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“Por isso nao desanimamos; pelo contrario, mesmo que o0 nosso
homem exterior se corrompa, contudo, o nosso homem interior se renova
de dia em dia.

Porque a nossa leve e momentanea tribulacao produz para nos peso de
gldria, acima de toda comparacao,

nao atentando nés nas coisas que se véem, mas nas que se hao

véem; porque as que se véem sao temporais, e as que se hao véem sao

eternas.”

(2 Corintios 4:16-18)


http://www.bibliaonline.com.br/acf/2co/4/16-18




Dedico esta tese a Deus, pois muitas vezes achei que nao tinha
mais forcas para terminar este trabalho e Senhor Jesus me ajudou dando
forca e me animandopara concluir mais esta etapa em minha. Obrigada

Senhor, A Ti toda Honra e toda Gloria!
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ABSTRACT

The efficient combination of proteins and polysaccharides produces
biodegradable films with improved functional properties; the associative interaction
between the groupings present in the polymer chain of biopolymers generates a
more cohesive and resistant polymer network. This association generally occurs
through electrostatic interactions between the biopolymers which is controlled by
the conditions of pH, ionic strength and stoichiometric ratio of polymers, among
other parameters. The aim of this study was to use the coacervation method in
developing films based on gelatin-chitosan (GEL/QUI), on gelatin-pectin
(GEL/PEC) and on gelatin-gum arabic (GEL/GAR), in order to promote greater
intermolecular interactions between biopolymers, forming mechanically stronger
films and less susceptible to the action of water. The development of this work can
be divided into: 1-) Analysis of the film solution GEL/QUI or PEC or GAR (in
various stoichiometric ratios): in this step a study was done to determine the pH of
coacervation for each formulation using ¢-zeta potential. At pH of coacervation
occurs maximum electrostatic interaction between biopolymers generating a
neutral electric charge for filmogenic solution (¢ - zeta potential of zero), due to
neutralization of the positive charge (-NH4") with negative charge (-COO") of
biopolymers. 2-) Development of coacervated films was held in various
stoichiometric ratios in its proper pH of coacervation. 3-) Characterization of films
according to the visual appearance, mechanical properties, permeability to water
vapor (PVA) water solubility (SOL), humidity (UMI) and opacity (Op).
Complementary analyzes of X-ray diffraction (XRD), infrared spectroscopy (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM) and differencial scanning calorimetry (DSC)
were performed in some films. 4-) Selection of films: it was chosen a Stoichiometric
ratio which produced films with higher mechanical strength and lower PVA SOL. 5-
) Concentration of polymeric material: higher concentration of polymeric material
(4, 6, 8, and 10% ) were tested in the selected formulation in order to reduce the
drying time of the coacervated films. These films were further characterized
(mechanical properties, PVA, SOL and UMI). The concentration of polymeric
materials chosen for further study associated the lowest drying time without
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changing the SOL and PVA films. 6-) Addition of plasticizer: In this step the type of
plasticizer (triacetin or glycerol) and its concentration was evaluated (2.5, 5, 7.5,
10, 15, 20, 25 and 309 plasticizer/100g polymeric material). The coacervated films
GEL/CHI were prepared at alkaline pH (pH of coacervation between 6.2-7.2) by
combining a cationic polysaccharide (QUI) with GEL. Formulations with higher
content of gel (10:1 and 20:1 GEL/QUI) gave the coacervated film higher tensile
strength, flexibility and less PVA. The analysis of X- ray diffraction and FTIR
showed the presence of attractive electrostatic interactions between the chains of
gelatin and chitosan. Comparing coacervated films with composite films (without
pH adjustment) it was found that the coacervation method gave the highest film
tensile strength, lower PVA and lower SOL. By increasing the concentration of
polymeric material from 2% to 6% a reduction by half of the drying time was found
promoting a greater resistance to breakage and lower PVA. The coacervate films
GEL/PEC and GEL/GAR were prepared in acidic pH (pH of coacervation equal to
4.0 and 4.5 to 5.0, respectively), this occurs due to interaction carboxyl group (-
COOQ") of anionic polysaccharides with amino group (-NH4") of GEL, since the
protein is positively charged at pHs only below its isoelectric point - pl (pl of 4.8 to
5.2 GEL). To coacervate film GEL/PEC, only film solution containing 20:1
GEL/PEC appeared homogeneous and in condition coacervation (pH of
coacervation = 4.0). The FTIR spectrum of the coacervated film GEL/PEC (20:1)
showed that the carboxyl group of the PEC may have been interacted with the
amino group generating new clusters of GEL amide (1630 and 1530 cm™). The
incorporation of the glycerol was more efficient in the polymer matrix of GEL/PEC
than triacetin. It was confirmed by visual analysis and by X -ray diffraction. Films
coacervated GEL/GAR presented themselves cohesive, uniform and
homogeneous. Coacervated films with high gel content were more resistant and
flexible and less soluble in water than the formulations with lower content of gel
(1:1 to 2:1 GEL/GAR), which was confirmed by analysis of FTIR, DSC and XRD.
The coacervation method formed films more mechanical and water resistant than
in the non coacervated films. (without pH adjustment). Increasing the concentration
the polymeric material from 2 to 6 % reduced the drying time of the film GEL/GAR
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(10:1) by half without altering their functional properties. All coacervated films
GEL/QUI, PEC or GAR, in general, showed the same behavior in addition of
plasticizer. The addition of glycerol was more efficient because of its better
incorporation into the polymer matrix coacervated producing more flexible films,
tougher, with less PVA and more transparent than coacervated films containing
triacetin. The results presented here confirm the efficiency of the coacervation
method to improve the compatibility, thus intensifying the electrostatic interaction
between protein and polysaccharide. This highly reflects in the functional property
of coacervated films, since the bigger interaction among biopolymers promotes the
formation of more dense and united polymeric net, generating films with higher
TR, smaller PVA, less ELO in some formulations and more resistant to the action
of water (less SOL).

Key words: biodegradable films, complex coacervation, gelatin, plasticizer

and zeta potential.
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RESUMO GERAL

A eficiente combinagcdo entre proteinas e polissacarideos produz filmes
biodegradaveis com melhores propriedades funcionais, a interagdo associativa
entre os grupamento presentes na cadeia polimérica dos biopolimeros gera uma
rede polimérica mais coesa e resistente. Esta associacdo, em geral, ocorre
através das interacoes eletrostaticas entre os biopolimeros que € controlada pelas
condigdes de pH, forca ibnica e proporcao estequiométrica dos polimeros, entre
outros parametros. O objetivo deste trabalho foi utilizar o0 método de coacervagao
na elaboracao de filmes a base de gelatina-quitosana (GEL/QUI), gelatina-pectina
(GEL/PEC) e de gelatina-goma arabica (GEL/GAR) com o intuito de promover
maiores intera¢des intermoleculares entre os biopolimeros, formando filmes mais
resistentes mecanicamente e menos susceptiveis a acadao da &gua. O
desenvolvimento deste trabalho pode ser dividido em: 1-) Andlise da solucdo
filmogénica de GEL/QUI ou PEC ou GAR (em varias proporcoes
estequiométricas): nesta etapa foi feito um estudo para definir o pH de
coacervacao para cada formulacdo utilizando o ¢-potencial zeta. No pH de
coacervacao ocorre a maxima interacao eletrostatica entre os biopolimeros
gerando carga elétrica neutra para a solugao filmogénica (g-potencial zeta igual a
zero), devido a neutralizacdo da carga elétrica positiva (-NH4") com a carga
elétrica negativa (-COQ’) dos biopolimeros. 2-) Elaboragéo dos filmes coacervados
foi realizada em varias proporcoes estequiométricas no seu devido pH de
coacervacao. 3-) Caracterizacdo dos filmes de acordo com o aspecto visual,
propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), solubilidade em
agua (SOL), umidade (UMI) e opacidade (Op). Andlises complementares de
difracdo de raio-X (DRX), espectroscopia de infravermelho (FTIR), microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram
realizadas em alguns filmes. 4-) Selecao dos filmes: foi escolhida a proporcao
estequiométrica que produziu filmes com maior resisténcia mecanica, menor PVA
e SOL. 5-) Concentracdo do material polimérico: na formulacao selecionada foram
testadas maiores concentragdes de material polimérico (4, 6, 8 e 10%) com o
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intuito de reduzir o tempo de secagem dos filmes coacervados. Estes filmes foram
novamente caracterizados (propriedades mecanicas, PVA, SOL e UMI). A
concentragdo de material polimérica escolhida para prosseguir o estudo associou
o menor tempo de secagem sem alterar a PVA e SOL dos filmes. 6-) Adicao do
plastificante: nesta etapa foi avaliado o tipo de plastificante (triacetina e glicerol) e
a sua concentragao (2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25 e 30g de plastificante/100g de
material polimérico). Os filmes coacervados de GEL/QUI foram elaborados em pH
alcalino (pH de coacervagdo entre 6,2-7,2) por combinar um polissacarideo
catibnico (QUI) com a GEL. Formulagées com maior teor de GEL (10:1 e 20:1 de
GEL/QUI) confere ao filme coacervado maior resisténcia a ruptura, flexibilidade e
menor PVA. As analises de difracdo de raio-X e de FTIR evidenciam a presenca
de interagbes eletrostaticas atrativas entre as cadeias da gelatina e a quitosana.
Ao comparar os filmes coacervados com os filmes compostos (sem ajuste de pH)
verificou-se que o método de coacervagdo conferiu ao filme maior tensdo na
ruptura, menor PVA e menor SOL. Ao aumentar a concentragdo de material
polimérico de 2% para 6% constatou-se reducdo pela metade do tempo de
secagem, além de promover maior resisténcia a ruptura e menor PVA. Os filmes
coacervados de GEL/PEC e GEL/GAR foram elaborados em pH &cido
(PHcoacervacao igual a 4,0 e 4,5-5,0, respectivamente), isto ocorre devido a interagdo
do grupo carboxil (-COQO") dos polissacarideos anibénicos com o0 grupo amina (-
NH4") da GEL, ja que a proteina encontra-se carregada positivamente somente
em pHs abaixo do seu ponto isoelétrico - pl (pl da GEL 4,8-5,2). Para filme
coacervado de GEL/PEC, somente a solucdo filmogénica contendo 20:1 de
GEL/PEC apresentou-se homogénea e com em condicdo de coacervagcao
(PHcoacervacao=4,0). O espectro de FTIR do filme coacervado de GEL/PEC (20:1)
mostrou que o grupo carboxil da PEC pode estar interagido com o grupo amina da
GEL gerando novos grupamentos amida (1630 e 1530 cm™). A incorporacéo do
glicerol foi mais eficiente na matriz polimérica da GEL/PEC do que a triacetina, isto
foi comprovado pela anaélise visual e pela difragdo de raio-X. Filmes coacervados
de GEL/GAR apresentaram-se coesos, uniformes e homogéneos. Filmes
coacervados com alto teor de GEL mostraram-se mais resistentes e flexiveis e
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menos soluveis em agua do que as formulagdes com menor teor de GEL (1:1 e
2:1 de GEL/GAR), resultados confirmados pelas analises de FTIR, DSC e DRX. O
método de coacervacao formou filmes mais resistentes mecanicamente e a acao
da 4gua do que nos filmes ndo coacervados (sem ajuste de pH). O aumento da
concentracdao do material polimérico de 2 para 6% reduziu o tempo de secagem
do filme de GEL/GAR (10:1) pela metade sem alterar suas propriedades
funcionais. Todos os filmes coacervados de GEL/QUI, PEC ou GAR, de modo
geral, apresentaram o0 mesmo comportamento frente a a adigdo do plastificante. A
adicdo do glicerol foi mais eficiente devido sua melhor incorporagdo na matriz
polimérica produzindo filmes coacervados mais flexiveis, mais resistentes, com
menor PVA e mais transparentes do que os filmes coacervados contendo
triacetina. Os resultados apresentados neste trabalho confirmam a eficiencia do
método de coacervacdo em melhorar a compatibilidade, e consequentemente,
intensificando a interacao eletrostaticas entre a proteina e o polissacarideo. Isto
reflete diretamente nas propriedades funcionais dos filmes coacervados, pois a
maior interagdo entre os biopolimeros promove a formagdo de uma rede
polimérica mais densa e coesa, gerando filmes com maior TR, menor PVA, menor

ELO e em alguns formulacées mais resistentes a acao da agua (menor SOL).

Palavras chaves: filmes biodegradaveis, coacervacdao complexa, gelatina,
plastificante e potencial zeta.

XXXiii



XXXiV



Capitulo 1 — Introducéao e Objetivos Gerais.

Capitulo 1

Introducao e Objetivos Gerais



Capitulo 1 — Introducéao e Objetivos Gerais.




Capitulo 1 — Introducéao e Objetivos Gerais.

1 introducao

Polimeros sintéticos vém sendo largamente aplicado na produgdo de
embalagens, devido seu baixo custo, facil disponibilidade, excelente propriedades
Otica, mecanica e de barreira (O2, CO2 e vapor de 4gua) e pela alta estabilidade na
presenca de agua e gorduras (FARRIS et al. 2009). Em contrapartida, as
vantagens sao encobertas pelo fato dos polimeros sintéticos apresentarem alta
resisténcia a degradagao natural, sendo grandes responsaveis pelo acumulo de

residuos no meio ambiente causando sérios problemas de poluigéo.

Este problema ambiental pode ser minimizado utilizando-se polimeros
naturais na elaboracdo das embalagens biodegradaveis, ja que 0s microrganismos
e as enzimas agem facilmente na superficie destes biopolimeros gerando
produtos atéxicos (por exemplo, gas carbbnico, agua e biomassa) ao meio
ambiente (ROSA et al. 2004). Por esta razao, iniumeros trabalhos sobre filmes
biodegradaveis vém sendo desenvolvidos nas ultimas décadas, na tentativa de
atender a demanda do mercado consumidor em busca de produtos de qualidade,

seguros e ecologicamente corretos.

A embalagem biodegradavel pode ser composta por polimeros sintéticos
biodegradaveis, como o polivinil alcool — PVA, policaprolactona, ou por
biopolimeros oriundos de fontes renovaveis, ou seja, produtos ou subprodutos da
agricultura ou de agroindustrias (SOBRAL et al. 2011). A utilizacdo dos
biopolimeros provenientes de subprodutos da agroindustria permitiria minimizar
impactos ambientais em dobro, j& que o uso destes reduziria a quantidade de
polimero sintético na composicdo da embalagem biodegradavel, e
consequentemente, reduzindo seu impacto ambiental. Em segundo lugar, o uso de
subprodutos da industria na extragdo dos biopolimeros reduziria seu descarte no
meio ambiente.

As limitacbes funcionais dos biopolimeros ndo permitem a substituicdo
integral dos polimeros sintéticos, portanto, os biopolimeros podem atuar de forma
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complementar a embalagem sintética. Esta embalagem complementar pode ser
aplicada diretamente na superficie do alimento (definida como cobertura
biodegradavel) ou como um envoltério independente ao alimento (definido como
filme biodegradavel) (SHIH, 1996). Filmes e coberturas biodegradaveis podem
carregar aditivos importantes, como vitaminas, antioxidantes, corantes,
aromatizantes, agentes antimicrobianos, gerando maior qualidade e prolongar
ainda mais o tempo de estocagem dos alimentos (KOELSCH, 1994; CHEN, 1995).

Os filmes e coberturas biodegradaveis sao produzidos a partir de
macromoléculas naturais (por exemplo, proteinas, polissacarideos e lipideos)
capazes de produzir matrizes continuas e coesas (GUILBERT; CUQ &
GONTARD, 1997). As proteinas e o0s polissacarideos conferem ao filme
excelentes propriedades de barreira ao oxigénio e oticas, propriedades mecéanicas
razoaveis, pobre barreira ao vapor de agua e alta sensibilidade as condicoes
climaticas (por exemplo, alta umidade relativa do ar). A combinagdo entre
proteinas e polissacarideos pode gerar uma gama de possibilidades de
associagdes inter e intramoleculares proporcionando a formagdo de novos
materiais de embalagem com melhores propriedades funcionais e ser utilizada na
industria de alimentos, por conferir estrutura e estabilidade no processamento de
alimentos (YE, 2008). A interacdo entre proteinas e polissacarideos em solugcéo
aquosa pode desenvolver trés diferentes situagbes de equilibrio: misciveis,
incompatibilidade termodinamica (interagao segregativa) e o complexo coacervado
(interagao associativa) (KRUIF & TUINIER, 2001). Em solugao, o tipo de interagcédo
pode ser influenciado pelo pH, forgca ibnica, conformacdo, densidade de carga e a
propor¢do estequiométrica entre os biopolimeros (SCHMITT et al. 1998;
WEINBRECK et al. 2003).

Em geral, as propriedades funcionais dos polimeros individuais melhoram
pela complexacdo com outros polimeros (TOLSTOGUV, 1991; DICKINSON,
1998). A formagcao do complexo coacervado ocorre pela associacdo eletrostatica
entre as cargas opostos dos biopolimeros em solugédo (SPERBER et al., 2009). As
moléculas das proteinas sdo naturalmente anfifilicas, resultando em uma alta
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atividade superficial (PIAZZA et al., 2009). Portanto, no ponto isoelétrico (pl) a
proteina encontra-se sem grupos laterais ionizaveis (carga elétrica igual a zero),
mas em valores de pHs acima do pl os grupamentos carboxila estdo carregados
negativamente (-COQO"), enquanto em pHs abaixo ao pl 0s grupamentos amina
estdo carregados positivamente (-NH;*). Em pH acima do pl, as proteinas
interagem eletrostaticamente com um polissacarideo catidnico (exemplo,
quitosana) e em valores de pH abaixo do pl, a proteina interage com um
polissacarideo anidnico (exemplo, pectina e goma arabica).

A elaboracdo do complexo coacervado é diretamente controlada pela
condicao do pH do sistema (JONES et al. 2010). No ponto étima de coacervagao
(definido como pHcoacervagao), 0S biopolimeros encontram-se altamente ionizaveis e
com cargas opostas, a maxima interacdo eletrostatica atinge a condicao de
eletroneutralidade da solugdo com a formacao do complexo coacervado. A maior
interacdo eletrostatica associativa entre o0s biopolimeros gera uma matriz
polimérica mais densa e coesa para os filmes coacervados, e consequentemente,

melhores propriedades funcionais (RAYNER et al. 2000).

1.1 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi de investigar o efeito do método de
coacervacao nas propriedades funcionais dos filmes de gelatina-quitosana,
gelatina-pectina e gelatina-goma ardbica, em relagdo a: (I) a proporcédo
estequiométrica dos biopolimeros, (Il) concentracdo do material polimérico e (lll)
adicao de plastificante.
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1.1.1 Objetivos especificos

. Identificar através do potencial zeta o ponto de coacervagdo da solugéo
filmogénica frente a variagcdo do pH. O pH 6timo para a coacervacao (PHcoacervagio)
foi identificado no valor de pH onde ocorre a eletroneutralidade do sistema (C-

potencial zeta igual a zero);

. Determinar o valor de pHcoacervacso para cada proporgéo estequiométrica
estudada, entre os pares gelatina-quitosana, gelatina-pectina e gelatina-goma
arabica;

. Desenvolvimento da metodologia para a elaboracao dos filmes coacervados de

gelatina-quitosana, gelatina-pectina e gelatina-goma arabica;

. Comparar as propriedades funcionais (propriedades mecanicas, permeabilidade
ao vapor de agua e solubilidade em &gua) dos filmes coacervados (pPHcoacervagao)
com os filmes compostos ou ndo coacervados (sem ajuste de pH);

. Examinar o efeito da concentracdo do material polimérico nas propriedades
funcionais dos filmes coacervados (propriedades mecanicas, permeabilidade ao

vapor de agua e solubilidade em agua);

. Analisar o efeito do tipo e concentragcdo de plastificante nas propriedades
funcionais dos filmes coacervados (propriedades mecanicas, permeabilidade ao
vapor de agua, solubilidade em agua e analise microestruturais).

1.2 Estrutura da tese

Este estudo foi organizado em capitulos que estao descritos a seguir:
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Capitulo 1 — “Introducao e Objetivos Gerais”: neste capitulo estdo descritos a
justificativa do trabalho com seus objetivos especificos e gerais.

Capitulo 2 — “Revisado Bibliografica”: Os principais fundamentos teéricos que
abrangem este trabalho estdo concentrados neste capitulo, referente aos
materiais biodegradaveis, filmes biodegradaveis, metodologia utilizada para

elaboracao dos filmes (método de coacervacgao), matérias-primas.

Capitulo 3 — “Filmes biodegradaveis de gelatina e quitosana elaborados pelo
método de coacervagao”: neste capitulo estdo descritas as etapas de
desenvolvimento e caracterizacdo dos filmes a base de gelatina-quitosana pelo
método de coacervagdo, bem como sua comparagdo com os filmes compostos
(ndo-coacervados). Nos filmes coacervados de GEL/QUI ainda foram avaliados o
efeito da concentracdo de material polimérico e o efeito da adicdo do plastificante

nas suas propriedades funcionais.

Capitulo 4 — “Estudo da formacao de filmes coacervados de gelatina e
pectina”: neste capitulo sdo apresentadas as etapas de desenvolvimento e
caracterizacao do filme coacervado de gelatina e pectina, bem como o efeito da
adicao do plastificante nas suas propriedades funcionais.

Capitulo 5 — “Filmes coacervados de gelatina e goma arabica”: neste capitulo
estdo apresentadas as etapas de desenvolvimento e caracterizagdo dos filmes a
base de gelatina e goma arabica através do método de coacervagcédo, bem como
sua comparacao com os filmes correspondentes ndo coacervados (sem ajuste de
pH). Nos filmes coacervados foram avaliados o efeito da concentragcdo de material
polimérico e o efeito da adicao do plastificante nas suas propriedades funcionais.
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Capitulo 6 — “Conclusao Geral”: neste capitulo podem ser visualizadas as

conclusdes gerais deste trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Filmes Biodegradaveis

As embalagens convencionais a base de polimeros sintéticos derivadas do
petroleo apresentam alta resisténcia a hidrdlise enzimatica e microbioldgica
proporcionando o acumulo destes materiais, o que acarreta em um grande
impacto ambiental. A alta estabilidade quimica destes polimeros esta associada a
alta massa molar e as propriedades hidrofébicas que produzem embalagens nao
biodegradaveis. Outro problema ambiental acerca dos polimeros sintéticos esta
relacionado a fonte ndo renovavel de sua matéria-prima (JOUKIA et al. 2013; KIM,
2008).

