera forgas intramoleculares na
tentativa de preservar a0 maximo o estado nativo ao ser submetido a altas temperaturas.

Para a quitosana, polimero em comum utilizado na elaboracdo dos filmes de
PVAQ e QAG, a perda de massa de aproximadamente 10% na primeira fase de
decomposicdo térmica é proveniente da presenca de agua adsorvida e &cido acético
residual, onde a vaporizacdo da umidade costuma ocorrer entre as temperaturas de 100 a
170°C, seguindo a segunda etapa da degradacéo (perda de aproximadamente 50 a 55%
do peso) de grupos de hidrocarbonetos (CH) e os demais grupos funcionais gerados pela
degradacdo dos polimeros se intensifica até a formacdo do residuo final (Bonilla et al.,
2014).

Al-Hassan e Norziah (2012) relatam que blendas contendo amido e gelatina
exercem comportamento de filmes de carater hidrofilico e por este motivo mostram
compatibilidade na transicdo vitrea, no entanto a presen¢a da quitosana em maior
quantidade exibiu curvas de decomposicdo térmica caracteristica deste composto.
Bonilla et al. (2014) apontam que a degradacdo térmica da quitosana inicia-se a partir
de 200 a 300°C com um ou mais polimeros e a degradacdo térmica do alcool
polivinilico inicia em torno de 380 a 500°C com percentual final de aproximadamente
15 a 38% de residuos de acordo a quantidade de quitosana presente na blenda,
constatados para as blendas de QAG e PVAQ do presente estudo.

As blendas de PVAQ e de QAG do presente trabalho apresentaram indicativo de
resisténcia térmica e tal comportamento foi favorecido pela adicdo da enzima,

condizendo aos valores encontrados na literatura.

4. CONCLUSAO

Foi possivel preparar os filmes em blendas incorporados com a lisozima, bem
como caracteriza-los. A enzima ndo influenciou na maioria das propriedades quimicas,
fisicas, mecanicas e Opticas estudadas.

A adicdo da enzima gerou efeito antimicrobiano nos filmes de PVAQ e QAG e
ndo foi constatado o efeito da lisozima sobre as propriedades fisicas, mecanicas e
transparéncia dos filmes, mas sim a composi¢cdo de cada polimero utilizado na
elaboracdo dos filmes. Observou-se que tanto a quitosana quanto a enzima

influenciaram na coloracdo dos filmes.
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Ao analisar o comportamento de cada filme, a lisozima favoreceu a barreira a
luz ultravioleta, reforcou propriedades térmicas, no entanto reduziu o grau de
cristalinidade de blendas de PVAQ (1,5%). A difracdo de raios X exibiu
comportamentos opostos para as blendas de PVAQ e QAG quanto a presenca da
enzima, indicando que o alcool polivinilico possui maior grau de organizagéo cristalina.
A quitosana influenciou na coloragdo amarela para ambos os filmes.

Os filmes de PVAQ e QAG incorporados com a lisozima apresentaram
caracteristicas adequadas para que possam ser utilizados no desenvolvimento de

embalagens e outros materiais para a industria de alimentos.
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IV — CONCLUSAO GERAL

O desenvolvimento de embalagens ativas é uma area promissora para a
realizacdo de pesquisas inovadoras no ambito de embalagens.

O estudo de blendas poliméricas mostrou-se um campo inovador, especialmente
pela opcdo da utilizacdo de materiais biodegradaveis, que ndo agridem o meio ambiente.
Por meio de técnicas simples com polimeros naturais ou sintéticos biodegradaveis
aliados com compostos que estdo presentes em alimentos sdo capazes de formar
materiais de excelente qualidade, com atributos iguais ou superiores s embalagens
convencionais.

A incorporagdo da lisozima como agente antimicrobiano mostra-se como uma
alternativa promissora na inibicdo microbioldégica e para o emprego de novas
tecnologias na area de embalagens, capaz de atender a demandas da industria de
alimentos e do consumidor, promovendo a seguranca do alimento e favorecendo a
manutencdo da qualidade do produto.

Como vantagens no desenvolvimento deste trabalho pode-se ressaltar o baixo
custo das bases poliméricas utilizadas, a disponibilidade de reagentes nos laboratorios,
espaco para realizar as analises e o aprofundamento no estudo de embalagens, setor
amplamente utilizado em inimeras areas, além da industria de alimentos.

Recomenda-se a realizacdo de combinacfes de bases poliméricas para alcancar
as propriedades ideais que requerem as embalagens para que estas possam sair do
conceito tedrico e facam parte do cotidiano da populacdo. As pessoas tém despertado
cada vez mais o interesse em ter habitos sustentaveis e este comportamento também
pode estar relacionado com o tipo de embalagens que utilizam.

Outros agentes podem ser estudados para verificar o beneficio a ser fornecido no
segmento de embalagens ativas.

Como proposta de estudos futuros a este tipo de pesquisa, sugere-se aliar as
embalagens ativas com o estudo da toxidade da embalagem, o emprego destes materiais
para a elaboracdo de embalagens inteligentes e a tentativa de extensdo ao mercado
consumidor para que cada vez mais a funcionalidade deste tipo de embalagem possa
passar uma mensagem mais assertiva ao publico, cedendo o poder da informacdo a
respeito do conteido que estdo adquirindo de forma consciente em prol da qualidade de

vida.
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