Em geral, biopolimeros ou polimeros naturais sdo extraidos de fontes
renovaveis e facilmente degradaveis. O processo de degradacado consiste
basicamente na fragmentacdo e/ou perda da propriedade do material (por
exemplo, perda da integridade, massa molecular e forca mecanica)
(ANDREUCCETTI, 2010). Portanto, um material pode ser classificado como
biodegradavel quando sofre alteracbes profundas na sua estrutura quimica em
virtude de atividade hidrolitica bioldégica (PAGGA, 1998).

As pesquisas com embalagens a base de biopolimeros naturais vém
crescendo nas ultimas décadas, devido sua alta biodegradabilidade e por serem
potenciais substitutos dos polimeros petroquimicos. Além destas caracteristicas,
as embalagens biodegradaveis ainda podem estender a vida de prateleira e
aumentar a qualidade dos alimentos ao fornecer barreira a transferéncia de
massa, melhorar a integridade mecénica e/ou carregar agentes ativos (por
exemplo, antimicrobianos, antioxidantes, corantes, aromas, nutrientes, entre
outros) (MURILLO-MARTINEZ et al. 2011).
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Os filmes biodegradaveis e/ou coberturas de polimeros naturais podem ser
produzidos como camadas finas e continuas depositadas diretamente (coberturas)
e de forma independente (filmes) sobre o alimento (SHIH, 1996). O biofilme é
composto por biopolimeros classificados como agentes formadores do filme, ou
seja, € o componente que esta em maior quantidade na formulacdo do filme.
Dentre o0s biopolimeros pode-se destacar a utilizagdo de proteinas,
polissacarideos e lipidios. Outros constituintes podem ser adicionados a
formulagdo, como os plastificantes (glicerol, sorbitol, triacetina, etc), solvente
(agua, etanol, etanol/agua, entre outros), e agente ajustador de pH (acido acético,
hidréxido de amdnia, etc), entre outros .

A adicdo destes outros componentes quimicos, em baixas quantidades, aos
filmes biodegradaveis e/ou comestiveis pode modificar sua propriedade funcional,
organoléptica, nutricional e mecanica. Os plastificantes que sdo capazes de
melhorar as propriedades mecanicas do filme (RODRIGUEZ et al. 2006).

2.2 Biopolimeros Formadores de Filme

O biopolimero formador do filme é o constituinte em maior quantidade e é
responsavel por formar uma matriz coesa e uniforme. Entre os biopolimeros
destacam-se as proteinas, polissacarideos e lipidios que podem ser utilizados
individualmente ou combinados dependendo da propriedade funcional desejada
pelo filme.

O comportamento estrutural do filme depende principalmente da estrutura do
polimero, das liga¢cdes quimicas que estdo diretamente envolvidas com a coeséo
da matriz filmogénica e do comportamento do polimero em relagdo ao meio.
Diversos tipos de ligagdes sdo responsaveis por manter a integridade do filme
protéico incluindo ligacbes do tipo covalentes, pontes de hidrogénio, ibnicas e
hidrofébicas (OH et al. 2004).
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Varios biopolimeros podem ser usados na fabricacdo de filmes comestiveis
e/ou biodegradaveis, os filmes a base de carboidratos e seus derivados, 0 amido
(GALDEANO et al. 2009), alginatos (YAN, KHOR & LIM, 2000), pectina (SILVA,
BIERHALZ & KIECKBUSCH, 2009; YAO et al. 1996), quitosana (SZTUKA &
KOLODZIEJSKA, 2008; XIAO et al. 2003), a goma arabica (NIXON & WONG,
1989), a celulose (TONGDESOONTORN et al. 2011; GENNADIOS; WELLER &
TESTIN, 1993b); a base de proteinas destacam-se, o colageno (GENNADIOS, et
al. 1994), a caseina (PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH, 2009), a gelatina
(RIVERO, GARCIA & PINOTTI, 2009), isolado protéico de soja (KOKOSZKA,
DEBEAUFORT et al. 2010), e o isolado proteico de ervilha (KOWALCZYK &
BARANIAK, 2011); e a base de lipidios incluindo os monoglicerideos, os acidos
graxos (BERTAN et al. 2005), as ceras naturais (TALENS & KROCHTA, 2005),
entre outros (GUILBERT, 1986).

2.2.1 Proteinas

As proteinas em especial sdo derivadas de 20 mondmeros diferentes
(aminoéacidos) que conferem uma gama maior de propriedades funcionais por
formar ligagdes intra e intermoleculares em diferentes posicdes com tipos e
intensidade de energias diferenciadas, quando comparada aos polissacarideos e
aos lipidios (CUQ; GONTARD & GUILBERT, 1995). Além de todas estas
propriedades, a utilizacdo das proteinas pode agregar ainda aos filmes

biodegradaveis e/ou comestiveis propriedades sensoriais e nutricionais.

Todos os aminoacidos apresentam um grupamento amina (-NHz) e um grupo
carboxilico (-COOH) ligado a um atomo de carbono central, mas ainda existe outro
grupo ligado ao atomo central de carbono, chamado grupo lateral e este grupo que
é responsavel por atribuir carater ao aminoéacido. Portanto, o grupo lateral pode
ser polar (hidrofilico) ou ndo polar ou apolar (hidrofébico) e ainda apresentar carga
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elétrica positiva ou negativa dependendo do valor do pH do meio. Estas
propriedades dos aminoacidos conferem a proteina um carater anfétero, ou seja, a

proteina pode ser catidnica ou aniénica dependendo do pH do meio.

Segundo VERBEEK & VAN DER BERG (2010), as proteinas apresentam
uma estrutura macromolecular tridimensional, que abrange as formas primaria,
secundarias, terciarias e quaternarias na mesma molécula. Esta estrutura
tridimensional que é estabilizada pelas interagbes hidrofobicas, eletrostaticas,
ligaches covalentes, pontes de hidrogénio e ligagdes dissulfidicas entre os grupos

laterais dos aminoacidos.

Os filmes proteicos formam uma rede continua, homogénea, coesa e com
certa organizacdo. Esta rede macromolecular comeca a ser formada através da
solubilizagdo da proteina, onde inicia-se 0 rompimento das ligagcbes
intermoleculares fracas (responsavel por estabilizar a estrutura nativa da proteina)
e com a evaporacdo do solvente ocorra um reordenamento e orientacdo das
cadeias poliméricas formando uma nova rede tridimensional mantidas por novas
interacdes (CUQ, GONTARD & GUILBERT, 1998).

Filmes proteicos apresentam propriedades mecanicas inferiores ao filme
sintético e ao filme de polissacarideo, mas sdo suficientes para a maioria das
aplicacées (GENNADIOS, 2002). Para melhorar esta propriedade mecénica faz-se
uso de agente plastificante para conferir maior elasticidade ao filme (CARVALHO
& GROSSO, 2004) ou incorpora-se outro polimero, como por exemplo, pode-se
um polissacarideo com o intuito de aumentar a resisténcia do filme proteicos
(KROCHTA, 2002). Filmes proteicos apresentam ainda excelentes barreiras ao
oxigénio de 0,6-3,8mol/m.s.Pa (GENNADIOS, WELLER & TESTIN, 1993a), gas
carbdnico, aromas e éleo ao comparar com os filmes sintéticos, e devido a sua

natureza hidrofilica apresentam pobres barreiras a umidade (POL et al. 2002).

InUmeras proteinas vegetais, como as do gluten, zeina de milho, algodéo e
amendoim (POCHAT-BOHATIER, SANCHEZ & GONTARD, 2006; MARQUIE,
2001) e também proteinas de origem animal como caseina e isolado proteicos do
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soro do leite, gelatina, queratina, entre outras (MULLER-BUSCHBAUM et al. 2006;
CHAMBI & GROSSO, 2006; TANABLE et al. 2002) vém sendo amplamente
pesquisadas por serem capazes de produzir matrizes continuas e coesas
favoraveis a formacao dos biofilmes (GUILBERT, CUQ & GONTARD, 1997).

2.2.1.1 Gelatina

A gelatina é um hidrocoléide muito popular e amplamente utilizado pela
industria de alimenticia (confeitos, produtos carneos, laticinios, etc), farmacéutica
(capsulas) e fotografica (POPPE, 1997). A gelatina € produzida em larga escala a
baixo custo, justificando assim o grande interesse e exploracdo de suas
propriedades funcionais.

A gelatina é derivada do colageno, componente estrutural de tecidos
conectivos brancos presente em 6rgaos e tecidos (por exemplo, 0ssos, peles
bovinas e suinas e tecidos conectivos). O colageno abrange quase 30% das
proteinas totais em vertebrados e invertebrados e, ao microscépio aparece como
fibras brancas opacas, circundadas por outras proteinas e mucopolissacarideos
(POPPE, 1997). Devido as diversas fontes de matéria-prima, a gelatina é
composta por grande quantidade de polipeptidios diferentes, e por isso, a massa
molar da gelatina pode variar de 100 a 1000 KDa (ARVANITOYANNIS, 2002).

O pré-tratamento na obtencdo da gelatina tem como finalidade eliminar
gorduras, mucopolissacarideos e outros compostos organicos (POPPE, 1997). A
obtencéo da gelatina é realizada a partir da hidrolise acida ou basica do colageno
e a producdo comercial da gelatina pode ser dividida em duas etapas.
Primeiramente, o coldgeno foi desnaturado a 40°C e posteriormente submetido a
hidrolise (acida ou basica) para quebra das ligacées covalentes. Mediante o tipo
de pré-tratamento utilizado para retirar as impurezas e iniciar o processo de
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hidrolise, a gelatina pode ser classificada em dois grupos (GENNADIOS et al.,
1994):

e Tipo A: quando o pré-tratamento é realizado por um acido (onde os mais
utilizados sé&o os &acidos cloridrico, sulfuroso e fosférico), possuindo um
ponto isoelétrico entre 7,0 e 9,0.

e Tipo B: quando o pré-tratamento € realizado por uma base (éxido de célcio),
possuindo um ponto isoelétrico entre 4,6 e 5,2.

Independente do tipo de gelatina, sua composicdo compreende a maioria dos
aminoacidos essenciais (total 18 aminoacidos), exceto a cisteina e o triptofano,
como pode ser observado na Tabela 1. A glicina, prolina, a alanina e hidroxiprolina
estdo em maior quantidade na gelatina, compreendendo aproximadamente 65%
do total de aminodcidos. A glicina é predominante no residuo terminal N da
gelatina tipo A, ja a alanina € predominante na gelatina tipo B (DJAGNY, WANG &
XU, 2001).
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Tabela 1. Composicdao de aminoacidos das gelatinas tipo A e tipo B.

Aminoacido Gelatina tipo A* Gelatina tipo B*
Glicina 33,0 33,5
Prolina 13,2 12,4
Alanina 11,2 11,7

Hidroxiprolina 9,1 9,3
Acido glutamico 7,3 7,2
Arginina 4,9 4,8
Acido aspartico 4,5 4.6
Serina 3,5 3,3
Lisina 2,7 2,8
Valina 2,6 2,2
Leucina 2,4 2,4
Treonina 1,8 1,8
Fenilalanina 1,4 1,4
Isoleucina 1,0 1,1

Hidroxilisina 0,6 0,4
Histidina 0,4 0,4

Metionina 0,4 0,4
Tirosina 0,3 0,1

*NUumero de residuos de aminoacidos em base de 100 residuos totais.
Fonte: GENNADIOS et al. (1994).

O tipo de pré-tratamento ird modificar o conteddo de residuos de acido
carboxilico e amidas presentes em cada gelatina afetando assim a formacao de
ligacOes de hidrogénio e interferindo na formagéao de triplas-hélices. A estrutura da
gelatina contém sequéncias triplas repetidas de glicina X-Y, onde o X e Y sao os
aminoacidos prolina e hidroxiprolina, respectivamente (Figura 1), que conferem
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uma estrutura secundaria em a-hélice, mantidas principalmente por ligacdes
intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio (BLOUT, CARVER & GROSS,
1963). A presenca da prolina e da hidroxiprolina atribui a gelatina uma
conformacao aberta, ou seja, formando uma estrutura tripla hélice distendida, que
apresentam muitas das cadeias laterais de aminoacidos na parte externa da
molécula facilitando assim a interacdo entre as moléculas (PB LEINER, 2013).

0 0 0 0 il
[ || || ||
C=—NH—CH=—C=—NH—H,C—=C~—NH—CH—C—N

2 ﬁ iHQ CHy

WM NH=—CH=—C——NH—CH,—C—N (’IH~ C=—NH—H,C—C—N
§ w1
CHs 0

NH T‘
Glicina T=“'”f Glicina X
NH,

Figura 1. Estrutura quimica da cadeia de gelatina (Fonte: GUPTA & BOHIDAR,
2007).

Além de serem classificadas pelo seu ponto isoelétrico (pl), as gelatinas
sdo avaliadas pela sua viscosidade, granulometria e poder de geleificacdo ou
Bloom; podendo ser encontrada comercialmente entre 50 a 300 Bloom (PB
LEINER, 2013).

A gelatina é soluvel em agua quente (temperatura acima de 30°C) e pode
sofrer dissolucao direta ou indireta. Pelo método direto, a gelatina é adicionada em
agua quente (60-80°C) sob forte agitacao, este método pode fazer com que a
gelatina espume, devido a sua agitacdo (JOHNSTON-BANKS, 1990), o que se
torna inconveniente na elaboracdo de filmes comestiveis. No método indireto, a
gelatina em contato com a agua fria € mantida em repouso para que as particulas
hidratem até formar uma massa homogénea, sendo entdo levada ao aquecimento
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(50-60°C) e agitacao leve até a dissolugcdo completa. Na etapa de repouso, a
gelatina pode absorver até dez vezes seu peso em agua (JOHNSTON-BANKS,
1990).

Outra caracteristica importante da gelatina é a sua capacidade em formar
gel termorreversivel. Em nivel molecular, a formacdo de géis envolve ligacoes
ibnicas entre grupos amina e carboxila dos aminoacidos com a ajuda de pontes de
hidrogénio (KESTER & FENNEMA, 1986). A conversao do estado sol para o
estado gel é reversivel e pode ser repetida, o que torna vantajoso a utilizacao da
mesma em varias aplicacdes comestiveis (POPPE, 1997).

A gelatina tem propriedade tipica de polieletrélito anfétero, pois apresenta
carga elétrica negativa ou positiva dependendo do valor do pH em relagdo ao seu
pl (ARVANITOYANNIS, 2002). Por esta razdo, a gelatina apresenta alta
capacidade em formar filmes polieletrélitos ou complexos com outros biopolimeros
(Ll et al. 2011; LEE, 2000).

2.2.2 Polissacarideos

Os carboidratos sao substancias constituidas por poli-hidroxi aldeidos,
cetonas, alcodis, acidos e seus derivados e sao mantidas por ligacao do tipo
acetal. Estas substancias sao classificadas de acordo com seu grau de
polimerizacao, onde os acgucares sao compostos por mono e dissacarideos,
oligossacarideos (contém 3-10 monossacarideos) e polissacarideos (contém 10
ou mais monossacarideos). Portanto, os polissacarideos sao carboidratos
complexos e compostos por muitos monossacarideos unidos por ligacoes
glicosidicas, podendo constituir uma cadeia ramificada ou linear (FENNEMA,
1996).

A cadeia polimérica do polissacarideo é formada por uma sequéncia
repetida de mondmeros, entre eles pode-se destacar o D-glicose, D-frutose, D-
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galactose, D-manose, L-arabinose e D-xilose. Todos estes mondémeros nos
polissacarideos apresentam grupos hidroxila (-OH) em sua estrutura que podem
ser metilados ou acetilados na tentativa de formar derivados de polissacarideos
com melhorar funcionalidade. Por exemplo, formacdo da metilcelulose a partir da
metilagéo da celulose.

Os polissacarideos sdo extraidos de recursos renovaveis, como plantas
(por exemplo, celulose), animais (por exemplo, quitosana), microrganismos,
sementes, frutas (pectina), legumes, exudados de plantas (goma arabica), algas
(alginato) e microalgas (VENUGOPAL, 2011).

Os polissacarideos sao utilizados na produgdo de alimentos como
espessantes, estabilizantes agentes gelificantes e emulsificantes. Devido a estas
caracteristicas, vém aumentando a utilizagdo dos polissacarideos no
desenvolvimento de biofilmes (STEPHEN & CHURMS, 2006).

Filmes a base de polissacarideos apresentam propriedade de barreira a gas
inferior ao filme proteicos, devido sua estrutura Unica (repeticdo de varios
mondémeros), o que limita a variedade de grupos laterais e a formacgéao ligacdes
intermoleculares (ZHONG & XIA, 2008).

A utilizacdo de polissacarideos na elaboracdao de filmes a partir de géis-
soluveis ou hidrogéis despertou uma nova estratégia com novos tipos de filmes
aplicados para estender a vida de prateleira de uma grande variedade de
alimentos (SOLIVA-FORTUNY, ROJAS-GRAU & MARTIN-BELLOSO, 2011). Os
filmes a base de polissacarideos sdo pobres barreiras a umidade, mas sao
eficientes barreiras a gases apresentando uma permeabilidade seletiva ao
oxigénio (O2) e géas carbbénico (CO,). Por esta razdo, estes filmes sdo muito
aplicados no revestimento de frutas, vegetais in natura ou minimamente
processados (OLIVAS & BARBOSA-CANOVAS, 2005).

Os polissacarideos sédo biopolimeros de cadeia longa e compostos por
mondémeros repetidos e a alta massa molar e a organizacao estrutural, atribuem

ao polissacarideo diversos papéis, como adesividade e alta habilidade em formar
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géis. O polissacarideo é um biopolimero que tem despertado grande interesse
devido o desempenho de suas propriedades funcionais aliadas a grande
variedade, disponibilidade, baixo custo e sua nao toxicidade (SOLIVA-FORTUNY,
ROJAS-GRAU & MARTIN-BELLOSO, 2011).

2.2.2.1 Quitosana

A quitina € o segundo polissacarideo mais abundante, depois da celulose, e
€ encontrada no exoesqueleto de crustaceo e de células fungicas (ZHANG et al.
2006). Em termos estruturais, este biopolimero é constituido por monémeros de 2-
acetamida-2-deoxi-N-acetil-B-D-glicose unidos por ligagées B-(1-4) (GUPTA &
BOHIDAR, 2007). A quitosana é obtida pela desacetilacdo da quitina e €
constituida de mondmeros de 2-amino-2-deoxi-B-D-glicopiranose alternados com
monémeros de poli-N-acetil-D-glicosamina, (BABIKER, 2002). As estruturas

moleculares da quitina e quitosana podem ser observadas na Figura 2.

CH20H

NHCOCH3 H NHCOCH3

Quitina

NH>

Quitosana

Figura 2. Estruturas moleculares da quitina e da quitosana (Fonte: GUPTA &
BOHIDAR, 2007).
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A falta de controle de qualidade no processamento (desacetilagcdo e
depolimerizacdo) comercial da quitina promove a formacdo de quitosana com
propriedades variaveis. Por esta razdo, encontra-se quitosana com grau de
desacetilagdo variando de 50-95%, massa molar de 10 a 1000 kDa e valor de pKa
variando entre 55 e 6,5 (GUPTA & BOHIDAR, 2007). Estas propriedades

interferem diretamente na natureza quimica desta matéria-prima.

A quitosana é um polissacarideo catiénico, onde a densidade da carga
elétrica do polimero é determinada pela quantidade de grupos secundarios
carregados. Portanto, em valores de pH menores que o pKa a quitosana
apresenta alta densidade de carga elétrica positiva e € soluvel em solucdes
aquosas, mas em altos valores de pH reduz a densidade de carga e pode ocorrer
até precipitarao da quitosana, devido a desprotonagdo do grupamento amina
(CLAESSON & NINHAM, 1992)

A quitosana é largamente empregada em varias aplicacdes industrias na
area alimenticia, farmacéutica e biotecnoldgica. Isto é justificado pelo fato deste
polissacarideo apresentar-se biodegradavel, ndo toxico, biocompatibilidade e
bioadesividade (REMUNAN—LOPEZ & BODMEIER, 1997), além de proceder de
uma fonte economicamente viavel, abundante, de simples processamento, por sua
inocuidade e por ser soluvel em agua em determinados pHs (MAO, SUNA &
KISSEL, 2010).

Varios estudos sistematicos tém sido realizados para avaliar o efeito do
acido (exemplo, tipo e concentracdo) e da quitosana (massa molar e o grau de
desacetilagdo) nas propriedades mecanicas e de barreira ao vapor de agua do
filme de quitosana (CANER, VERGANO & WILES, 1998; PARK, MARSH & RHIM,
2002; WILES et al. 2000). Entretanto, os filmes de quitosana quando secos
apresentam-se frageis, o que pode ser amenizado pela incorporacdo de outros
biopolimeros, como a pectina (HOAGLAND & PARRIS, 1998), caseina (PEREDA,
ARANGUREN & MARCOVICH, 2008), gelatina (RIVERO, GARCIA & PINOTTI,
2009). Segundo, PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH, (2009) os grupos
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carregados positivos da quitosana pode interagir e formar uma rede polimérica

tridimensional com moléculas de caseinato contendo cargas opostas.

2.2.2.2 Pectina

A pectina € um heteropolimero encontrado na parede celular na maioria das
plantas. Este polissacarideo é extraido comercialmente das cascas da maca e
frutas citricas provenientes dos subprodutos da industria de sucos e apresenta
grau de esterificacdo (DE) de 55 a 75% (LOPES DA SILVA & RAQO, 2006).

A cadeia linear da pectina é formada por unidades monoméricas de &cido
(1—4)-a-D-galacturénico interrompida pela presenca de acgucares ramnose
((1>2)-a-L-ramnose), segundo RIDLEY, O’NEILL & MOHNEN (2001).

O grupo funcional carboxilico do &cido galacturdnico pode estar
parcialmente esterificado, ou seja, parte deste acido sofreu metilesterificacao.
Portanto, o grau de esterificacdo (DE) € a porcentagem de acidos galacturdnicos
que foram metilesterificados, os grupos funcionais metil ésteres da pectina
ocupam um espacgo similar, mas sdo mais hidrofébicos e consequentemente tém
um efeito diferente na estruturacdo da agua. De acordo com o DE, a pectina pode
ser classificada em pectina com baixo grau de esterificacdo (teor de esterificacao
menor que 50%) e em pectina com alto grau de esterificacdo (teor de esterificacao
maior que 50%). As férmulas estruturais das duas pectinas podem ser observadas
na Figura 3.
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Figura 3. Estruturas moleculares da pectina com baixo teor de metoxilacdo (A) e
com alto teor de metoxilacao (B) (Fonte: FERNANDEZ, 2001).

A pectina € um polidnion que possui pKa em torno de 2,9, em pHs proximos
ao pKa ocorre perda da carga elétrica e em altos valores de pH a carga elétrica é
negativa e elevada (RALET et al. 2001). A pectina é muito utilizada na elaboracao
de complexos polieletrélitos, onde a carga negativa deste polissacarideo interage

eletrostaticamente com a carga oposta de outro biopolimero (PIAZZA et al. 2009).

A gelificacdo da pectina de baixo teor de metilagdo (BTM) ocorre por meio
da formacdo de ligagbes entre ions carboxilicos da pectina e ions bivalentes
(geralmente célcio) ou tetravalentes para alto teor, que atuam como ligantes entre
as cadeias de pectina. Elas envolvem ligacées quelantes intermoleculares do
cation, induzindo a formacédo de macromoléculas agregadas. Os géis formados
sao termorreversiveis, entre pH 3,0 e 4,0, a forca do gel aumenta a medida que se
eleva a concentracao de calcio, mas € reduzida com o aumento da temperatura e
da acidez (pH<8). As pectinas BTM (baixo teor de metoxilacao) também gelificam
na auséncia de calcio pela formacado de associacbes entre cadeias em baixa
temperatura (~10°C) para formarem géis transparentes.

As composicOes e as propriedades das pectinas variam de acordo com a
diversidade de matéria-prima utilizada nos processos de extracdo e com
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metodologia utilizada (RALET et al. 2001). As caracteristicas eletrostaticas e a
formacao de géis conferem a pectina 6timas propriedades para ser utilizada como
material de parede para formacdo de microcapsulas. Geralmente, as pectinas nao
possuem estruturas exatas, pois a molécula ndo adota uma conformacao reta em
solucdo, mas ocorre de forma estendida e flexivel. Possui boa solubilidade, no
entanto necessita ser dispersa em agua aquecida com temperatura acima de
60°C.

A pectina com baixo teor de metoxilagdo amidada apresenta 50% dos seus
grupos carboxilicos livres ou ndo esterificados, e desta porcentagem 15-18% dos
grupos carboxil estdo na forma de amida (MATIA-MERITO, LAU & DICKINSON,
2004). A pectina amidada caracteriza-se por uma estrutura com distribuicdo
ordenada em blocos do grupo amida e uma distribuicdo aleatdria dos grupos
carboxila (RACAPE et al., 1989). Este processo de amidacdo promove alteracdes
positivas na gelatinizacdo produzindo géis mais fortes, elésticos e transparentes
em relagdo ao gel de pectina ndo-amidada (KIM, SOSULSKI & LEE, 1978;
LOOTENS et al., 2003). O grupo amida da pectina reforca a estrutura do gel via
ligacdes hidrogénios, esta estrutura consequentemente promove alteragdes
positivas nas propriedades funcionais dos filmes.

A pectina é responsavel pela firmeza e pela estrutura dos tecidos atuando
na parede celular de forma semelhante ao colageno, em tecidos animais
(ASPINALL et al., 1970). Por esta razao, a pectina tem um papel importante na
estabilizacdo e na capacidade formadora do filme, devido sua alta resisténcia
mecanica. Em pH maiores que seu pKa, a pectina é carregada negativamente, a
distribuicdo e a densidade de carga elétrica na cadeia polimérica determinara a
funcionalidade do filme. A capacidade formadora de biofilme da pectina foi
relatada em alguns estudos como de GIANCONE et al. (2008), KAMBUROVA et
al. (2008), TRIPATHI, MEHROTRA & DUTTA (2010), FARRIS et al. (2011),
HOAGLAND & PARRIS (1996), entre outros.

27



Capitulo 2 — Revisao Bibliogréfica.

2.2.2.3 Goma Arabica

A goma arabica ou goma acacia € uma goma exudada pela arvore da

espécie Acacia Senegal, e € um hidrocoldide soluvel em agua e muito utilizada
como agente espessante, emulsificante e estabilizante em sistemas alimenticios
(THEVENET, 1988). Estas caracteristicas associadas com sua alta massa molar
(em torno de 380KDa) torna a goma arabica um material muito utilizado na
industria de confeitaria, bebidas, laticinios, biscoitos e cereais (BARAY, 2009).
Muitas pesquisas vém utilizado largamente a goma arabica como material de
parede na elaboracdo de microcapsulas coacervadas para aromas alimenticios
(MINEMOTO et al. 2002).

A composi¢do quimica da goma arabica pode variar de acordo com a
espécie da arvore, idade da arvore, condicdo do meio ambiente (umidade relativa
do ar, temperatura, entre outros), método de extracao e purificacdo (WILLIAMS &
PHILLIPS, 2001). Em geral, a goma é composta por uma mistura de trés distintos
componentes, a arabinogalactana € o maior componente na goma arabica, cerca
de 80-90% do total de massa na goma, o complexo arabinogalactana-proteina que
representa 10-20% da massa da goma e em menor quantidade (2-4% da massa
da goma) a fragcdo de glicopeptideo (LIZ et al. 2006). A arabinogalactana
compreende uma mistura de compostos (D-galactose, L-arabinose, L-arabinose,
L-ramnose, D-glicose e acido D-glicurénico) e ainda pode apresentar um pouco ou
nenhuma quantidade de material proteico (BARAY, 2009). Este complexo
apresenta residuos de acido glucurénico (grupo carboxila —COQO’), que séo
responsaveis pela carga elétrica negativa da goma arabica em pH neutro ou acido
(LIZ et al., 2006). Em pHs extremamente acidos (pH < 2,2) a dissocia¢do do grupo
carboxilica € reduzida, ocorrendo neutralizagdo das cargas da goma (YE;
FLANAGAN; SINGH, 2006). A porcao proteica do complexo arabinogalactana-

proteina e da fracdo de glicopeptideo tem como seus maiores constituintes os
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aminoacidos hidroxiprolina e a serina. Algumas gomas ainda apresentam em sua

estrutura sais minerais de célcio, magnésio e potassio (BARAY, 2009).

A diversidade quimica na composicdo da goma arabica associada com a
alta densidade de carga elétrica negativa (seis vezes maior do que qualquer outro
polissacarideo) e com a baixa viscosidade pode explicar a ampla utilizacdo desta
goma em procedimentos de microencapsulacdao (SCHMITT et al. 2000), formacao
de filme ou estabilizantes de emulsées (MOSCHAKIS, MURRAY & BILIADERIS,
2010; NIXON & WONG, 1989).

2.2.3 Plastificante

Um plastificante € componente essencial na elaboracdo dos filmes
biodegradaveis e/ou comestiveis. Sdo substancias nao volateis (ou seja, alto
ponto de ebulicdo - PE) e misciveis e quando adicionadas em outro material
provocam mudangas nas propriedades fisicas, quimicas e/ou mecanicas (HOGAN,
1995).

Os plastificantes podem apresentar carater hidrofilico, como os polibis
(glicerol, sorbitol, derivados de glicerina, entre outros), os monossacarideos
(principalmente a frutose) e os dissacarideos e hidrofobico, como os lipidios e
seus derivados (acidos graxos, monoglicerideos, derivados de éster, entre outros).
O carater hidrofilico dos plastificantes facilita sua incorporagéo na rede polimérica
dos filmes proteinas-polissacarideos, devido a compatibilidade da natureza do

biopolimero com a do plastificante (HOGAN, 1995).

Em termos estruturais, o agente plastificante atua reduzindo as ligacbées de
hidrogénios internas entre o polimero-polimero, enquanto aumenta os espacos
intermoleculares, ou seja, os grupos polares (-OH) presentes na cadeia do
plastificante estariam formando ligagées de hidrogénio com a cadeia polimérica,

substituindo as interagdes polimero-polimero por polimero-plastificante nos filmes
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(GARCIA, MARTINO & ZARITZKY, 2000; GENNADIOS et al. 1993;
MAFTOONAZAD, RAMASWAMY & MARCOTTE, 2007). Acredita-se que o0s
plastificantes reduzem as forgas intermoleculares ao longo da cadeia polimérica,
transmitindo flexibilidade ao filme, enquanto diminui as propriedades de barreira
(McHUGH & KROCHATA, 1994).

Plastificantes com menor massa molar inserem-se com maior facilidade na
rede polimérica do filme, conferindo maior eficiéncia de plastificacdo. Este efeito
pode estar relacionado a disponibilidade de atomos de oxigénio na formacao das
pontes de hidrogénio, ao comparar diferentes tipos de plastificantes
(SOTHORNVIT & KROCHTA, 2001).

A escolha do plastificante a ser adicionado aos filmes comestiveis deve ser
feita de acordo com a compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizado.
Esse plastificante deve ser miscivel as macromoléculas para que ndo haja a
separacao durante a secagem do filme (GUILBERT, 1986) e, se possivel soluvel
no solvente utilizado (MAHMOUND & SAVELO, 1992).

Consequentemente, além de influenciar as caracteristicas mecéanicas e
térmicas como tensao na ruptura e transicao vitrea (BODMEIER & PAERATAKUL,
1997) respectivamente, podem provocar mudangas nas propriedades de adeséo,
e nas suas propriedades de barreira ao vapor de agua e a gases (LIN, CHEN &
RUN-CHU, 2000).

Existem varios plastificantes sendo utilizados na elaboracdo de filmes e
coberturas comestiveis, entre eles o sorbitol (CARVALHO & GROSSO, 2004;
SOBRAL, 1999) e o glicerol (GONTARD et al., 1994) e a triacetina (LIN, CHEN &
RUN-CHU, 2000). A larga aplicacdo destes plastificantes nos filmes
biodegradaveis esta associado a sua estabilidade e a sua comestibilidade
(TONGDEESOONTORN et al. 2011). Os efeitos do tipo de plastificante, bem
como a escolha de sua concentragdo, sao processos complexos, pois 0 mesmo
interfere  diretamente nas caracteristicas do filme. A habilidade destes
plastificantes em mudar as propriedades fisicas e de permeabilidade a agua do
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filme dependerd da sua estrutura quimica (massa molecular, configuracdo e o
numero total de grupos hidroxil funcional) e da sua compatibilidade com o
polimero (CHAMBI & GROSSO, 2006).

Outros compostos (por exemplo, &cidos graxos, ceras e surfactantes)
também podem atuar como plastificantes em filmes a base de proteinas ou
polissacarideos, onde sua incorporacdao pode promover a reducdo da tensdo na
ruptura e elevar a flexibilidade. Como pode ser verificado nos trabalhos de
SHELLHAMMER & KROCHTA (1997) em filmes de proteinas do soro de
RODRIGUEZ et al. (2006) em filmes de amido de batata de ANDREUCCETTI et
al. (2011) em filmes de gelatina.

2.2.3.1 Glicerol

O glicerol € um dos plastificantes mais utilizados na elaboracao de filmes
biodegradaveis (McHUGH & KROCHTA, 1994; HOQUE, BENJAKUL &
PRODPRAN, 2011; ZIANI et al. 2008). Esta larga aplicacdo do glicerol nos filmes
deve-se a algumas caracteristicas como: seguranca, vantagens econdémicas e
pela habilidade deste plastificante em melhorar a flexibilidade dos filmes pela
reducdo das interacdes interpoliméricas, além de ser nao téxico e nao irritavel
(HUANG et al. 2007).

Na Figura 4 pode-se observar a formula estrutural da molécula de glicerol.
A baixa massa molar (92 g/mol) deste plastificante facilita sua incorporacdo na
matriz polimérica, o que justifica seu alto efeito plastificante. Por exemplo, a adicdo
do glicerol diminui a fragilidade do filme de gelatina, por reduzir as forcas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas conferindo maior flexibilidade
(MENDIETA-TABOADA et al. 2005).

As propriedades e caracteristicas funcionais do glicerol explicam a ampla
utilizacdo deste plastificante na elaboracdo de filmes biodegradaveis (PEREDA,
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ARANGUREN & MARCOVICH, 2008; TONGDEESOONTORN et al. 2011;
GALDEANQO et al. 2009).

T
H-C—OH
H—(IZ—OH
H—(l:—OH

'

Figura 4. Estrutura quimica do glicerol.

2.2.3.2 Triacetina

A triacetina é reconhecida como um ingrediente alimentar seguro para o ser
humano, segundo a Food and Drug Administration - FDA (FIUME, 2003) e quando
adicionada a solucao filmogénica melhora as propriedades de barreira ao vapor de
agua, alem de oferecer extensibilidade, adesividade e resisténcia a ruptura nos
filmes (JIANG et al. 2010). Estas propriedades em conjunto com a caracteristica
nao toxica da triacetina permitem sua utilizagdo como agente plastificante na
elaboracdo de filmes biodegradaveis e/ou comestiveis. Este plastificante € da
familia dos ésteres, nome quimico triacetato de gliceril (CsHs(OCOCHS;3)3, massa
molar de 218g/mol). A triacetina apresenta ponto de fusdo de 3,2°C, ponto de
ebulicao de 140°C, densidade de 1,115g/cm3, é transparente, incolor, soluvel na
maioria dos solventes organicos e possui boa estabilidade na presenca de luz
(EMERY OLEO CHEMICALS, 2013).

De acordo com MOTA, SILVA & GONGCALVEZ (2009), a sintese da triacetina
ocorre através da esterificacdo do glicerol com acido acético (cuja molécula é
HOOCCHj3; foi simplificada na reacdo como HOAc). Esta reacdo ocorre em trés
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passos de esterificacdo, no primeiro passo tem-se a formacdo do monoacetina,
depois a diacetiana e por fim a triacetina, e em cada passo tem-se a producéo de

uma molécula de agua, como subproduto, como pode ser observado na Figura 5.

OH . OAc
HO._A.__OAc HO._ . __OH
Monoaceting
OH
HD\A\/QH HOAC g+ QAc + OH
+ —— Ho._\_ oAc AcO._|._oAc
Diacetina

OAc
aco._L_oac T M0
Triacetina
Figura 5. Formacao da triacetina a partir da acetilacao do glicerol com &cido
acetico (Fonte: MOTA, SILVA & GONGALVEZ, 2009).

A triacetina exuda com mais facilidade do que a molécula de glicerol, em
decorréncia da sua maior massa molar e do seu carater hidrofébico, o que explica
o menor poder plastificante da triacetina. Na mistura a base de
hidroximetilcelulose evidenciou-se a pobre eficiéncia plastificante da triacetina
frente ao glicerol e ao propileno glicol (HARDY, COOK & MELIA, 2006).
Entretanto, alta eficiéncia plastificante da triacetina foi observada nos filmes de
gelatina de pele de bagre (JIANG et al. 2010) e nos filmes de gelatina bovina
(BERTAN et al. 2005).

2.2.4 Agente ajustador de pH e Solvente

Os solventes mais utilizados na elaboracao de filmes comestiveis sao: agua,
etanol ou a combinacao de ambos (KESTER & FENNEMA, 1986). Um aspecto
determinante na elaboracdo de filmes é a solubilidade de proteinas e a
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capacidade das mesmas de interagir com o solvente utilizado, uma vez que a
solubilidade total da proteina e/ou polissacarideo € necessaria para o processo de
formacao destes filmes (ARVANITOYANNIS, 2002).

A dispersao da molécula de proteina em agua é possivel devido ao grande
namero de residuos de aminoacidos polares e apolares, que interagem com o
solvente. Essas interacbes podem ser melhoradas em funcdo da constante
dielétrica do solvente, uma vez que essa constante é inversamente proporcional a
forca da atracdo intermolecular. Solventes com alta constante dielétrica favorecem
a solubilidade de proteinas, diminuindo a forgca de atracdo entre as moléculas
(SGARBIERI, 1996).

Para alguns polissacarideos e proteinas podem tornar-se necessario ajuste
do pH da solugéo para se formar um solu¢do homogénea, ou seja, para que uma
maior solubilidade do biopolimero seja atingida. O pH da solugéo, a forca i6nica e
o tipo de solvente empregados na elaboragdo das solucdes filmogénicas sao
parametros que podem ser modificados para alterar as propriedades mecanicas e
a porosidade dos filmes (ARVANITOYANNIS, NAKAYAMA & AIBA, 1998).

O pH da solucao filmogénica é controlado, visando uma maior solubilizagéo,
portando o agente ajustador de pH, influencia a solubilidade da proteina. O ponto
isoelétrico (pl) da proteina — quando uma molécula apresenta igual numero de
cargas positivas e negativas — corresponde ao pH de menor solubilidade proteica.
Em valores de pH acima ou abaixo do pl, as moléculas de proteinas possuem
cargas positivas ou negativas em excesso, que interagem com as moléculas de
agua contribuindo para sua solubilizagcdo (SGARBIERI, 1996). Dentre os
ajustadores de pH utilizados, diversos sao encontrados na literatura: acido acético
glacial, hidréxido de sodio representam alguns exemplos (CARVALHO, 1997).

Varios estudos relatam o efeito do pH nas propriedades funcionais dos filmes
comestiveis, como em filmes emulsionados a base de proteinas isoladas do soro e
cera de abelha (PEREZ-GAGO & KROCHTA, 1999), filmes emulsionados de
proteina do soro e acido estearico (YOSHIDA & ANTUNES, 2004), filmes
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polieletrélitos de quitosana-alginato (YAN, KHOR & LEE-YONG, 2000), filme
complexo de pectina-quitosana (YAO, LIU, CHENG, LU & TU, 1996), filme
polieletrolito de quitosana ( SILVA et al. 2008), entre outros.

2.3 Interacao Proteina-Polissacarideo

A interacdo entre proteinas-polissacarideos tem despertado a atengéo de
muitos cientistas nas ultimas décadas, devido seu grande potencial em formar
novos biomateriais (BORAL & BOHIDAR, 2010). O desenvolvimento desses
biomateriais sdo uma tentativa de remeter a organizacao da vida celular para a
aplicacdo industrial, por exemplo, a parede celular de plantas (composta por
proteinas e polissacarideos) é utilizada como modelo para o desenvolvimento de
filmes biodegradaveis e/ou comestiveis. Outras aplicagdes apresentam o mesmo
objetivo como a microencapsulacao, separacao e purificacdo de proteinas, e no
processamento de alimentos (WANG, LEE, WANG & HUANG, 2007).

Os filmes biodegradaveis podem ser produzidos utilizando apenas um
biopolimero (denominado como filme simples) ou contendo mais de um
biopolimero (denominado como filme composto). A combinacdo entre dois
biopolimeros diferentes poderia associar as propriedades desejaveis dos
diferentes materiais, resultando em filme composto com melhor funcionalidade do
que um filme simples. Entretanto, a grande dificuldade desta combinacao é prever
o comportamento dos biopolimeros, principalmente o tipo de interacdo entre os
componentes (TOLSTOGUZOV, 2002).

A proteina e os polissacarideos podem interagir de forma atrativa
(por exemplo, atracbes eletrostaticas, pontes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e de van der Waals) ou de forma repulsiva. As interacoes atrativas
entre os biopolimeros formam complexos entre proteinas-polissacarideos, como

pode ser visualizadas na Figura 6. A formagdo do complexo ocorre através da
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interacao eletrostatica atrativa entre os biopolimeros com cargas elétricas opostas,
estas interacbes atrativas sdo responsaveis por formar complexos sollveis ou
insoluveis (com separacdao de fase). A formacao de duas fases liquidas, uma
concentrada contendo macromoléculas de cargas opostas e outra diluida em
ambos é denominada de coacervacdo complexa (BUNGENBERG DE JONG &
KRUYT, 1929). Entretanto, na Figura 6 pode-se observar que as interagdes
repulsivas entre proteinas-polissacarideos podem conduzir a co-solubilidade e a
incompatibilidade termodindmica (separacao de fase), onde se encontra uma fase
rica em proteina e outra rica em polissacarideo (TOLSTOGUZOV, 2002).

Polissacarideo Proteina
% % ® o0 ..
-+ e oo
e 0°%°
% % / l \ BRI
[ncompatibilidade Co-solubilidade Complexos

EXd ::ﬁ;g .-
> & v .

Lo o o v

20 00

Lo %® o | 1
Separagio Nio Separagdo Solavel Insolavel

de fase de fase (Separagdo de fase)

Figura 6. Tipos de interacGes entre proteinas e polissacarideos. (Fonte: YE,
2008).

A distribuicdo de cargas nos biopolimeros tem papel decisivo na
estabilidade dos sistemas, os coloides permanecem dispersos e em suspensao
em sistemas com cargas iguais, porém uma forte densidade de cargas opostas
induz a precipitagdo ou a gelificacdo dos coloides. A solubilidade dos complexos
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também esta intimamente ligada a carga residual do sistema, onde 0 excesso
carga de uma das macromoléculas pode interagir com o solvente tornando o
complexo solavel (XIA & DUIN, 1994; TOLSTOGUZOV, 1997). Dentro dos
complexos insoluveis e eletricamente neutros tem-se a coacervagao complexa,
sendo uma das técnicas fisico-quimicas utilizadas na elaboracdo de
microencapsulas de ingredientes/principios ativos aplicadas na area alimenticia,

farmacéutica e na agropecuaria.

A formacdo do complexo (soluvel ou coacervado) é influenciado pela
variagao no pH, forca ibnica, razdo entre os biopolimeros, concentragéo total dos
biopolimeros em solugcdo e a condicdo de preparo (velocidade de agitacéo,
temperatura, entre outros). Estes parametros afetam o niumero de carga elétrica
nos biopolimeros, e consequentemente, a intensidade das interagbes
eletrostaticas presente no complexo (YE, FLANAGAN & SINGH, 2006).

O pH desempenha um importante papel na formacao do complexo proteina-
polissacarideo, por influenciar diretamente o grau de ionizagdo do grupos laterais
carregados dos biopolimeros (por exemplo, grupo amina e carboxila) (SCHMITT et
al. 1998). Portanto, em pH maior do que o ponto isoelétrico (pl) da proteina, a
proteina apresenta carga elétrica negativa (ionizacdo do grupo carboxila - COQO’)
que pode ser neutralizada pela carga oposta dos polissacarideos podem ser
catibnicos (exemplo, quitosana). Entretanto, em pH menor que o pl, a carga
elétrica da proteina mostra-se positiva (ionizagdo do grupo amina — NH3*), sendo
neutralizada pela presenca de polissacarideos aniénicos (exemplo, goma arabica,
pectina, entre outros). A neutralizagdo das cargas opostas entre os biopolimeros
resulta na maxima interacao eletrostatica de atracdo e na formagéo do complexo
proteina-polissacarideo (SCHMITT et al. 1998).

A adicao de alta concentracao de sal na solugao de proteina-polissacarideo
aumenta a forca ibnica da mesma, o sal libera microions em solucdo que
competem com as cargas dos biopolimeros reduzindo a interagdo eletrostatica
(WEINBRECK et al. 2003; YE, FLANAGAN & SINGH, 2006).
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A razéao proteina:polissacarideos na mistura pode influenciar o balango de
carga elétrica no complexo afetando o comportamento do complexo (YE, 2008).
Portanto, o excesso de um dos polimeros leva a uma quantidade de cargas
excedentes no sistema prejudicando a formagéao do complexo.

A alta concentracdo de biopolimeros favorece a liberacdo de muitos
contraions em solucao, que reprime a complexacao e aumenta a solubilidade do
complexo (WEINBRECK et al. 2003). A competicdo dos biopolimeros pelo
solvente pode promover a separacdo de fase do sistema, devido a
incompatibilidade termodinamica (TOLSTOGUZOV, 1997).

As condicdes fisicas de preparo como temperatura, tipo e tempo de
agitacao e pressao podem afetar significativamente a formagao e estabilidade do
complexo proteina-polissacarideo (TURGEON et al. 2003).

2.4 Filmes Complexos de Proteinas-Polissacarideos

O filme de proteina-polissacarideo devido a natureza hidrofilica de seus
constituintes apresenta barreira efetiva contra o oxigénio (O.), gas carbbnico
(COy»), aromas e lipidios. No entanto, outras propriedades (baixa barreira ao vapor
de 4gua, alta solubilidade e em alguns casos pobre propriedade mecéanica) séo
inferiores ao comparar com os filmes sintéticos (KROCHTA & MULDER-
JOHNSTON, 1997).

Estas propriedades indesejaveis podem limitar a aplicacdo do filme de
proteina-polissacarideo, além disso, a migracdo de umidade pode influenciar a
qualidade e a vida de prateleira dos alimentos envolvidos por este tipo de filme
(SZTUKA & KOLODZIEJSKA, 2008). A funcionalidade e a estabilidade do filme a
base de proteina-polissacarideo pode ser melhorada com a modificagdo da rede
polimérica, por tratamento fisico (HERNANDEZ-MUNOZ, VILLALOBOS &
CHIRALT, 2004), quimico (USTONOL & MERT, 2004) ou enzimatico (CARVALHO
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& GROSSO, 2004). Entre as modificagdes quimicas pode-se destacar a formacao
de filmes complexos ou polieletrélitos de proteinas-polissacarideos, onde
alteracées no pH do meio pode intensificar a ionizagdo dos grupos laterais da
proteinas e do polissacarideos favorecendo a interacao eletrostéatica atrativa entre
0s biopolimeros com cargas opostas.

Filmes polieletrélitos e complexos sdo formados quando biopolimeros de
cargas positivas  (polications) ou negativas (polidnions) interagem
eletrostaticamente, e geralmente, estes complexos apresentam-se solUveis em
agua. As cargas dos polieletrélitos devem ser suficientemente grandes para
ocorrer interacdes eletrostaticas significantes, se a quantidade de cargas for muito
excessiva pode causar precipitagéo (YE, 2008).

YIN, YAO, CHENG & MA (1999) elaboram filmes complexos de quitosana e
gelatina e avaliaram o efeito da proporcao estequiométrica dos biopolimero nas
propriedades mecénicas e no inchamento. Estes autores alegaram que a
formacao do complexo polieletrélito entre a quitosana e a gelatina reduziu o
inchamento e melhorou as propriedades mecanicas dos filmes.

Filmes polieletrdlitos de quitosana e alginato mostraram-se transparentes,
flexiveis e resistentes a dissolucdo em agua, acido e base (YAN, KHOR & LIM,
2000).

2.5 Caracteristicas e Propriedades Funcionais dos filmes proteina-

polissacarideo

Tensao na ruptura (TR) e elongacdo (ELO) sao propriedades mecanicas
apresentadas pelos biofilmes, onde a tensdo na ruptura é a maxima tenséo
suportada pelo filme até o momento de sua ruptura e a elongacdo mede a
habilidade do filme em deformar antes que ocorra a ruptura. As propriedades
mecanicas dos filmes ou coberturas dependem da natureza do material

filmogénico utilizado e da coeséo estrutural, o grau de coeséo esta intimamente
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ligada a presenga de interagGes intra e intermoleculares na matriz polimérica do

filme.

XU et al. (2005) avaliaram o efeito da proporcao estequiométrica entre a
quitosana e amido na propriedade mecénica dos filmes compostos. Estes autores
relataram que o maximo valor de TR ocorreu na proporcao estequiométrica 1:1, o
gue poderia ser indicativo da maxima interacdo entre os biopolimeros. Para os
valores de ELO, os filmes compostos de quitosana-amido apresentaram

comportamento similar.

Filmes compostos de amido de ervilha-goma xantana apresentaram um
aumento da TR, ao elevar a concentracdao de amido na mistura (MATTA et al.
2011). Neste mesmo trabalho foi realizado um estudo para avaliar o efeito da
adicdo do glicerol nas propriedades mecanicas dos filmes, e os autores
verificaram que o aumento na concentragdao do glicerol aumentou a flexibilidade
dos filmes e reduziu a resisténcia, como ja era esperado pela acdo do

plastificante.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) desempenha um importante
papel nas reagcdes de deterioracdo dos alimentos, por esta razdo, a PVA é um dos
parametros extensivamente estudados em filmes (RAO et al. 2010).

Nos filmes compostos de quitosana-amido, a PVA reduziu significativamente
com a adigdo do amido (XU, KIM, HANNA & NAG, 2005). Estes resultados
evidenciaram a forte interacao entre 0 amido e a quitosana nos filme, sendo estas

interacdes confirmada pelo espectro de FTIR e de difracao de raio-X.

PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH (2009) relataram que a
combinacdo entre a quitosana-caseinato de sédio produziu filmes com
propriedades de barreira ao vapor de agua com valor intermediario ao valor de
PVA dos filmes de quitosana e caseinato na forma pura. Estes autores ainda
observaram o efeito da incorporagédo do agente plastificante (glicerol) nos filmes

de quitosana-caseinato e mostraram que a inclusdo do glicerol promoveu maior

40



Capitulo 2 — Revisao Bibliogréfica.

mobilidade na rede polimérica, facilitando o transporte de vapor de agua através
do filme.

A solubilidade em agua (SOL) é uma importante propriedade dos filmes para
definir o tipo de aplicagédo para esta embalagem, por exemplo, filmes soluveis nao
podem ser usados para embalar produtos com alta atividade de dgua (KROCHTA,
2002).

Em filmes compostos de amido de ervilha-goma xantana, a incorporagédo de
amido e glicerol aumentou a SOL, isto ja era esperado decido a alta hidrofilicidade
destes componentes (MATTA et al. 2011).

O aspecto visual dos filmes deve apresentar opacidade (Op) e coloracao
atrativas, e ndo deve sofrer alteracdo de cor com o tempo de armazenamento,

para néo prejudicar a aceitagao do produto acondicionado.

O efeito da adicao de goma arabica no aspecto visual e na opacidade dos
filmes compostos de quitosana-goma arabica foram estudados anteriormente
(RAO, KANATT & SHARMA, 2010). A adicdo de goma arabica conferiu maior
transparéncia, sendo a redugédo na Op proporcional ao aumento na concentracao
da goma.

As andlises de térmicas (calorimetria diferencial de varredura — DSC),
espectrométricas (espectroscopia com transformada de Fourier — FTIR) e de
difracdo de raio-X (DRX) séo técnicas utilizadas para verificar se adicdo de um
compostos (plastificante, biopolimero, agente ajustador de pH, entre outros)
provocaram alguma alteragdo estrutural. Varios trabalhos dispuseram destas
técnicas para explicar possiveis interagcées entre compostos. Entre eles, podem-se
destacar os trabalhos de TONGDEESOONTORN et al. (2011), PINOTTI et al.
(2007) e CHENG et. al. (2003). Os primeiros autores citados utilizaram as técnicas
de FTIR e DSC para explicar a interacbes entre o amido de mandioca-
carboximetilcelulose. J& CHENG et. al. (2003) usaram todas as técnicas (DSC,
FTIR e DRX) para avaliar se ocorreu compatibilidade entre a gelatina e quitosana

nos filmes compostos.
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3 FILMES BIODEGRADAVEIS DE GELATINA E QUITOSANA ELABORADOS
PELO METODO DE COACERVACAO COMPLEXA.

Resumo

Filmes a base de gelatina suina tipo B e quitosana foram preparados
utilizando o método de coacervacdo complexa. O ponto de maxima interacéo
eletrostatica ocorre onde cargas elétricas do grupo amina de quitosana (-NH",
carregada positivamente) neutralizam-se com as do grupo carboxil da gelatina (-
COQ, carregado negativamente). Esta neutralizacdo ocorre em um valor de pH
definido como pH.a oOu pH de coacervacdo, nesta condicdo de pH a carga
elétrica é neutra (medido pelo ¢-potencial zeta igual a zero). Portanto, a analise do
potencial zeta das solugdes filmogénicas de GEL/QUI (1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1,
10:1 e 20:1) foi utilizada para definir a condicao de pH de coacervagéao dos filmes.
Todos os filmes foram caracterizados fisicamente pelas propriedades mecanicas,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade em agua, umidade e opacidade e
por difracdo de raio-X (DRX) e espectroscopia de infravermelho (FTIR). Anélises
complementares de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e calorimetria
diferencial de varredura (DSC) foram realizadas em alguns filmes. Para a
formulacdo com maior tensao na ruptura e menor permeabilidade foram testadas
novas concentracoes de material polimérico (4, 6, 8 e 10%), com o intuito de
reduzir o tempo de secagem de 24h para os filmes contendo 2% de material
polimérico. Ao contrabalancar o tempo de secagem com as propriedades
funcionais desejaveis (alta tensdo na ruptura, baixa permeabilidade ao vapor de
agua e solubilidade em agua) selecionou-se a concentracao de material polimérico
para realizar a adicdo do agente plastificante (glicerol e triacetina), nas
concentragdes 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25 e 30g de plastificante/100g de material
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polimérico. A analise de potencial zeta foi eficaz para definir o pH 6timo (6,2 - 7,2)
para elaboracdo dos filmes coacervados de gelatina e quitosana. Formulacdes
contendo maior teor de gelatina (propor¢ao 10:1 e 20:1 de GEL/QUI) produziram
filmes coacervados com maior resisténcia a ruptura e flexibilidade, além de
apresentar melhor barreira ao vapor de agua. A difragdo de raio-X contatou maior
cristalinidade nos filmes de GEL/QUI nas proporcdes estequiométricas 10:1 e 20:1
e maiores interagdes eletrostaticas atrativas entre as cadeias da gelatina e a
quitosana, comprovada pelo FTIR. O método de coacervagao produziu filmes com
alta tenséo na ruptura (84,25+2,60 MPa, na proporcéao 10:1), alta barreira ao vapor
de agua (0,11+0,01g.mm/m?h.kPa, na proporcdo 10:1) e baixa elongacdo
(3,6610,64%, na proporcao 10:1) na maioria das formulagdes testadas, em relacéo
aos filmes compostos (sem ajuste de pH). Nas formulagées 1:2, 1:1, 2:1 e 4:1 de
GEL/QUI a solubilidade em agua foi menor do que nos filmes compostos. Filme
coacervado elaborado com 6% de material polimérico reduziu pela metade o
tempo de secagem. Portanto, a adigdo do plastificante (triacetina e glicerol) foi
realizada na formulacdo com melhores propriedades funcionais (alta tensdo na
ruptura e baixa permeabilidade ao vapor de agua), fixando-se a formulacao
contendo 6% de GEL/QUI na proporcao 10:1. A triacetina apresentou menor
incorporacdo na matriz filmogénica do que glicerol, apresentando um limite de
saturacdo de 20g de plastificante/100g de material polimérico. As analises de
DRX, FTIR e DSC comprovaram a boa incorporagdo da triacetina e do glicerol
(20g de plastificante/100g) na matriz filmogénica. O glicerol executou seu papel,
como agente plastificante, com maior eficiéncia do que a triacetina no filme
coacervado de GEL/QUI, em concentragbes acima de 20g de glicerol/100g de
material polimérico. Em todas as concentra¢des estudadas o glicerol ndo alterou
os valores de opacidade e de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
coacervados, sendo que em algumas formulag¢des agiu reduzindo a PVA. Tanto a
adicdo do glicerol quanto a da triacetina conferiram menor resisténcia mecéanica e

maior solubilidade em agua aos filmes resultantes.
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Palavras-Chave: biodegradable films, coacervation, gelatin-chitosan complexes,

plasticization.

3.1 Introducao

O numero de estudos sobre filmes biodegradaveis/comestiveis elaborados
a partir de proteinas, polissacarideos ou lipidios individualmente ou combinados
tem apresentado aumento nas ultimas décadas. Esta estratégia visa em especial
contornar ou diminuir os problemas apresentados pelo acumulo de embalagens
sintéticas convencionais no meio ambiente, devido ao elevado periodo de

degradacao, gerando graves problemas de poluicdo ambiental.

Inicialmente acreditava-se na possibilidade de substituicdo integral das
embalagens sintéticas por embalagens produzidas com material biolégico, porém
algumas limitacoes funcionais apresentadas pelos materiais biodegradaveis (alta
fragilidade e higroscopicidade do material) e problemas quanto aos processos de
producéo (a elaboracao dos filmes via casting limita a produgcéo desta embalagem
em larga escala, devido ao alto custo e a descontinuidade do processo)
direcionaram as pesquisas para uma perspectiva mais modesta. Os polimeros
naturais podem substituir parcialmente e / ou associar-se com 0s polimeros
sintéticos resultando em filmes funcionalmente adequados com caracteristicas de
biodegradacao enzimatica razoaveis. Um segundo propdsito também importante,
considera a possibilidade de utilizacdo dos polimeros naturais muitas vezes
caracterizados como subprodutos da industria alimenticia, como fontes de

matéria-prima melhorando seu aproveitamento.

Funcionalmente o0os macrocomponentes de alimentos apresentam
vantagens e desvantagens na produgdo de matrizes homogéneas e continuas.
Dentre os macrocomponentes, os filmes lipidicos mostram-se bons evitando o

transporte do vapor de &gua através da pelicula lipidica, porém suas
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caracteristicas mecanicas sdo extremamente pobres (frageis e quebradigos). Por
outro lado, filmes elaborados a partir de proteinas ou polissacarideos apresentam
boa barreira ao oxigénio, e quando adicionados de plastificante apresentam
propriedades mecanicas razoaveis, porém sao pobres como barreira ao vapor de
agua, apresentando problemas em relacdo a adsorcdo de agua em umidades
relativas altas.

A interacdo entre proteinas e polissacarideos tem atraido interesse devido
seu grande potencial em formar novos biomateriais, sendo alguns desses
aplicados na regeneracdo de tecidos, revestimento de medicamentos,
microencapsulacao, imobilizacdo de enzima e filmes biodegradaveis. As proteinas
e polissacarideos podem interagir da seguinte forma: (A) misciveis e coexistem
em um sistema transparente; (B) separacao de fase devido a incompatibilidade e a
repulsdo entre os biopolimeros e (C) complexos polieletrélitos ou complexos
coacervados (KRUIF & TUINIER, 2001, YE, 2008).

A formacdo do complexo coacervado ocorre pela interagdo eletrostatica
entre cargas opostas de dois biopolimeros (DE JONG & KRUYT,1929). Essa
interacdo é dirigida pela proximidade das cargas elétricas opostas, portanto
quanto menor a distancia entre as cargas, maior sera a intensidade das interacoes
eletrostaticas atrativas. As forgas eletrostaticas atrativas e repulsivas das cadeias
poliméricas sédo diretamente influenciadas pelo pH. Na maioria dos casos de
interacdo entre proteina-polissacarideo, o ponto maximo de interacdes
eletrostaticas, conhecido como pH de coacervacao, ocorre na faixa de pH entre o
valor do pK do grupo aniénico (grupos carboxila) do polissacarideo e o pl (ponto
isoelétrico) da proteina (YE, 2008). Nesta faixa de pH, encontra-se um valor de pH
(definido como pH.eta) ONde as cargas elétricas positivas e negativas apresentam a
mesma intensidade e se neutralizam através das interacdes eletrostaticas. Muitos
autores tem utilizado a medida de mobilidade eletroforética (potencial zeta) para
determinar a intensidade de carga elétrica das solugdes poliméricas em funcao do
pH (GUPTA & BOHIDAR, 2007; GUZEY & McCLEMENTS, 2006; MOUNSEY,
O’KENNEDY; FENELON & BRODKORB, 2008; HONG, McCLEMENTS, 2007). A
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partir desta medida pode-se determinar o valor do pHcoacervacaso NO ponto onde ¢-

potencial zeta é igual a zero.

Complexos coacervados soluveis e insoluveis de proteinas-polissacarideos
podem ser utilizados para produzir microcapsulas, embalagens comestiveis,
ingredientes alimenticios e outros materiais (WEINBRECK, MINOR & KRUIF,
2004; YE, 2008). Na literatura pode-se verificar resultados promissores das
propriedades funcionais dos filmes de proteina-polissacarideo elaborados pelo
método de coacervacao (PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH, 2008).

O alto peso molecular da quitosana é uma caracteristica favoravel na
elaboracao de filmes, favorecendo as ligacbes hidrogenibnicas intra e
intermoleculares, formando filmes resistentes, elasticos, flexiveis, de dificil
rompimento, boas propriedades de barreira ao oxigénio e baixa barreira ao vapor
de agua, além de sua caracteristica antimicrobiana (MUZZARELLI; PETER, 1997;
BUTLER et al. 1996). Parametros como fonte de quitina, propriedades do material
(massa molar, grau de deacetilacdo, etc), solvente e metodologia de preparacao
do filme podem afetar na qualidade do material formado. Por exemplo, quanto
maior o grau de deacetilacdo da quitosana, maior serd sua densidade de carga
elétrica positiva.

A cadeia polimérica de gelatina por ser composta de mistura de
aminoacidos acidos e basicos, apresentando uma caracteristica anfétera ou
polieletrolitica (presenca de carga elétrica positiva e/ou negativa). O sinal da carga
elétrica das proteinas esta diretamente relacionada ao valor do pH do meio. O
ponto isoelétrico (pl) é o valor de pH onde a carga elétrica liquida da proteina
encontra-se nula, em niveis de pH abaixo do pl, a proteina apresenta carga
elétrica positiva e em niveis acima do pl, cargas negativas. Por exemplo, as
moléculas gelatina tipo B (pl=4,8-5,2) em pH=6,0, j& exibem cargas negativas e a
cadeia molecular fica frouxa e pouco flexivel, devido a alta concentracdo de
regides hidrofébicas ao longo da cadeia polimérica (HARRINGTON & MORRIS,
2009, MOHANTY et al., 2007).
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O carater catiénico da quitosana possibilita a estabilizagcdo da estrutura do
filme, através da interagdo eletrostatica entre o grupo amina (NHs3") e grupo
carboxila (COO’) da GEL possibilitando a formagdo de filmes coacervados
(PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH, 2008). A gelatina (carater aniénico,
ions carboxila - COO’) e quitosana (carater catiénico, ions amoénio -NH3*) na
condicao de eletroneutralidade das cargas (pH.eta) da solucao filmogénica podem
formar filmes coacervados através de interacdes eletrostatica atrativa, reduzindo

repulséo eletrostatica inter e intramolecular entre as cadeias poliméricas.

O objetivo deste trabalho foi de investigar o efeito do método de
coacervacgao nas propriedades funcionais dos filmes, em relacéo a: (I) a proporcao
estequiométrica entre gelatina (GEL) e quitosana (QUI); (ll) concentracdao do
material polimérico e (lll) adicdo de plastificante.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material

Gelatina tipo B (suina, 40 mesh, marca Leiner Davis Gelatin Brasil, Cotia -
Sao Paulo), quitosana com grau de desacetilacdo de 80% (<50mesh, marca
Polymar, Fortaleza, Brasil). Como plastificantes foram utilizados a triacetina
(cedida pela Rhodia, Brasil) e o glicerol (Merck - Sdo Paulo, Brasil). Hidréxido de
amdnia (Merck — Sao Paulo, Brasil) foi utilizado como agente ajustador de pH.

3.2.2 Preparacao dos filmes

68



Capitulo 3 — Filmes coacervados de Gelatina /Quitosana.

As solugdes poliméricas foram preparadas individualmente: Quitosana -
QUI foi preparada dispersando-se 2 g de quitosana em 100 mL de acido acético
(1%), esta solugao foi mantida sob agitacdo magnética em temperatura constante
(60 £ 5 °C), durante 2 horas. Posteriormente, a solugéao foi centrifugada por 10 min
a 4000 rpm a temperatura ambiente (25 = 2°C), sendo o sobrenadante (contendo
1,75% de quitosana) separado e utilizado na elaboracao dos filmes. Gelatina tipo
B — GEL (2%) foi solubilizada de acordo com a metodologia descrita por
CARVALHO & GROSSO (2004), onde 2 g de gelatina tipo B foram hidratadas em
100 mL de agua deionizada por 30 min, em temperatura ambiente, dissolvidas por
agitacao mecanica (60°C) durante 15 min. Apos a solubilizagdo dos biopolimeros,
as solugdes de GEL e de QUI foram misturadas mantendo a concentracao final
polimérica de 2 g de biopolimero 100 g™ de solucéo filmogénica, variando-se a
propor¢do estequiométrica entre a GEL e a QUI (Tabela 2). Apds esta etapa,
realizou-se o ajuste de pH com NH4OH com auxilio de um pHmetro (DIGMED) até
atingir 0 pHzeta (valor de pH definido pelo método do ¢- Potencial Zeta, ver item
3.3.1).

Foi realizado um teste preliminar para avaliar o efeito do agente ajustador
de pH (hidréxido de sédio — NaOH e o hidroxido de aménia — NH4OH ) nas
propriedades funcionais e no aspecto visual dos filmes coacervados de GEL/QUI,

como pode ser verificado no ANEXO.

As condicoes otimizadas para filmes de GEL/QUI foram definidas de acordo
com suas propriedades mecénicas, de permeabilidade ao vapor de agua e de

solubilidade em &gua, descritas no item 3.3.3.

Em relacdo a proporgédo estequiométrica de GEL/QUI, definiu-se o melhor
filme na condicdo de coacervacdo (pHta), neste foi realizado um estudo de
concentracdo de material polimérico (4, 6, 8 e 10 g de biopolimero 100 g™ de
solugéo filmogénica). Estes filmes foram elaborados seguindo 0 mesmo protocolo
de elaboracdo descrito anteriormente e posteriormente foram caracterizados e
selecionados.
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A adicdo do agente plastificante (2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25 e 30 ¢
plastificante 100 g' de material polimérico) foi realizada para a melhor
concentragdo de material polimérico, ou seja, flmes que apresentaram melhores
propriedades funcionais com menor tempo de secagem. A formulagéo contendo o
plastificante (triacetina ou glicerol) foi submetida a agitacdo magnética a 50 = 5°C
por 10 min e posteriormente foi feito o ajuste de pH (pHzeta)-

As aliquotas de 20-25 mL foram retiradas diretamente da solucdo
filmogénica e dispersadas em placas de plaxglass (Pleion) de 15cm de diametro e
mantidas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) e 31 + 5 % de umidade relativa
(URE) por 24 h para secagem e armazenadas. Os filmes secos foram removidos e
condicionados em dessecadores a 25 + 2 °C e 52 + 5 %URE, durante 7 dias e

posteriormente caracterizados.

Tabela 2. Composicao dos filmes de GEL/QUI.
GEL/QUI Gelatina (%) Quitosana (%)

1:0 100 0
20:1 95 5
10:1 91 9
8:1 89 11
6:1 86 14
4:1 80 20
2:1 66 34
1:1 50 50
1:2 34 66
0:1 0 100

3.2.3 Potencial zeta
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O pH_eta € definido como ponto 6timo onde ocorre o maximo de interacbes
eletrostaticas entre grupo carboxila livre da GEL (COO") e grupo amina da QUI
(NH4") provocando a eletroneutralidade (-potencial zeta igual a zero) da solugao
filmogénica (SURH, DECKER & MCCLEMENTS, 2006). O potencial zeta (C-
potencial zeta) foi determinado experimentalmente tendo como referéncia o
trabalho de MOUNSEY, KENNEDY, FENELON, BRODKORB (2008). As solugdes
filmogénicas foram preparadas com 0,4 g de polimero/100mL de solugéo, este
sistema foi colocado em um Becker em banho para controle da temperatura (50 +
5 °C) e submetido a agitacdo magnética por 10min. O pH da solucao filmogénica
foi ajustado no intervalo de 5,5 a 7,5, utilizando-se solugao de hidroxido de aménia
- NH4OH (1N) e o C-potencial zeta determinado utilizando-se um equipamento
Malvern Zetamaster (Malvern Instruments Ltda).

O valor do pH.et, foi obtida através da curva do potencial zeta em funcéo do

pH e determinado no ponto onde o valor {-potencial zeta é igual a zero.

3.2.4 Aspecto Visual e Espessura

Inicialmente, os filmes foram caracterizados pelas andlises visuais e tateis,
visando-se utilizar apenas os filmes homogéneos (auséncia de particulas
insoluveis e coloracao uniforme), continuos (sem a presenca de rupturas ou zonas
quebradicas) e resistentes ao manuseio (facilidade de desprendimento dos filmes
da placa suporte). Os filmes que nao apresentaram tais caracteristicas foram
descartados. A espessura do filme foi determinada pela média aritmética de 10
medidas aleatérias sobre a area do filme, utilizando-se um micrémetro digital
Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG (Téquio, Japao) com 0,001 mm de resolugéo.
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3.2.5 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecénicas (tensdo na ruptura TR e elongagao na ruptura
ELO) foram determinadas utilizando-se um texturébmetro TA-XT2 (Stable Micro
System, Surrey, UK) de acordo com o método ATM D D882-95 (ASTM, 1995a). A
separacao inicial foi fixada em 50mm e a velocidade do teste foi de 1mm/s. ATR e

a E foram obtidas diretamente da curva de tragao versus tempo.

3.2.6 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &gua (PVA, g.mm.mZh'kPa’) foi
determinada pelo método E-96-95 da ASTM (ASTM, 1995b) a 2545°C. As
amostras dos filmes foram cortadas na forma de discos e fixadas no interior das
células de permeacéao feitas de acrilico, contendo cloreto de calcio anidro (0%
URE). As células de permeacdo foram acondicionadas em dessecadores
contendo solucao salina saturada de cloreto de sddio em temperatura e umidade
relativa (75 £ 3% URE). O vapor de &gua transferido através do filme foi
determinado pelo ganho de massa no sistema, referente a cinco medidas durante
um periodo de 48 horas. Os dados foram registrados em um gréafico de ganho de
peso versus tempo. A PVA foi calculada através da equacgéao:

PVA = gx /t APy (RH;-RH,)

Onde g/t é o coeficiente angular da equacao da reta de ganho de massa
versus tempo (g/t), x é a espessura média do filme (mm), A é a area de
permeacdo (m?), P, é a pressao parcial de vapor d'agua a 25°C (kPa) e (RH;-RHy)
€ o gradiente de umidade relativa do meio contendo cloreto de célcio anidro (0%
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UR) e solucdo salina saturada de cloreto de sédio (NaCl, umidade relativa =
75%). As analises foram realizadas em triplicata para cada filme.

3.2.7 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi feita de acordo com & GUILBERT
(1994). Amostras na forma de disco (2cm de diametro) foram pesadas, para
determinar a massa inicial (mi) e imersas em um béquer contendo 50 mL de agua
deionizada, mantidos sob lenta agitacao lenta (Shaker Marconi, Sado Paulo, Brasil)
por um periodo de 24h, a temperatura ambiente (25+2°C). Apds este periodo, as
amostras remanescentes foram retiradas da solucdo e secas em estufa com
circulacao de ar (105°C por 24 h) para determinacdo da massa final seca (mf). A

solubilidade em agua (SOL) foi calculada conforme a equacao:

mi — m

SOL(L}--'U):( —

3.2.8 Opacidade

Opacidade (Op) dos filmes foi determinada utilizando-se colorimetro
Hunterlab (Colorquest Il, Reston, VA, USA) pelo método da ASTM D523 (ASTM,
1999). As determinacdes foram feitas em triplicata apdés a calibracdo do
colorimetro com padrdo branco e padrao preto, quando a Op= (OpB/Opp)x100,
sendo Op porcentagem de opacidade do filme, Opb opacidade do filme com o

fundo branco e Opp opacidade do filme com o fundo preto.
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3.2.9 Difracao de Raio-X

O difratograma dos filmes foi obtido utilizando-se um difratdmetro de raio-X
(Rigaku D, Max, Tokyo, Japan) com radiagdo de CuKa (1,542 A) na voltagem de
30kV e 30mA (ANDREUCCETTI, CARVALHO & GROSSO, 2010). As amostras

foram submetidas a uma velocidade de varredura de 2°min"' entre 26 = 5-35°.

3.2.10 Espectroscopia de infravermelho

O espectro de infravermelho com transformada de Fourier foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por VICENTINI, DUPUY, LEITZELMAN,
CEREDA & SOBRAL (2005), utilizando-se um espectrometro IR Prestige-2
Shimadzu (Kioto, Japao). Para cada filme, efetuou-se 10 varreduras em um
intervalo espectral de 400-4000cm™ e resolugéo de 4cm™.

3.2.11 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As temperaturas de transicdo vitrea foram determinadas por anélise
calorimétrica de varredura utilizando-se um DSC 882e (TA Instruments, Mettler
Toledo, Ohio, EUA). As amostras (5mg+0,0001g) foram pesadas em uma
microbalanca (Boeco CE 03 0111, Alemanha) e condicionadas em capsulas
herméticas de aluminio em dessecadores contendo silica gel por 7 dias (25+2°C).
O equipamento foi calibrado com indium. As amostras condicionadas forma
aquecidas a 10°C.mim™, entre 30 e 250°C em ambiente inerte (100mL.min™" de

N2) e como referéncia foi utilizada uma cépsula vazia. A temperatura de transicao
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vitrea (Tg) e a entalpia de fusdo (AH) foram calculados utilizando o sofware

Universal Analysis V3.9A (Ta Instruments Thermal Analysis, Ohio, EUA).

3.2.12 Microscopia Eletrénica de Varredura

As andlises morfoldgicas dos filmes foram realizadas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), onde as amostras foram condicionadas em
dessecador contendo silica gel (25 + 2°C) por um periodo de 7 dias e depois
foram fraturadas com nitrogénio liquido. As amostras foram cobertas com ouro
através do sputter coater POLARON SC7620 (Ringemer, Inglaterra), 3-5 mA por
180 s, apds este procedimento foram realizadas observagbes morfologicas da
seccao transversal dos filmes, utilizando o microscépio LEO 440i (Cambridge,
Inglaterra), a 5 kV.

3.2.13 Analise Estatistica

O programa SAS foi utilizado para calcular as analises de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para avaliar diferencas entre as médias no intervalo
de 95% de confianga.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Potencial Zeta
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O filme coacervado é formado por interagdes eletrostaticas entre as cargas
elétricas opostas dos biopolimeros. A intensidade desta interacdo é governada
pela densidade e natureza da carga elétrica do sistema polimérico. Segundo
DUCEL, RICHARD, SAULNIER, POPINEAU & BOURY (2004) a carga elétrica do
biopolimero é fortemente influenciada pela condicdo de pH do meio. Por esta
razao, realizou-se um estudo para definir a condicao de pH otimizada (pH.eta) para
elaboracao dos filmes coacervados através da medida do potencial eletrocinético
(C-potencial zeta) da solugao filmogénica. Nesta condicao de pH ocorre 0 maximo
de interacdo eletrostatica atrativa entre os grupos carregados da GEL e QUI,
neutralizando as cargas elétricas dos polimeros ({-potencial zeta igual a zero),
segundo AKEN (2006). Na Figura 7 pode-se observar a curva do {-potencial zeta
em funcéo do pH (variando de 5 a 7,5) das solugdes filmogénicas de GEL, QUI e

de GEL/QUI, em vérias proporcoes estequiométricas.

Os valores do C(-potencial da solugdo de quitosana (QUI controle)
apresentam carga elétrica positiva na faixa de pH 5,0 - 7,5, isto ocorre pela
presenca de grupos aminas (-NH4*) protonados em pH acido ou préximos ao seu
pKa (6,5), este mesmo comportamento foi verificado por HONG & McCLEMENTS
(2007) e TERBOJEVICH & MUZZARELLI (2000). Ao titular a solugcao de QUI com
alcali observa-se uma progressiva perda de carga positiva da QUI, quando o pH
foi elevado de 5,0 ((-potencial = 54,6 mV) para 7,5 ((-potencial = 9,0 mV).
Segundo HONG & McCLEMENTS (2007) isto ocorre devido a desprotonacado do
grupo amino em pH préximo ao valor do pK,; da QUI (em torno de 6,3).

O comportamento da curva do {-potencial zeta da solugao de gelatina (GEL
controle) em pH 5,0 apresenta-se nulo, devido a proximidade do valor de pH ao
ponto isoelétrico (4,8 — 5,2) da GEL (POPPE, 1997). Ao elevar o pH de 5,0 para
7,5 evidencia-se um progressivo aumento na intensidade da carga negativa de
0,83 para -28mV. A alcalinizacdo do meio promove a protonagdo dos ions
carboxilicos (-COQO’) da GEL que interagem com os céations da QUI formando

complexos coacervados (MAO et al. 2003).
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Todas as formulagdes de GEL/QUI testadas na faixa de pH de 5,0 a 6,2
apresentaram carga positiva. Este comportamento pode ser atribuido ao fato da
quitosana apresentar alta densidade de carga positiva em relacdo a carga
negativa da gelatina. Por exemplo, a solugdo controle de QUI em pH 5,5
apresenta +50 Mv (solucdo de quitosana inicial dissolvida com &cido acético),
enquanto o potencial da GEL foi de -8 mV nas mesmas condi¢des de pH (Figura
7). O complexo GEL/QUI foi formado entre as interagdes do grupo carboxilico (-
COQO’) da GEL e pelo grupo amina (-NH3*) da QUI, sendo que em pH 5,0 o grupo
carboxilico da GEL encontra-se desprotonado (-COO™ + H® < -COOH), esta
neutralidade contribui com a alta densidade de carga positiva entre o complexo.

Ao elevar o valor de pH de 5,0 para 7,5 observa-se reducao no {-potencial
da solucao filmogénica de GEL/QUI, o que reflete na menor disponibilidade de
carga elétrica positiva proveniente da QUI. Este comportamento pode ser
explicado, primeiramente, pelo fato do aumento no nimero de grupos carboxilicos
carregados negativamente na superficie da gelatina, o qual facilitaria a interagéo
com os grupos positivos da QUI (HONG & McCLEMENTS, 2007). Em segundo
lugar, em pHs préximos ou acima de 6,5 ocorre a desprotonagédo do grupo -NH3*
reduzindo a densidade de carga positiva. SILVA et al. (2008) relataram que em
pHs proximos ao pKj, (6,5), o grau de ionizagdo da molécula de quitosana reduziu
drasticamente, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre suas cadeias poliméricas,

favorecendo a sua aproximacao e a formacao de agregados entre as mesmas.

O valor do pH.,eta varia de acordo com a composicao da solucao filmogénica,
a medida que diminui o conteudo de QUI na solucéo filmogénica de GEL/QUI o
valor do pHeta tende a diminuir, como pode ser observado na formulagdo com 5%
de QUI e 95% de GEL ou GEL/QUI (20:1) apresentando valor de pHzea de 6,2. J&
na formulagcdo contendo maior teor de QUI (GEL/QUI - 1:2), o valor de pHgeta
atinge 7,2 (Figura 7), este tipo de solucado filmogénica necessita de maior
quantidade de hidréxido de aménia para atingir a eletroneutralidade do sistema
GEL/QUI (maior disponibilidade de grupo hidroxila), o que explica o alto valor de
pH deste sistema.
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Figura 7. Curva do potencial zeta da solugdo filmogénica do par polimérico GEL/QUI em fungdo da variagdo do pH

(titulacdo com NH4OH) em diferentes proporgcdes estequiométricas.
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3.3.2 Aspecto Visual e Espessura

Inicialmente, as solugdes filmogénicas de GEL/QUI sem ajuste de pH (na
condi¢ao de pH inicial - pHinicia)) Mostraram-se translicidas e homogéneas, ja as
solugbes filmogénicas de GEL/QUI elaboradas em condicdo de pHyea
apresentaram alta turbidez. Apdés a secagem, todos os filmes foram classificados

como transparentes e homogéneos.

As formulagdes 1: 4, 1:6, 1:8, 1:10 e 1:20 de GEL/QUI foram descartadas por
apresentarem alta viscosidade da solucdo filmogénica impossibilitando a
preparacgao dos filmes coacervados.

Os filmes tornaram-se mais amarelos com o aumento do teor de QUI na
formulacdo, onde o “b(+)” parametro de cor passou de 1,8 (0% de QUI ou 1:0
GEL/QUI) para 4,0 (66% de QUI ou 1:2 GEL/QUI). Este mesmo comportamento foi
evidenciado por PRODPRAN, BENJAKUL & ARTHARN (2007) em filmes
proteicos contendo quitosana e 6leo de palma. Os autores observaram um
aumento de 41% no valor de b (+) ao adicionar 40% de QUI na formulacao.

Todos os filmes foram facilmente removidos da placa, sendo que para os
filmes contendo maior teor de QUI (1:2 e 1:1 de GEL/QUI) observou-se maior
fragilidade durante o manuseio. Os valores de espessura (0,028 + 0,004 mm) nao
apresentaram diferencga significativa (p<0,05) entre as formulagdes estudadas.

3.3.3 Efeito da proporcao estequiométrica do filme coacervado

O comportamento das propriedades funcionais (tensao na ruptura - TR,
elongacédo — ELO, permeabilidade ao vapor de agua — PVA, solubilidade em agua
— SOL e umidade — UMI) dos filmes coacervados de GEL/QUI em fungédo da
proporcao estequiométrica entre os biopolimeros, esta apresentado nas Tabelas 3
e 4.
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Nos filmes coacervados observa-se reducado da tensdo na ruptura (TR) a
medida que se aumenta a concentracao de QUI no sistema, formulacdes 1:1 e 1:2
de GEL/QUI (Tabela 3). Segundo RIVERO, GARCIA & PINOTTI (2009) a alta
massa molar da QUI possibilita a formacdo de filmes resistentes, devido a
formagdo de ligagdo hidrogenibnicas intra e intermoleculares. Na literatura
verificou-se efeito oposto, 0 que poderia ser justificado pela ampla diversidade de
QUI existente, os fatores que implicam nesta variedade quimica sao: fonte de
quitina, grau de acetilagdo, tipo de solvente e a metodologia utilizada para
preparar o filme (BASAVARAJU; DAMAPPA & RAI, 2006).

Ao elevar o teor de GEL na formulacao observa-se um aumento significativo
nos valores de TR, a maior resisténcia destes filmes pode ser justificada pela
estrutura da GEL. Primeiramente, a GEL por possuir uma cadeia polimérica ampla
(18 unidades monoméricas) possibilita a formacao de varios tipos de rearranjos
moleculares conferindo ao filme uma estrutura mais complexa e aberta (KEENAN,
1998). A complexidade da cadeia da GEL aumenta a possibilidade de interagbes
com outros polimeros, enquanto sua estrutura conformacional reduz o

impedimente estérico da cadeia facilitando assim sua interagdo com a QUI.

Em todas as formulagcdes estudadas, os filmes coacervados apresentam
menor valor de ELO, em relacdo ao filme de GEL (1:0 de GEL/QUI). A QUI
adicionada a formulagédo poderia estar atuando reduzindo a flexibilidade do filme,
devido a maior TR de sua cadeia. Este mesmo comportamento foi verificado por
CHIO et al. (2008) em filmes de gelatina-quitosana intercruzados com genipina.
Outros autores relataram que a QUI adicionada ao filme contribuiu aumentando
sua flexibilidade (elevando os valores de ELO), como foi observado nos filmes de
gelatina-quitosana (WANG et al. 2009), proteina do soro do leite-quitosana
(FERREIRA et al. 2009), alginato-quitosana (MENG et al. 2010), entre outros.
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Tabela 3. Efeito da proporcdo estequiométrica entre os biopolimeros (gelatina -
GEL e quitosana - QUI) nas propriedades mecénicas (TR - tenséo na ruptura) e na

(ELO - elongacgéao) dos filmes coacervados (pHzeta)-

GEL/QUI TR (MPa)* ELO (%)*
0:1 66,62+1,94° 2 72+0,25%
1:2 44.,44+1 54 2.28+0,10%
1:1 48,73+1,13' 1,96+0,05°
2:1 71,01+2,55° 2.51+0,91¢
4:1 80,09+1,50"° 2.33+0,073°
6:1 76,92+1 25° 2.47+0,43¢
8:1 87,00+2,062 3,74+0,16°
10:1 80,82+0,09%° 3,66+0,64°

20:1 84.,25+2 60° 3,49+0,25
1:0 86,18+1,05% 5,39+0,462

* Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras diferentes minasculas na
vertical representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas
atraves do teste de TUKEY.

A Tabela 4 apresenta os resultados de permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), solubilidade em &gua (SOL) e umidade dos filmes coacervados de

GEL/QUI, em diferentes proporgcdes estequiométricas.

Os filmes coacervados de GEL/QUI com maior teor de GEL (10:1 e 20:1 de
GEL/QUI) apresentam menor valor de permeabilidade ao vapor de agua (PVA).
Geralmente, filme com alto teor de proteina, por seu carater hidrofilico deveria
apresentar altos valores de PVA (RIVERO, GARCIA & PINOTTI, 2009 e
FERREIRA et al. 2009). Este comportamento diferenciado entre os filmes
coacervados de GEL/QUI pode ser justificado pela forte interacdo eletrostatica
entre os polimeros, onde as cargas elétricas opostas atuam como agente
reticulante i6nico, o qual atua modificando a matriz da polimérica do filme,

formando uma rede mais compacta e reduzindo assim seus valores de PVA.
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Observando os valores de SOL dos filmes coacervados de GEL/QUI pode-
se constatar uma reducao de 63 a 75%, ao comparar com os filmes simples de
GEL e QUI. Os filmes simples de GEL e QUI foram preparados sem ajuste de pH,
ou seja, apresentam o valor de pH da solugdo filmogénica 5,9 e 4,3,
respectivamente. Nestas condi¢des de pH, tanto a GEL como a QUI apresentam-
se totalmente sollveis, como foi verificado pelos valores de solubilidade em agua
de ambos. Ao elaborar os filmes coacervados em pHz i OcCorre a maxima
ionizacdo dos grupos poliméricos e consequentemente maxima interacdo
eletrostatica, o que explica a drastica reducao dos valores de SOL. KIM et al.
(2005) também relataram que os filmes compostos de gelatina e quitosana
apresentaram maior estabilidade em agua que os filmes simples de GEL. Da
mesma forma, KOLOSDZIEJSKA et al. (2006) observaram insolubilidade dos
filmes compostos de gelatina e quitosana (4:1) a 25°C e pH 6.

Avaliando os filmes coacervados de GEL/QUI em diferentes proporcoes
estequiométricas, observou-se que a SOL reduz a medida que aumenta o teor de
QUI na formulagéo. Portanto, a SOL reduz 59% ao aumentar o teor de QUI de 5%
(GEL/QUI 20:1) para 66% de QUI (GEL/QUI 1:2) nos filmes coacervados, os
valores de pH (pHst) utilizado para preparar os filmes coacervados foram
respectivamente 6,2 e 7,2 (Figura 1). Este comportamento pode ser justificado,
pela proximidade do valor do pH,ea do valor do pK, da QUI (6,5), nesta condicdo
a QUI apresenta-se insoluvel (TEBOJEVICH & MUZZARELLI, 2000).
Comportamento similar foi relatado no trabalho de PULIERI et al. (2007) em
blendas de GEL e QUI, onde o aumento na quantidade de QUI tornou o filme mais
estavel em meio aquoso (pH 7,4). PRODPRAN, BENJALUL & ARTHARN (2007)
observaram reducédo de 20% na SOL ao aumentar o teor de QUI de 10 a 40% em
filmes proteicos e quitosana.
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Tabela 4. Efeito da proporcédo estequiométrica nas propriedades funcionais (PVA,

SOL e UMI) dos filmes coacervados de GEL/QUI (pH_zeta)-

GEL/QUI PVA (g.mm/m?.h.kPa) SOL (%) UMI (%)
0:1 0,18+0,02 100,0+2,5° 12,2+1,8°
1:2 0,20+0,013 15,1+3,2° 12,240,5°
1:1 0,19+0,01% 25,6+5,2° 12,040,7°
2:1 0,18+0,01% 31,4+1,1° 2,7+0,5°
4:1 0,26+0,032 32,3+3,3° 4,1+0,5°
6:1 0,29+0,012 24,8+1 5 9,5+3,7°
8:1 0,22+0,00° 30,4+4,2% 3,140,7°
10:1 0,11+0,01° 34,7+4,4" 19,0+2,72

20:1 0,12+0,01° 36,8+1,6* 12,5+1,3°
1:0 0,16+0,01°% 100,0+0,0? 13,24+1,7°

* Média e desvio padrdo das triplicatas. Nota: Letras diferentes mindsculas na
vertical representam diferenga significativa (p<0,05) entre as médias obtidas
através do teste de TUKEY.

Os difratogramas de raio-X dos filmes simples GEL e QUI e dos filmes
coacervados de GEL/QUI (nas proporgdes 1:2 e 10:1) foram apresentados na
Figura 8.

O filme simples de GEL e o filme coacervado de GEL/QUI (10:1)
apresentaram um pico caracteristico em 26= 7 — 8° atribuido a cristalinidade da
GEL pela presenca de estruturas tripla hélice, em pequenas quantidades. Uma
hipétese para este resultado similar entre o filme simples e coacervado, deve-se
ao fato da GEL estar em maior quantidade (91%) na matriz polimérica do filme
coacervado prevalecendo as caracteristicas morfoldgicas desta proteina. Este pico
foi também observado por YAKIMETS et al. (2007) para os filmes de gelatina. O
pico em 26= 20° denota a caracteristica amorfa dos filmes coacervados de
GEL/QUI, sendo este perfil um indicativo da alta estabilidade desses filmes.
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O difratograma do filme simples de quitosana apresenta carater amorfo,
devido a presenca de picos largos em 20 = 11° e 20°. Comportamento similar foi
encontrado por XU, KIM, HANNA & NAG (2005) para o filme simples de QUI. Para
outros autores, o filme de QUI apresentou carater cristalino, com picos agudos e
de alta intensidade em 26 = 20° (YIN, YAO, CHENG & MA, 1999, EPURE,
GRIFFON, POLLET & AVEROUS, 2011). Esta diferenca na caracteristica
morfoldgica do filme de QUI pode ser explicada pelos diferentes tipos de fonte de

QUI, metodologia utilizada para sua extracao, solvente, entres outros aspectos.

O filme coacervado de GEL/QUI (2:1) apresentou dois picos de difracao
intensidade em 11° e 20°, com caracteristicas amorfas (picos largos e de baixa
intensidade). Este efeito foi similar ao observado para o filme de quitosana (Figura
2b), portanto a natureza amorfa da quitosana prevaleceu sobre a natureza da
gelatina. TRIPATHI, MEHROTRA & DUTTA (2010) observaram o mesmo
comportamento para os filmes de pectina e quitosana. Na formulagdo contendo
10:1 de gelatina e quitosana pode-se notar a presenca de dois picos em 7° e 20°,
com o mesmo aspecto do filme de gelatina. Portanto, a adicdo da quitosana nao
provocou alteragdes no difratograma do filme, isto poderia ser um indicio da boa
interagcao entre a quitosana e a gelatina na matriz do filme coacervado. O carater
cristalino do filme coacervado de GEL/QUI (10:1) pode ser mantido pela presenca
de interagdes intermoleculares, tais como pontes de hidrogénio e também por

interacdes ibnicas entre a gelatina e quitosana.
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Figura 8. Caracterizacdo microestrutural por difracdo de raio-X dos filmes
controles de gelatina e quitosana e dos filmes coacervados de GEL/QUI (nas
proporcoes 10:1 e 1:2).

Pela espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
foi obtido o espectro dos filmes simples de GEL, QUI e dos filmes coacervados de
GEL/QUI (na proporgao 10:1 e 1:2), como pode ser verificado na Figura 9. A
analise de FTIR foi realizada na tentativa de confirmar a interacdo eletrostatica
entre grupo carboxila da proteina (carregado negativamente) e o grupo amino do
polissacarideo (carregado positivamente) na condicdo de coacervacao (PHzeta), OU

seja, na condicdo maxima de interacao.

O espectro de FTIR do filme de GEL apresenta pico de amida-A em 3275
cm’' representando o estiramento NH e de amida-B em 2900 cm™ do estiramento
do grupo CH e —NH,. Entre 1650 e 1200 cm™ foram encontrados trés picos
caracteristicos do grupamento amida, como: amida | em 1630 cm™ referente a
estiramento do C=0 e das pontes de hidrogénio acoplados ao COO, amida Il em
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1530 cm™ consistindo do dobramento do grupo N-H e do estiramento do grupo C-
N e amida Il em 1240 cm™, segundo YAKIMETS et al. (2005).

O espectro de FTIR do filme simples de QUI apresenta bandas de absorg¢ao
caracteristicas em 3271 e 2877 cm™ que representa o grupo hidroxila (-OH) e o
grupo alifatico (-CH3). As bandas em 1634 e 1553 cm™' é um indicativo da
presencga do grupo amida, que permanece da reacao incompleta de desacetilacao
(sendo que a 1634 cm™ indica a presenca do grupo C=O da banda da amida)
(SIONKOWSKA et al. 2004; PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH, 2008;
HAIDER, PARK & SHIN-LEE, 2008). A auséncia da banda em 1680 cm™
(estiramento do grupo C=0) no filme esta relacionada ao processo de amidacao
da QUI. As bandas presentes entre 1155 e 1025 cm™ referem-se ao estiramento C
— O e a deformacéo vibracional do OH (alcool priméario e secundario) da molécula
de QUI (PEREDA, ARANGUREN & MARCOVICH, 2008).

No espectro de infravermelho dos filmes coacervados de GEL/QUI (10:1 e
1:2) pode-se observar diminuicdo do estiramento vibracional do grupo C-O na
gelatina e quitosana em 1060cm™ e 1148cm™, ao comparar com o filme simples
de QUI. Isto ocorre porque o grupo NH da quitosana interage com o grupo COOH
da gelatina, reduzindo o estiramento de ambos (KIM et al. 2005). Outra explicacéo
levantada por HAIDER, PARK & LEE (2008), que relacionaram este
comportamento ao processo de amidacdao que ocorreu entre os ions amoénia (-
NH3;") da QUI e os ions carboxilatos (-COO’) da GEL, devido a interacdo
eletrostatica entre os polimeros.O FTIR para os filmes coacervados na propor¢cao
de 10:1 (GEL/QUI) apresentou maior intensidade no pico em 1630 cm™ do que no
filme contendo 1:2 de GEL/QUI. Segundo YAKIMETS et al. (2005) este pico esta
relacionado a banda da amida |, portanto, quanto maior a intensidade deste pico
maior serd a presenca deste grupamento na estrutura do filme. O grupamento
amida (1630 cm™, estiramento assimétrico do grupo carboxilato — COQO’) indica
que ocorreu interacdo eletrostatica intermolecular entre o grupo amina da
quitosana e o grupo carboxila da gelatina (RASHIDOVA et al. 2004), sendo assim
a formagédo do complexo coacervado de GEL/QUI foi mais efetiva na proporgéo
10:1 do que na proporgdo 1:2. A alta intensidade do pico em 1457 cm™ nos filmes
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coacervados (10:1 de GEL/QUI) poderia ser outro indicio da forte interacao

eletrostatica entre gelatina e quitosana (KIM et al. 2005).
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Figura 9. Espectrometria de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) dos

filme controle (gelatina e quitosana), filme coacervados de GEL/QUI nas

proporcoes 10:1 e 1:2.

3.3.4 Efeito do método de coacervacao nas propriedades funcionais dos
filmes de GEL/QUI

Nas Figuras 10 e 11 pode-se verificar a comparagao entre as propriedades
funcionais dos filmes coacervados (com ajuste de pH - pH.t) e dos filmes

compostos (sem ajuste de pH - pHinicial)-

Os filmes compostos apresentam redugéo pronunciada da TR a medida que
se aumenta o teor de QUI na matriz filmogénica atingindo valor minimo nas
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formulagdes 1:1 e 1:2 de GEL/QUI. Este mesmo comportamento foi evidenciado

para os filmes coacervados, como foi descrito no Item 3.3.3.

Nas proporgdes estequiométricas contendo maior teor de GEL (4:1, 6:1, 8:1,
10:1 e 20:1 de GEL/QUI, os filmes coacervados de GEL/QUI apresentaram maior
TR, em relacdo aos filmes compostos (sem ajuste de pH). Efeito oposto foi
observado na formulacdo 1:1 de GEL/QUI, enquanto que para as demais
formulagbes o ajuste de pH nao alterou significativamente os valores de TR em
relacéo aos filmes compostos, como pode ser observado na Figura 10a.

Na Figura 10b pode-se observar que na maioria das proporcoes
estequiométricas estudadas os filmes compostos apresentaram flexibilidade entre
2,5 e 5%, assim como a maioria das formulagcdes elaboradas pelo método de
coacervacao. O método de coacervagédo apresentou menor flexibilidade do que os
filmes compostos, este fato pode ser atribuido as interacdes eletrostaticas que
foram responsaveis por formar uma matriz mais rigida e compacta em relacao aos
filmes compostos. Filmes compostos e coacervados apresentaram baixa ELO ao
serem comparados com os filmes sintéticos, por exemplo, o polipropileno com
ELO de 50 - 75% (BRISTON, 1988). Este comportamento ja era esperado para
flmes de GEL/QUI, onde os biopolimeros atuam formando uma rede
tridimensional com zonas intermoleculares de microcristalinidade, o que torna o
filme quebradico e pouco flexivel (AUNDREUCCETTI, 2010; ARVANITOYANNIS,
NAKAYAMA & AIBA, 1998).
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Figura 10. Efeito do método de coacervagcdo nas propriedades funcionais nos
filmes de GEL/QUI: tensédo na ruptura — TR (a) e elongacédo — ELO (b).

Nos resultados de PVA para os filmes compostos, observou-se reducao
significativa da PVA a medida que aumentou a quantidade de QUI na mistura
(Figura 11a), em relagdo aos filmes controles. GARCIA et al. (2009) constaram

que o aumento da quantidade de QUI na mistura ndo provocou nenhuma
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alteragdo  significativamente da PVA nos filmes compostos de
quitosana/metilcelulose (1:3, 1:1 e 3:1).

Filmes elaborados em condicdo de eletroneutralidade das cargas (pHzeta)
apresentaram reducao significativa na PVA, nas formulagdes 8:1, 10:1 e 20:1 de
GEL/QUI, em relagdo aos filmes compostos (Figura 11a). O método de
coacervacao promove 0 aumento das interacOes eletrostaticas na estrutura
quimica do filme, e consequentemente, reduz o volume livre dentro da matriz
filmogénica, o que poderia explicar os menores valores de PVA dos filmes
coacervados.

Os filmes compostos assim como os filmes coacervados apresentaram o
mesmo perfil de SOL dos filmes coacervados frente a variagdo da proporgcao
estequiométrica da GEL e QUI.

A medida que aumenta o teor de QUI na formulagdo (1:2, 1:1, 2:1 e 4:1 de
GEL/QUI) os filmes coacervados mostraram-se mais resistentes a agua que os
filmes compostos. Exemplificando, o filme coacervado de GEL/QUI (1:2)
apresentou SOL de 15,10 £ 3,16%, enquanto para o filme composto a SOL foi de
29,10 + 2,48%, o método de coacervacao conferiu ao filme de GEL/QUI uma
reducao de 48% na SOL. Uma hip6tese que pode explicar os altos valores de SOL
dos filmes compostos pode estar relacionada a intensidade de carga elétrica
presente na solugéo filmogénica. Ja que os filmes compostos foram elaborados
em condicao de pH favoravel para protonacao do grupo amino da quitosana (pH
menor que o seu pKa) e a baixa desprotonacao dos grupos carboxilico da gelatina
(pH préximo ao pl), o que torna o meio altamente carregado positivamente (£>0).
Portanto, a alta carga positiva presente na solucao filmogénica proporcionou alta
repulsdo eletrostatica entre as cadeias, dificultando assim a interacao entre os
biopolimeros. Entretanto, pelo método de coacervagdo o pH do meio (onde a
carga elétrica positiva € igual a carga elétrica negativa) favoreceu a interacao
eletrostatica entre as cadeias poliméricas dos biopolimeros, devido a alta atracédo
eletrostatica entre as cargas positivas da quitosana com as cargas negativas da
gelatina (Figura 11).
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filmes de GEL/QUI: permeabilidade ao vapor de agua - PVA (a) e solubilidade em
agua — SOL (b).

Na Figura 12 pode-se observar a difragdo de raio-X e a micrografia da
seccao transversal (obtidos por microscopia eletrénica de varredura - MEV) dos

filmes compostos e coacervados de GEL/QUI (10:1).

Os difratogramas dos dois filmes apresentaram comportamento similar com

a presenca de dois picos bem caracteristicos em 26 = 7° e 20°, no filme
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coacervado notou-se um pequeno aumento na intensidade do pico em 26 = 7°, 0
que poderia estar relacionado com aumento da cristalinidade do material devido a

maior interagao dos pares poliméricos (GEL e QUI).

A micrografia dos filmes composto (sem ajuste de pH) e coacervado (pHeta)
apresentaram-se sem poros, coesas, compactas, homogéneas e com boa
integridade morfolégica, estas caracteristicas indicam boa compatibilidade entre
os biopolimeros. Aspecto similar foi verificado por RIVERO, GARCIA & PINOTTI
(2009) para filmes compostos e laminados de GEL/QUI.
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Figura 12. Caracterizacao microestrutural por difracdo de raio-X e morfolégica por
Microscopia Eletrénica de varredura (MEV) do filme coacervado (A) e do filme
composto (B) de GEL/QUI (10:1).
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3.4 Concentracao do material polimérico

Na Tabela 5, pode-se observar a influencia da concentracdo do material
polimérico (Cpol) nas propriedades funcionais: tensdo na ruptura (TR), elongacéo
(ELO), barreira ao vapor de agua (PVA), solubilidade em agua (SOL) e umidade
(UMI) dos filmes coacervados de GEL/QUI (10:1). Esta proporcéo estequiométrica
foi selecionada por apresentar um dos maiores valores de tensdo na ruptura
(80,82+0,09MPa) e um dos menores valores de PVA (0,11+0,01%).

A concentracdo do material polimérico (Cpol) foi testada com o intuito de
reduzir o tempo de secagem dos filmes coacervados e com isso, otimizar a
producdo dos mesmos. Os filmes coacervados elaborados com 2, 4, 6, 8 e 10%
apresentaram tempo de secagem de 24, 20, 12, 10 e 6h, respectivamente. Todos
os filmes foram elaborados com um controle rigoroso da espessura que nao diferiu
significativamente (p<0,05) entre as formulagdes apresentando variacbes entre
0,040+0,009mm. Estas concentragbes foram selecionadas por apresentar
viscosidade suficiente para dispersdo da solucéo filmogénica na placa. Acima de
10% de material polimérico a alta viscosidade da solucao filmogénica impediu a
elaboragéao dos filmes, devido a dificuldade de dispersao na placa.

Com o aumento da concentragdo polimérica, os filmes coacervados
elaborados com 6, 8 e 10% tornaram-se 10% mais resistentes do que os filme
contendo 2% de material polimérico, enquanto, os valores de ELO permaneceram
inalterados em todas Cpol testadas.

Nas concentracoes de 8 e 10%, os valores de PVA dos filmes coacervados
aumentaram significativamente, em relacdo as demais concentragdes. Isto pode
ser explicado, pela saturacdo da rede polimérica que poderia promover
desestruturacao do filme, o0 que explicaria os altos valores de PVA.

Os filmes com 4, 6 e 8% de material polimérico mostraram-se mais
resistentes a agua (menor SOL), do que a concentracdo menor e maior, 2 e 10% ,

respectivamente.
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Concentragdes acima de 4% formaram filmes com menor valor de UMI, o
alto teor de material polimérico na matriz reduz o volume livre do filme e

consequentemente, a agua ligada na rede polimérica.

Dentre todas as concentragdes testadas, o filme elaborado com 6% de Cpol
apresentou as melhores caracteristicas funcionais, como: maior TR, menor PVA,
SOL, UMI e sem alteracéo na ELO.

Tabela 5. Efeito da concentragdo de material polimérico total (Cpol) dos filmes
coacervados de GEL/QUI (10:1) em suas propriedades funcionais (TR, ELO, PVA,
SOL e UMI).

Cpol* TR (MPa)** ELO (%)** PVA SOL (%)**  UMI (%)**
(g.mm/m?.h.kPa)**

2 81,44+3,40° 3,87+0,38° 0,17+0,01° 34,7+4.4%  19,042,7°

4 83,00£2,26° 4,40+0,29° 0,21+0,02° 22,6+1,9°  9,9+1,2°

6  89,44+0,28% 4,21+0,47° 0,22+0,01° 21,1+1,0°  10,3+2,7°

8  93,44+1,29% 4,84+0,39° 0,32+0,012 27,1434  9.4+1,4°

10  93,63+0,87% 4,21+0,34° 0,29+0,032 29,0+1,0®°  9,2+22°
* Unidade de Cpol g de polimero 100g™" solugao;

** Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras diferentes minlsculas na vertical
representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

3.5 Efeito da adicao do plastificante no filme coacervado

O filme biodegradavel deve apresentar tensdao na ruptura (TR) suficiente
para manter intacta a integridade do alimento embalado, principalmente durante
seu transporte e sua manipulagcédo. Por outro lado, a elongacéo dos filmes pode
ser ajustada de acordo com necessidade do produto ao qual é aplicado.
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Em geral, flmes a base de proteinas e de polissacarideos sao frageis e
suscetiveis a rachaduras, este mesmo comportamento pode ser esperado para 0s
filmes compostos de proteina-polissacarideo. Portanto, a alta concentragdo de
material polimérico (6g de material polimérico/ 100g de solugdo) utilizada na
elaboracao dos filmes coacervados de gelatina-quitosana requer da adicdo do
agente plastificante na tentativa de melhorar sua flexibilidade e manipulagéo.

3.5.5 Aspecto Visual e Espessura

Os filmes contendo glicerol apresentaram-se homogéneos, continuos e de
facil remocéao da placa de acrilico, sem exudacao, areas frageis ou poros, estes
aspectos indicaram a incorporagao visual das moléculas de plastificante na matriz
do filme. Todos os filmes caracterizados apresentaram superficie uniforme, com

espessura em torno de 0,040+£0,02 mm, em todas as concentracdes testadas.

Este mesmo aspecto foi relatado para os filmes contendo triacetina (em
concentragao igual ou inferior a 20%). Em concentragdes acima de 20% de TR,
os filmes foram descartados por apresentarem exudacao deste plastificante na
superficie. A baixa incorporagdo da TRI na matriz filmogénica pode ser justificada
pela baixa compatibilidade destes compostos, ja que a GEL e a QUI apresentam
natureza hidrofilica e o plastificante natureza hidrofébica.

Foi realizado um estudo da aliquota da solucao filmogénica despejada na
placa para obter valores de espessura (0,043+0,008 mm) sem diferenca

significativa (p<0,05) entre as formulagdes estudadas.

3.5.6 Propriedades Mecanicas

Na Tabela 6 pode-se verificar o efeito da concentracdo e do tipo de
plastificante (triacetina — TRI ou glicerol - GLI) nas propriedades mecéanicas dos
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filmes coacervados de GEL/QUI. Foram estudadas as seguintes concentracdes
2,5;5;7,5;10; 15; 20; 25 e 30g de plastificante/100g de polimero.

A tensao na ruptura (TR) dos filmes coacervados apresenta-se inversamente
proporcional com o aumento da concentragdo de plastificante (triacetina ou
glicerol), atingindo valor minimo em 20% de TRI (51,26+3,29 MPa) e em 25 e 30%
de GLI (30,14+1,41 MPa e 28,51+1,69 MPa, respectivamente).

Estudos realizados com o glicerol relataram comportamento similar nos
filmes compostos de gelatina e quitosana, (RIVERO, GARCIA & PINOTTI, 2009),
de amido de ervilha e goma xantana (MATTA et al. 2011) e de gelatina e
hidroxipropil amido (ARVANITOYANNIS, NAKAYAMA & AIBA, 1998). Outros
trabalhos verificaram a perda da resisténcia dos filmes com o aumento da
concentragao de triacetina, como: JIANG et al. (2010) e LIN, LEE & WANG (2004).

As moléculas do plastificante inserem-se entre a cadeia polimérica,
reduzindo as interagdes entre os polimeros formadores de filme, o que poderia
conferir maior mobilidade da rede polimérica (ZHANG & HAN, 2006; MALI et al.
2005).

Apesar de o agente plastificante atuar reduzindo a resisténcia do filme, estes
valores mostram-se compativeis aos obtidos pelos filmes sintéticos, por exemplo,
polietilieno com baixa densidade (LDPE) apresenta TR de 11,7 MPa (ASTM D
4635-08) e o polietileno de alta densidade (HDPE) de 30 a 40 MPa (PENGILLY &
HILL, 1990).

Na maioria das concentragbes estudadas, o glicerol produziu filmes mais
resistentes que a triacetina, este comportamento pode estar relacionado com
massa molar destes plastificantes, ja que o glicerol (C3HgO3 — massa molar 92,08
g/mol) apresenta menor massa molecular que a triacetina (CgH1406 — massa molar
218,21g/mol). Desta forma, as moléculas de glicerol com menor tamanho inserem-
se com mais facilidade entre as cadeias poliméricas que a triacetina, conferindo ao

filme uma estrutura mais compacta.
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Em concentracéo inferior a 20% de plastificante, o tipo (triacetina ou glicerol)
e a concentracao do plastificante ndo afetaram os valores de ELO dos filmes
coacervados de GEL/QUI. Para os autores, JIANG et al. (2010) a adicao de
triacetina proporcionou aumento da flexibilidade dos filmes de gelatina de pele de
peixe. Enquanto para LIN, LEE & WANG (2004), o efeito foi antagbnico nos filmes

de poli-e-caprolactona e polietileno glicol.

Entretanto, em altas concentracdes de glicerol (25% e 30%) observou-se um
aumento significativo de 90% na ELO dos filmes coacervados, em relag@o ao filme
sem plastificante. Nestas condicées, o glicerol atuou como um agente plastificante,
reduzindo as interagdes intermoleculares atrativas entre as cadeias adjacentes da
GEL e da QUI, aumentando a mobilidade das cadeias, o qual confere maior
flexibilidade ao filme. Valores similares foram obtidos por MCHUGH & KROCHTA
(1994) em filmes de proteina do soro do leite, estes autores relataram valores de
ELO de 4% e 32%, quando concentracéo de glicerol aumentou de 15 para 30%.

Varios trabalhos relataram que alta quantidade de glicerol foi necessaria para
produzir filmes mais flexiveis. Por exemplo, filmes de amido de trigo com 40% de
glicerol (LEYVA et al. 2008), flmes de gelatina e hidropropil amido com 25% de
glicerol (ARVANITOYANNIS, NAKAYAMA & AIBA, 1998), filme de gelatina suina e
45% de glicerol (BERGO & SOBRAL, 2007) e filmes de quitosana com 20% de
glicerol (ZIANI et al. 2008).

O (glicerol foi o principal responsavel pela acao plastificante nos filmes
coacervados, ja que o conteudo de agua expresso pela umidade (UMI) nao diferiu
significativamente nos filmes elaborados contendo 25% (UMI 9,34+1,01%) e 30%
(UMI 9,71+2,54%) de glicerol, em relacdo ao filme sem plastificante (UMI
10,31£2,69%). Portanto, ndo se pode atribuir a agua a acéo plastificante nos
filmes coacervados contendo glicerol. Os filmes contendo triacetina apresentaram
comportamento similar ao glicerol frente ao contetdo de UMI, com valores em
torno de 12%.

Portanto, a agua contida no filme ndo atua de forma pronunciada como

agente plastificante devido a similaridade do seu conteddo nos filmes com e sem
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plastificante. Efeito contrario foi observado por ZIANI et al. (2008), onde adicéo de
20% de glicerol no filme de quitosana proporcionou aumento de 31,4% na UMI,
em relagédo ao filme sem plastificante. Estes autores relataram que o conteudo de
umidade enfatizou o efeito plastificante do glicerol.

O filme coacervado (25% de glicerol) mostrou altos valores de ELO.
Comparando-se com alguns filmes sintéticos, por exemplo, o celofane apresenta
ELO de 20% e o poliestireno de 2%, mas é extremamente inferior ao filme
polietileno de baixa densidade com 500% de ELO, como foi observado por
GHASEMLOU, KHODAIYAN & OROMIEHIE (2011).

3.5.7 Opacidade

A influéncia do tipo e da concentracdo do plastificante na opacidade dos
filmes coacervados de gelatina-quitosana pode ser observada na Tabela 6.

A adicdo crescente de glicerol ndo alterou a opacidade (Op) do filme
coacervado, em relagéo ao filme controle (0% de plastificante). Resultado similar
foi observado por GENNADIOS et al. (1996) para os filmes a base de albumina do
ovo e por RIVERO, GARCIA & PINOTTI (2009) para filmes compostos de gelatina
e quitosana. Em contrapartida, PASCHOALICK et al. (2003) observaram que o
aumento na concentracao de GLI (15-65g/100g de proteina) reduz a Op dos filmes
a base de proteina do musculo da tilapia.

Para a triacetina, a adicao crescente deste plastificante no filme coacervado
promoveu aumento significativo na Op. Por exemplo, ao se adicionar 20% de TRl
observa-se um aumento de quase 50% na Op do filme. Em filmes de gelatina de
pele de peixe a adi¢cdo de triacetina reduziu a transmisséo da luz, o que é reflexo
da baixa transparéncia do filme de gelatina (JIANG et al. 2010). Este fenémeno
pode ser explicado pela natureza hidrofébica da TRI, que em altos niveis na matriz

polimérica dos filmes apresenta 0 mesmo comportamento que os lipidios.
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Varios tipos de embalagens sao requisitados pelo mercado consumidor,
materiais transparentes apresentam a vantagem de o consumidor visualizar o
alimento antes de comprar do para alimentos, ja embalagens opacas séo
necessarias para alimentos que se deterioram na presenga da luz (KOWALCZYK
& BARANIAK, 2011).
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Tabela 6. Efeito da concentracao de plastificante (Cp) na propriedade mecénica (tensédo na ruptura — TR e elongacao —
ELO) e na opacidade (Op) do filme coacervado de GEL/QUI elaborados com triacetina (TRI) e glicerol (GLI), como agente

plastificante.

o TR (MPa)** ELO (%)** Op (%)

P TRI GLI TRI GLI TRI GLI

0 93,63+0,872°*  93,63+0,87°"  4,21+0,47*"  4,21+0,47°A 12,6+0,3" 12,6+0,3%
2,5 100,35+1,31%®  104,89+1,19%°" 3,29+0,172®  4,45+0,19°" 12,9+0,3%" 12,4+0,4%

5 81,90+2,72°®  107,85+1,20**  3,95+0,55**  4,60+0,08°" 13,8+0,6%™" 13,1+0,8%
7,5 90,23+2,60°®  100,78+1,05"*  4,47+0,19%®  5,29+0,19° 16,2+1,5A 12,8+0,1%
10 66,79+1,28°®  80,82+4,04%  4,33+0,71%"  5,16+0,47°" 14,7+0,3%%¢A 12,8+0,0%
15 58,86+3,95°®  73,03+4,30°*  4,14+0,16%* 5,54+0,5% 15,1+0,4%" 12,940,128
20 51,26+3,29"  50,83+2,61"  4,10+0,44**  4,35+0,35%" 24.4+0,1% 12,6+0,2%
25 # 30,14+1,419 # 25,26+3,27° # 12,7+0,12
30 # 28,51+1,699 # 36,86+0,692 # 12,5+0,32

* Cp (unidade) g de plastificante/100g de material polimérico;

**Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados na
horizontal, enquanto as letras minusculas diferentes representam diferencga significativa (p<0,05) entre os resultados na vertical, todas as médias
foram obtidas através do teste de TUKEY.

# Filmes descartados por apresentar aspecto oleoso, devido a exudagéo da triacetina na superficie do filme.
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3.5.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A influéncia do tipo e da concentragcao de plastificante na permeabilidade ao
vapor de agua (PVA) pode ser verificada na Tabela 7. Nos valores de PVA foi
observada diferenca significativa entre os filmes elaborados com diferentes
concentracdes de plastificante (p<0,05). Para os filmes elaborados com triacetina
observou-se elevagdo da PVA com o aumento da concentragdo deste
plastificante. Esta tendéncia foi relatada por JIANG et al. (2010) em filmes de
gelatina de pele de peixe contendo altos niveis de triacetina (100 e 150% de
plastificante). Entretanto, para os filmes contendo valores crescentes de glicerol a
PVA permaneceu inalterada ou significativamente menor, em relagao ao filme sem
plastificante. SAREMNEZHAD et al. (2011) observaram que a PVA dos filmes a
base de isolado protéico de feijao nao foram afetados em uma ampla faixa de
concentracdo de glicerol testada. A independéncia da PVA em relacdo ao
conteudo de plastificante também foi relatada por CHOI & HAN (2001), em filme
de isolado protéico de ervilha.

Os filmes contendo glicerol apresentaram-se menos permedaveis do que 0s
filmes elaborados com triacetina. Como ja foi discutido na TR, os filmes contendo
glicerol mostram-se mais resistentes do que os filmes com triacetina, isto se deve
a diferenga de massa molar entre estes plastificantes. A triacetina (CgH140s —
massa molar 218,21g/mol) por apresentar maior massa molar do que o glicerol
(C3HsO3 — massa molar 92,08 g/mol) insere-se com mais dificuldade na rede
polimérica, o que poderia promover desorganizagdo na estrutura molecular, e
consequentemente elevacdo do volume livre na rede, isto poderia explicar a
menor resisténcia e maior permeabilidade ao vapor de agua nos filmes contendo

triacetina.
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3.5.9 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua (SOL) do filme coacervado de GEL/QUI com
diferentes niveis de plastificante (glicerol ou triacetina) pode ser observada na
Tabela 7. A adicdo destes plastificantes promoveram elevacdo da SOL se
compararmos com os filmes coacervado sem plastificantes. Efeito similar foi
observado por JIANG et al. (2010) em filmes de gelatina de pele de peixe que
relataram que a adicdo de triacetina elevou a SOL de 69,5t4,8% (0% de
plastificante) para 83,3 + 2,7 % (150% de TRI). Outros autores como CUQ,
GONTARD, CUQ & GUILBERT (1997) ao elaborar filmes a base de proteina
miofibrilar observaram que a adicao do plastificante (glicerol, sorbitol e sacarose)
aumentou a SOL em relacdo ao filme sem plastificante. De acordo com estes
autores, a diminuicado da compactacao da rede polimérica devido a presenca do
plastificante pode ser a principal causa da solubilizagcao do filme.

Em geral, 0 aumento da concentragdo de plastificante (glicerol ou triacetina)
nédo alterou de forma pronunciada os valores de SOL dos filmes coacervados.
KOLODZIEJSKA & PIOTROWSKA (2007) observaram que para a adicao de
glicerol, em concentracdes superiores a 30%, nao foi observado aumento na
solubilidade dos filmes. Os valores de SOL dos filmes de gelatina de pele de peixe
nao diferiram significativamente ao se adicionar 50, 100 e 150% de triacetina
(JIANG et al. 2010).

Assim como foi constatado para a concentracdo, o tipo de plastificante
também n&o afetou os valores de SOL dos filmes coacervados, onde filmes
elaborados com glicerol apresentaram valores de SOL similares aos valores da

triacetina.

A adicao do agente plastificante deveria aumentar a capacidade de interagir
com a agua, facilitando a solubilizacdo do filme (MALI et al. 2005). Segundo
KOWALCZYK & BARANIAK (2011) a solubilidade do filme é proporcional ao
aumento do conteudo de plastificante. Entretanto, os valores de SOL dos filmes
coacervados mostraram-se independentes do aumento da concentracdo e do tipo
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de plastificante. Este fato pode estar relacionado com a presenca das interacoes
eletrostaticas, que limitaria a acdo e a insercao do plastificante dentro da matriz
filmogénica. Portanto, o método de coacervacdo poderia ser o principal
responsavel pela parcial insolubilidade dos filmes de GEL/QUI.

Ao se observar na literatura os valores de SOL dos filmes poliméricos pode-
se constatar que o filme coacervado GEL/QUI apresenta bons resultados de
insolubilidade. Filme de gelatina de pele de peixe contendo 50% de triacetina
apresenta 75,5% de SOL (JIANG et al. 2010), enquanto o filme de gelatina e
quitosana reticulado com transglutaminase (30% de glicerol) a SOL foi de 33%
(KOLODZIEJSKA & PIOTROWSKA, 2007).
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Tabela 7. Efeito da concentracdo de plastificante (Cp) nas propriedades
funcionais: permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua (SOL)
do filme coacervado de GEL/QUI elaborados com triacetina (TRI) e glicerol (GLlI),

como agente plastificante.

PVA (g.mm/m?.h.kPa)** SOL (%)**

Cp” TRI GLI TRI GLI

0 0,22+0,019  0,22+0,01°  21,1440,96°  21,14+0,96°
2,5 0,34+0,06°*  0,29+0,04%*  27,38+1,63°" 34,92+2 213"
5 0,27+0,01°%* 0,21+0,004°®  33,52+4,40°*  30,73+3,53**
7.5 0,43+0,01°* 0,18+0,01°®  38,93+5,67** 31,63+1,50"
10 0,45+0,01%°* 0,23+0,01%® 35,82+2,87°* 35 52+2 86%"
15 0,47+0,01%* 0,21+0,01°®  35,06+2,08"" 36,05+2,14%°"
20 0,49+0,03%*  0,16+0,01®®  37,56+3,30*** 39,67+2,50*
25 # 0,18+0,01° # 38,14+1,04%
30 # 0,29+0,042 # 37,84+5,16%

*Cp (unidade) g de plastificante/100g de polimero;

**Média e desvio padrédo das triplicatas. Nota: Letras maiusculas diferentes representam diferenga
significativa (p<0,05) entre os resultados na horizontal, enquanto as letras mindsculas diferentes
representam diferencga significativa (p<0,05) entre os resultados na vertical, todas as médias foram
obtidas através do teste de TUKEY.

# Filmes descartados por apresentar aspecto oleoso, devido a exudacdo do plastificante na
superficie do filme.

3.5.10 Difracao de raio-X

A Figura 13 mostra o efeito da adicdo do agente plastificante (glicerol ou
triacetina) na difracdo de raio-X dos filmes coacervados. Todos os filmes
apresentaram dois picos caracteristicos em 26 = 7° e 20°, como j& discutido no
item 3.1.3 deste capitulo. A adicdo do plastificante aumentou a intensidade dos
picos, sendo que o filme contendo glicerol a intensidade foi maior ao se comparar
com o filme com triacetina. Perfil similar dos difratogramas foi relatado por
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AGUIAR-MENDEZ et al. (2010), de acordo com os autores o aumento na
intensidade dos picos foi resultado da formagdo das pontes de hidrogénio entre
gelatina e o glicerol, sendo um forte indicativo da presencga de regides pseudo-

cristalinas na matriz do filme.

Outros autores, como BERGO & SOBRAL (2007) observaram algumas
tendéncias para formar regiées semicristalinas em filmes de amido com 30 e 45%
de glicerol. Estes autores ainda relataram que os altos niveis de glicerol no filme
aumentam a mobilidade macromolecular, permitindo a formacdo de jungdes

microcristalinas.

Efeito oposto foi observado por MATTA et al. (2011) que observaram que
as formulagées com maior teor de plastificante (20% de glicerol) apresentavam
menor cristalinidade. Enquanto MALI et al. (2002) ndo notaram influéncia da

adicao do glicerol na difragao de raio-X dos filmes de amido de inhame.
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Figura 13. Caracterizagdo microestrutural por difracdo de raio-X dos filmes
coacervados de GEL/QUI (10:1), sendo que em: (1) 0% de plastificante, (2) 20%
de triacetina e (3) 25% de glicerol.
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3.5.11 FTIR

Os espectros de FTIR dos filmes coacervados de GEL/QUI contendo
plastificante (glicerol ou triacetina) pode ser visualizado na Figura 14. A interagéo
quimica entre dois ou mais compostos de um filme esta relacionada as mudancas
nas caracteristicas do pico no espectro de FTIR (ZHONG & XIA, 2008).

No espectro dos filmes coacervados a adi¢do do plastificante (triacetina ou
glicerol) provocou alteragdes significativas nas bandas em 1079 cm™, 1033 cm™ e
922 cm™. O glicerol atuou reduzindo a intensidade do pico em 1079 cm™ e
elevando a intensidade dos picos em 1033 cm™ e 922 cm™, em relacéo o fime
sem plastificante. Comportamento similar foi verificado para a triacetina, exceto
para banda em 922 ¢cm™ onde nao foi notada alteracdes. De acordo com BERGO
& SOBRAL (2007), pequenas alteragdes espectrais (formato e intensidade da
banda) na regido entre 1200-900 cm™ (vibragdo do C-O, C-C e C-O-H) poderiam
estar relacionadas com as novas interagdes formadas entre o plastificante e o
biopolimero do filme, principalmente na banda situada em 1033 cm™. Estas
alteracoes poderiam ser reflexos da formacdo de pontes de hidrogénio entre o
grupo C-O do biopolimero e o plastificante, segundo MA, YU & WAN (2006).

Ao observar os resultados de DRX, pode-se relacionar o aumento da
cristalinidade do filme com o aumento da interacdo entre o plastificante e os
biopolimeros (gelatina-quitosana), como foi detectado pelo FTIR (aumento na
intensidade dos picos entre 1033 — 900 cm™). VANSOEST et al. (1995) observou
a relacao entre a ligagdo vibracional do C-O-H com as mudangas no estado
amorfo e semicristalino do amido de batata.
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Figura 14. Espectrometria de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) do
filme coacervado de GEL/QUI, sendo que em: (1) 0% de plastificante, (2) 25% de

glicerol e (3) 20% triacetina.

3.5.12DSC

Informacdes sobre as propriedades térmicas dos filmes coacervados de
GEL/QUI contendo de plastificante (triacetina ou glicerol) podem ser observadas
na Tabela 8. Pela andlise calorimétrica pode-se constatar a presenca de dois
picos endotérmicos no filme coacervado (0% de plastificante), e
consequentemente a presenca de duas temperaturas de transigdo vitrea (Tg).
Perfil similar foi observado para os filmes coacervados adicionados de agente
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plastificante (triacetina ou glicerol), isto poderia comprovar a incorporacdo do
agente plastificante na rede polimérica do filme. Entretanto, a variacdo da Tg e da
entalpia de fusdo (AH) em fung¢do da concentracao e do tipo de plastificante traz
informacgdes relevantes quanto ao grau de incorporagédo do plastificante na matriz

polimérica.

Segundo TONGDEESOONTORN et al. (2011) um indicio da ocorréncia de
interacdo entre os componentes de um filme é dado pelo deslocamento da Tg.
Nos filmes coacervados foi notado o aumento no valor da Tg de 98,37°C (filme
sem plastificante) para 110,22°C com a adi¢do de 25% de glicerol, o que poderia
ser indicativo da interagcdo do par polimérico (GEL/QUI) com o plastificante.
Enquanto para a triacetina, o aumento da Tg sé foi registrado em baixas
concentragbes do plastificante (2,5%). Este comportamento ja era esperado
devido a baixa incorporacao da triacetina em altas concentracées no filme.

Efeito oposto foi observado por YAKIMETS et al. (2005), onde a adi¢ao do
plastificante provoca abaixamento da Tg (temperatura de transigdo vitrea) do
filme. Mesmo comportamento foi observado em filmes de gelana (YANG &
PAULSON, 2000), filmes de amido de inhame (MALI et al. 2005) e filmes de
hidroximetilcelulose (HARDY, COOK & MELIA, 2006). Estes autores atribuiram
este fato ao efeito plastificante das moléculas de glicerol, que em geral atuam
aumentando o volume livre da rede polimérica e conferindo maior mobilidade da

cadeia polimérica, com isso diminuindo a Tg do filme.

Em altas concentragdes, o filme com glicerol (110,22°C) apresentou maior
Tg do que o filme com triacetina (76,71°C), o que evidenciou maior incorporacao
deste material na rede polimérica do filme. Este comportamento pode ser
confirmado ao se avaliar as propriedades mecanicas do filme, onde o glicerol
atuou melhorando significativamente a flexibilidade do filme, enquanto para a
triacetina ndo foi observado este comportamento.

No primeiro pico endotérmico foram observadas alteragdes significativas na
entalpia de fusdo (AH) ao se adicionar o plastificante. A incorporacao de 2,5% e
de 25% de glicerol reduziu a entalpia de fusédo em 6,5% e em 66,4%,
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respectivamente. Para a triacetina, essa reducao foi de 32,5% (2,5% de triacetina)
e de 42,9% (20% de triacetina). No segundo pico, apenas no filme contendo 20%
de triacetina esta reducgao foi pronunciada em torno de 51,7%, em relagéo ao filme
sem plastificante. A interacao entre a gelatina-quitosana poderia ser interrompida
pela incorporacdo das moléculas de plastificante promovendo um novo rearranjo
da cadeia polimérica, aumentando a mobilidade da cadeia polimérica e a energia
cinética durante o aquecimento, e com isso diminuir o valor da entalpia (AH) do
filme (TONGDEESOONTORN et al. 2011).

Tabela 8. Efeito da concentracdo de plastificante (Cp) e do tipo de plastificante
(glicerol ou triacetina) sobre a temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) e a entalpia de
fusdo (AH) do filme coacervado de GEL/QUI.

Filme Tg1(°C) AHy(J/g) Tg2(°C)  AHx(J/g)
GEL/QUI 98,37 333,10 217,24 9,31
GEL/QUI (2,5%GLlI) 74,27 311,40 206,08 12,53
GEL/QUI (25%GLI) 110,22 111,90 171,49 10,23
GEL/QUI (2,5%TRI) 114,49 224,90 212,59 10,84
GEL/QUI (20%TRl) 76,71 190,10 198,72 19,03

3.6 Conclusoes

A andlise de potencial zeta foi eficaz para definir o pH 6timo para
elaboracao dos filmes coacervados de gelatina e quitosana. Para as formulacdes
contendo 1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1 e 20:1 de GEL/QUI, o pH de coacervagao
ou pHetq foi fixado entre 6,2 e 7,2.

Formulagdes contendo maior teor de gelatina (proporcao 10:1 e 20:1 de
GEL/QUI) produziram filmes coacervados com maior resisténcia a ruptura e
flexibilidade, além de apresentar melhor barreira ao vapor de agua. Pela analise
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de DRX contatou-se que o maior teor de gelatina também proporcionou ao filme
uma estrutura com maior cristalinidade, o que pode ser atribuido as interacdes
eletrostaticas atrativas entre as cadeias da gelatina e a quitosana, comprovada
pelo FTIR.

O método de coacervacao aumentou a tensao na ruptura e a barreira ao
vapor de agua e reduziu a flexibilidade na maioria das formulagbes testadas, em
relacao aos filmes compostos (sem ajuste de pH). As formulagbes 1:2, 1:1, 2:1 e
4:1 de GEL/QUI apresentaram menor solubilidade em &agua do que os filmes
compostos.

O aumento na concentracdo do material polimérico de 2% para 6% foi
eficiente para reduzir o tempo de secagem do filme em 12h (temperatura de
25+2°C e umidade relativa de 31£5%), além de elevar a resisténcia mecénica, a
barreira ao vapor de agua e a estabilidade em agua dos filmes coacervados.

A formulagcao contendo 6% de GEL/QUI na proporcéao 10:1 foi por apresentar
as melhores propriedades funcionais (alta tensdo na ruptura e baixa
permeabilidade ao vapor de agua). Por este fato, esta formulacéo foi selecionada
para realizar os testes com a adicao do agente plastificante (triacetina e glicerol).

A triacetina apresentou menor incorporacdo na matriz filmogénica do que
glicerol, apresentando um limite de saturacdo de 20g de plastificante/100g de
material polimérico, com exudacgédo da triacetina para quantidades acima desse
valor. As andlises de DRX, FTIR e DSC comprovaram a boa incorporacdo na
matriz filmogénica de triacetina e do glicerol, na concentracdo de 20g de

plastificante/100g de material polimérico.

O glicerol executou seu papel, como agente plastificante, com maior eficiéncia
do que a triacetina no filme coacervado de GEL/QUI, em concentra¢des acima de
20g de glicerol/100g de material polimérico. Em todas as concentracoes
estudadas o glicerol ndo alterou os valores de opacidade e de permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes coacervados, sendo que em algumas formulacées agiu
reduzindo a PVA. Tanto a adi¢cdo do glicerol quanto a da triacetina conferiram

menor resisténcia mecénica ao filme e maior solubilidade em agua. Entretanto, a
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triacetina ndo conferiu flexibilidade, aumentou a permeabilidade ao vapor de agua
e a opacidade dos filmes coacervados.
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4 ESTUDO DA FORMAGAO DE FILMES COACERVADOS DE GELATINA E
PECTINA.

Resumo

Filmes biodegradaveis a base de gelatina (GEL) e pectina (PEC) foram
produzidos pelo método de coacervacdo, onde grupo carboxila da PEC
carregados negativamente (-COQ’) interagem eletrostaticamente com a carga
elétrica positiva dos grupos amina da GEL (-NH4"). O estudo do {-potencial zeta
em funcao do pH foi realizado para definir o valor de pH de coacervagao ou pHzeta,
nesta condigdo o {-potencial zeta da solucao filmogénica de GEL/PEC apresenta-
se nulo, diversas formulacées de GEL/PEC foram testadas: 1:0; 20:1; 10:1; 8:1;
6:1; 4:1; 2:1; 1:1; 1:2 e 0:1. Apds a avaliagdo visual, a unica solucao filmogénica
que apresentou aspecto homogéneo e boa dispersdo na placa foi a formulacéao
20:1 de GEL/PEC em pH,a (~4,0). Esta formulagéo foi caracterizada quanto as
suas propriedades funcionais (propriedades mecénicas, permeabilidade ao vapor
de agua (PVA), solubilidade em agua (SOL) e opacidade (Op)). O filme
coacervado de GEL/PEC apresentou melhor propriedade de barreira ao vapor de
agua (PVA) e de solubilidade em agua (SOL), em relacédo aos filmes simples de
GEL e de PEC. O espectro de FTIR do filme coacervado mostrou que o grupo
carboxila da PEC pode ter interagido com o grupo amina da GEL gerando novos
grupamentos amida (1630 e 1530 cm™). Em contrapartida, o método de
coacervacao conferiu ao filme propriedades mecénicas (tensao na ruptura - TR e
elongacéao - ELO) inferiores em relagdo ao filme de PEC. Por este fato, o agente
plastificante (triacetina - TRI ou glicerol - GLI) foi adicionado ao filme, nas
concentracdes que variam de 2,5 - 30g de plastificante/100 g de polimero. A
adicdo de GLI em concentragcbes maiores que 20 g de plastificante/100 g de
polimero elevou os valores de ELO e reduziu a TR, em relagdo ao filme
coacervado controle (sem plastificante). Ja a adicdo de TRI (concentragdo menor
que 10%) aumentou significativamente os valores de TR e a ELO. Para os filmes
contendo GLI (maioria das concentracdes), os valores de PVA, SOL e Op nédo
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alteraram significativamente em relacao ao filme controle. Para os filmes com TR,
observou-se diferenga significativa nos valores de SOL e Op. Ao comparar os dois
plastificantes, nota-se que os filmes contendo TRI apresentaram maior TR, PVA e
SOL que os filmes com glicerol, para os valores de ELO e Op nao foi observado
efeito em relacédo ao tipo de plastificante. Pela difracdo de raio-X observou-se um
aumento na intensidade do pico dos filmes coacervados com a adicdo do
plastificante, o que reflete no aumento da cristalinidade do material, sendo mais
pronunciado para o filme com GLI do que com TRI mostrando melhor
incorporacao do GLI na matriz polimérica do filme. O comportamento do espectro
FTIR dos filmes coacervados nao se alterou com a adicao do plastificante.

Palavras-Chave: biodegradable films, coacervation, gelatin-pectin complexes,
plasticization.

4.1 Introducao

O complexo proteina-polissacarideo ocorre na natureza e em varios produtos
alimenticios (YE, 2008). A interagdo entre dois polimeros atua no controle da
estrutura e da textura de alguns alimentos industrializados (SCHIMITT, 1999). Em
geral, acredita-se que a mistura entre os biopolimeros pode gerar materiais com
novas propriedades funcionais (MALAY, BAYRAKTAR & BATIGUN, 2007).
Entretanto, a grande dificuldade desta combinacao é prever o comportamento dos
biopolimeros, principalmente o tipo de interagdo entre os componentes
(TOLSTOGUZOV, 2002).

O sistema polimérico pode ser regido pelas interacbes eletrostaticas
repulsivas ou atrativas, na primeira ocorre incompatibilidade entre os biopolimeros,
fendbmeno conhecido como segregacdo, enquanto na segunda os biopolimeros
associam entre si formando complexos coacervados. Dentro deste enfoque, o

estudo foi direcionado visando a utilizacdo de interacdes associativa entre os
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biopolimeros, através do método de coacervacdo, na tentativa de melhorar as
propriedades funcionais dos filmes biodegradaveis.

O complexo coacervado é formado pela interagé@o eletrostatica atrativa entre os
biopolimeros com cargas elétricas opostas (anibnicos e catidnicos). Apesar da
coacervacao se tratar de um método simples, a problematica se mostra na
otimizacdo das condi¢des do processo (pH, concentracdo de polimeros e razao
entre os polimeros catidnicos e anidnicos). Segundo SARAVANAN & RAO (2010),
o pH é um dos parametros mais importantes na coacervagao, pois controla o grau
de ionizacado dos grupos residuais das proteinas, e dos polissacarideos incluindo
grupamentos amina e carboxilico dos polissacarideos. Devido a natureza anfétera
das proteinas, a variagdo de pH afeta diretamente o sinal da carga elétrica, em
valores de pH acima do ponto isoelétrico (pl) a proteina apresenta carga liquida
negativa e em valores de pH abaixo do pl, carga positiva (DEASY, 1984), para os
polissacarideos, a densidade da carga elétrica perde sua intensidade com a
proximidade do pH ao valor do pK, do polissacarideo. O apice das interacdes
eletrostaticas atrativas entre os biopolimeros ocorre quando em um determinado
valor de pH (pH de coacervacao) as cargas elétricas opostas encontram-se na
mesma intensidade em solucéo e interagem entre si de tal forma que se anula o (-

potencial zeta, promovendo a formag¢ao do complexo coacervado.

Recentemente, filmes elaborados utilizando a técnica de coacervagéo exibiram
resultados promissores em relacdo as suas propriedades funcionais. Filmes
complexos de pectina/quitosana apresentaram baixo grau de inchamento (YAO et
al. 1996) e filme polieletrdlitos de quitosana/alginato apresentaram boa resisténcia
a dissolucao em agua (YAN, KHOR & LIM, 2000). Existem poucas pesquisas
avaliando o sistema pectina-gelatina (JOSEPH & VENTAKATRAM, 1995;
MCMULLEN, NEWTON & BECKER, 1982; SARAVANAN et al. 2002).

A pectina de baixo teor de metoxilagdo amidada (BTM) possui pKa em torno
de 2,9 (LOPES DA SILVA & RAO, 2006), portanto em pH acima de 2,9 o grupo
carboxila esta carregado negativamente (-COQO’), elevando o valor numérico do
potencial zeta da solugao (MATIA-MERITO, LAU & DICKINSON, 2004). A pectina
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com baixo teor de esterificacdo amidada apresenta mais que 50% dos grupos
carboxilicos néo esterificados e desta porcentagem, cerca de 15-18% dos grupos
carboxila estdo na forma de amida (MATIA-MERITO, LAU e DICKINSON, 2004).
Adicionalmente, a formacao de ligagdes de hidrogénios pode reforgar a estrutura
do gel, as quais podem promover alteracdes positivas nas propriedades funcionais
dos filmes (LOOTENS et al. 2003).

A cadeia polimérica da gelatina (GEL) que é composta de uma mistura de
aminoacidos acidos e basicos confere uma gama de possibilidades de interacéo
eletrostatica atrativa ou repulsiva com o grupamento carboxila da PEC, a eficiéncia
desta interacao é governada pelo valor do pH do meio (POPPE, 1997).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a producdo e caracterizacdo de
filmes coacervados a base de misturas de gelatina e pectina.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material

Os biopolimeros utilizados foram Gelatina tipo B (Gelatin do Brasil, Cotia,
Sao Paulo) e pectina GENU® (TIPO 122104 AS-FS, pectina amidada com baixo
teor de metoxilacdo, KELCO BRASIL). Como plastificantes foram utilizados a
triacetina (cedida pela Rhodia, Brasil) e o glicerol (Merck - Sdo Paulo, Brasil).
Acido cloridrico (Merck — Sao Paulo, Brasil) foi utilizado como agente ajustador de
pH.
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4.2.2 Preparacao dos filmes

As solugdes poliméricas foram preparadas individualmente, sendo a pectina
(PEC) solubilizada pelo procedimento de PLASHCHINA et. al. (2007), onde 8 g de
PEC foi dispersa gradualmente em 100 mL de agua deionizada pré-aquecida a
uma temperatura de 50°C e mantida sob agitacdo magnética até a completa
solubilizagdo do polimero. Para, a gelatina tipo B (GEL) foi adotado o
procedimento de CARVALHO & GROSSO (2004), onde 8 g de gelatina tipo B
foram hidratadas em 100 mL de agua deionizada por 30 min, em temperatura
ambiente, dissolvidas por agitacdo mecanica (60°C) durante 15 min. Apés a
solubilizagdo dos biopolimeros, as solugbes de GEL e de PEC foram misturadas
mantendo a concentragdo final polimérica de 8 g de biopolimero 100 g de
solucdo filmogénica, variando-se a proporcao estequiométrica entre a GEL e a
PEC (Tabela 9). A mistura foi submetida a agitacdo magnética a 50 = 5°C por 10
min, adicionando-se agente plastificante (2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25 e 30 ¢
plastificante 100 g de material polimérico). Apds esta etapa, realizou-se o ajuste
de pH com HCI com auxilio de um pHmetro (DIGMED) até atingir o pH_eta (valor de
pH definido pelo método do (- potencial zeta, ver item 2.3). As aliquotas de 20-25
mL das solugdes filmogénicas foram dispersas em placas de plaxglass (Pleion) de
15cm de didmetro e mantidas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) e 3115 % de
umidade relativa (URE) por 24 h para secagem e armazenadas. Os filmes secos
foram removidos e condicionados em dessecadores a 25 + 2 °C e 5215 %URE,

durante 7 dias e posteriormente caracterizados.
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Tabela 9. Composicao dos filmes de GEL/PEC.

GEL/PEC Gelatina (%) Pectina (%)
0:1 0,0 100,0
1:6 14,2 85,8
1:2 33,4 66,6
1:1 50,0 50,0
2:1 66,6 33,4
4:1 80,0 20,0
6:1 85,8 14,2
8:1 88,8 11,2
10:1 91,0 8,0
20:1 95,2 4,8
1:0 100,0 0,0

4.2.3 szeta

O pH_eta € definido como ponto 6timo onde ocorre o maximo de interacbes
eletrostaticas entre grupo carboxila livre da pectina (COQO’) e grupo amina da
gelatina (NH4") provocando a eletroneutralidade (-potencial zeta igual a zero) da
solugéo filmogénica (SURH, DECKER & MCCLEMENTS, 2006).0 potencial zeta
(C-potencial zeta) foi determinado de acordo com MOUNSEY et al. (2008). As
solugdes filmogénicas foram preparadas com 0,4 g de polimero/100mL de
solugdo, este sistema foi colocado em um Becker em banho para controle da
temperatura (50 + 5 °C) e submetido a agitagdo magnética por 10min. O pH da
solucao filmogénica foi ajustado no intervalo de 1,5 a 5,5, utilizando-se solugao de
acido cloridrico (0,05N) e o (-potencial zeta determinado utilizando-se um

equipamento Malvern Zetamaster (Malvern Instruments Ltda).

132



Capitulo 4— Estudo da formagéao de filmes coacervados de Gelatina e Pectina.

O valor do pH.,eta foi obtida através da curva do potencial zeta em funcéo do

pH (Figura 1) e determinado no ponto onde o valor {-potencial zeta é igual a zero.

4.2.4 Aspecto Visual e Opacidade

Inicialmente, os filmes foram avaliados visualmente e apenas os filmes
homogéneos (auséncia de particulas insolluveis e coloragao uniforme), continuos
(sem a presenca rupturas ou zonas quebradigcas) e de facil manuseio (facilidade

de desprendimento dos filmes do suporte) foram caracterizados.

Opacidade (Op) dos filmes foi determinada utilizando-se colorimetro
Hunterlab (Colorquest Il, Reston, VA, USA) pelo método da ASTM D523 (ASTM,
1999). As determinagdes foram feitas em triplicata apds a calibracdo do
colorimetro com padrdo branco e padréo preto, quando a Op= (OpB/Opp)x100,
sendo Op porcentagem de opacidade do filme, Opb opacidade do filme com o
fundo branco e Opp opacidade do filme com o fundo preto.

4.2.5 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecéanicas (tensdo na ruptura TR e elongag¢ao na ruptura
ELO) foram determinadas utilizando-se um texturémetro TA-XT2 (Stable Micro
System, Surrey, UK) de acordo com o método ATM D D882-95 (ASTM, 1995a). A
separacao inicial foi fixada em 50mm e a velocidade do teste foi de Tmm/s. ATR e

a ELO foram obtidas diretamente da curva de tracdo versus tempo.
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4.2.6 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &agua (PVA, g.mm.mZh'kPa’) foi
determinada pelo método E-96-95 da ASTM (ASTM, 1995b) a 2545°C. As
amostras dos filmes foram cortadas na forma de discos e fixadas no interior das
células de permeacéao feitas de acrilico, contendo cloreto de calcio anidro (0%
URE). As células de permeacdo foram acondicionadas em dessecadores
contendo solucgao salina saturada de cloreto de so6dio em temperatura e umidade
relativa (75 £ 3% URE). O vapor de &gua transferido através do filme foi
determinado pelo ganho de massa no sistema, referente a cinco medidas durante
um periodo de 48 horas. Os dados foram registrados em um grafico de ganho de
peso versus tempo. A PVA foi calculada através da equacgao:

PVA = gx /t APy (RH;-RH,)

Onde g/t é o coeficiente angular da equacao da reta de ganho de massa
versus tempo (g/t), x é a espessura média do filme (mm), A é a area de
permeacdo (m?), P, é a pressao parcial de vapor d'agua a 25°C (kPa) e (RH;-RHy)
€ o0 gradiente de umidade relativa do meio contendo cloreto de calcio anidro (0%
UR) e solucdo salina saturada de cloreto de sédio (NaCl, umidade relativa =
75%). As analises foram realizadas em triplicata para cada filme.

4.2.7 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi feita de acordo com GONTARD &
GUILBERT (1994). Amostras pesadas (mi), na forma de disco (2cm de diametro)
foram imersas em um becker contendo 50 mL de agua deionizada, mantidos sob
lenta agitacao lenta (Shaker Marconi, Sdo Paulo, Brasil) por um periodo de 24h, a

temperatura ambiente (25+2°C). ApoOs este periodo, as amostras remanescentes
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foram retiradas da solugéo e secas em estufa com circulagédo de ar (105°C por 24
h) para determinacao da massa final seca (mf). A solubilidade em agua (SOL) foi
calculada conforme a equacao:

mi —mf

SOL(%) = ( ] 100

mi

4.2.8 Difracao de Raio-X

O difratograma dos filmes foi obtido utilizando-se um difratdmetro de raio-X
(Rigaku D, Max, Tokyo, Japan) com radia¢do de CuKa (1,542 A) na voltagem de
30kV e 30mA (ANDREUCCETTI, CARVALHO & GROSSO, 2010). As amostras
foram submetidas a uma velocidade de varredura de 2°min™" entre 26 = 5-35°.

4.2.9 Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de infravermelho com transformada de Fourier foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por VICENTINI (2003), utilizando-se um
espectometro IR Prestige-2 Shimadzu (Kioto, Japao). Para cada filme, efetuou-se
10 varreduras em um intervalo espectral de 400-4000cm™ e resolucéo de 4cm™.

4.2.10 Analise Estatistica

O programa SAS foi utilizado para calcular as analises de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para avaliar diferengas entre as médias no intervalo

de 95% de confianca.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Potencial Zeta

O processo de formagdo do complexo coacervado entre dois poliions é
fortemente sensivel a variagdo do pH (DUCEL, RICHARD, SAULNIER,
POPINEAU & BOURY, 2004). Com o propésito de definir a condigao de pH mais
apropriada para elaboragéo dos filmes coacervados foi realizada uma medida do
potencial eletrocinético ({ potencial zeta) da solugcdo filmogénica (sistema
GEL/PEC) em fungé&o do pH. No valor de pH onde C-potencial zeta apresentar
valor igual a zero ocorre a maxima interagdes eletrostaticas atrativas entre os
grupos carregados da GEL e PEC, onde as cargas positivas da GEL (-NH4") foram
neutralizadas pelas cargas negativas da PEC (-COO") (AKEN, 2006). Este método
foi utilizado por muitos autores para investigar o valor de pH apropriado para
elaboracdo das microcdpsulas coacervadas, como pode ser verificado nos
sistemas: gelatina-goma arabica (BORAL & BOHIDAR, 2010), globulina de ervilha-
goma arabica (DUCEL et al. 2004), proteina de soja-dextrana (XU & YAO, 2009),
caseina—pectina, (BEDIE, TUGEON & MAKHLOUF, 2008) e proteina do soro do
leite-goma arabica (WEINBRECK, MINOR & KRUIF, 2004).

Na Figura 15, pode-se observar a variagdo do potencial zeta em fungédo do
pH da solucao filmogénica (GEL/PEC) para as diferentes formulacdes estudadas.
Para a solucdo pura de GEL, verificou-se que a proximidade do pH ao ponto
isoelétrico (pl da GEL = 4,8 - 5,0) a carga elétrica encontra-se neutra, devido a
fraca dissociagdo entre os grupos carregados na superficie do biopolimero
(VRIES, WEINBRECK & KRUIF, 2003). Em pHs abaixo do pl da GEL, os grupos
amina (-NH4") apresentam-se cada vez mais protonados com a acidificacdo da
solugao, isto pode ser verificado com o aumento no valor do {-potencial zeta, o
que reflete a maior densidade da carga positiva na solugéo.
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O principal parametro que determina a densidade de carga da solucéo pura
de PEC é o valor do seu pKj,, pois em pH préximo ao valor de pK, o C-potencial
zeta tende a neutralidade, devido a baixa densidade de carga negativa em
solugdo (JONES et al. 2010), o valor do pK, pode variar de 2,9-3,2, segundo
RALET et al. (2001). Enquanto em pHs acima do pK, da PEC, a densidade de
carga elétrica apresenta-se negativa (desprotonacdo dos grupos carboxilicos) e
aumenta em magnitude quando o valor de pH afasta-se do pK,, isto pode ser
verificado pelo elevagcédo, em modulo, do {-potencial zeta da solugéo (Figura 15).

Ao avaliar as misturas de GEL/PEC ocorre uma inversao de sinal do
potencial durante a titulacdo acida, inicialmente o potencial apresenta carga
negativa (pH 5,0) e a medida que o meio torna-se mais acido a carga negativa, em
valor numérico, foi reduzida pela acdo do ion hidrogeniénico do &cido (HY).
Prosseguindo com a acidificacdo, a densidade de carga para cada formulagao
atinge sua neutralidade (-potencial= 0) em um determinado valor de pH, intitulado
de pH de coacervacédo (pH.s). Para as formulagbes 4:1; 2:1; 1:1; 1:2 e 1:6 de
GEL/PEC o valor de pHzea foram menores que o pKa. Enquanto para as demais
formulacdes, os valores de pH..a mostraram-se maiores que o pK; da PEC e a
medida que diminui a quantidade de PEC na formulacdo, o valor de pHzea
aumenta proporcionalmente, variando de 3,6 até 4,1. Quando a titulagdo excede o
ponto de eletroneutralidade das cargas (pH.eta) Observa-se a inversdo do sinal do
C-potencial (+) e sua intensidade aumenta proporcionalmente com a reducéo do
pH, para todas formulac&o estudadas.
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Figura 15. Curva do potencial zeta da solugcédo filmogénica do par polimérico
GEL/PEC em funcédo da variacdo do pH (titulacdo com HCI) em diferentes

proporcdes estequiométricas.

O comportamento da carga elétrica do sistema complexo com a adi¢ao
crescente da PEC pode ser observado na Figura 15. Em pH 4,0, a adicdo de
4,8% de PEC (ou 20:1 de GEL/PEC) ao sistema reduziu a intensidade do
potencial zeta anteriormente registrada em torno de +20mV (0% PEC ou 1:0 de
GEL/PEC) para OmV (4,8% PEC). Esta reducao pode ser explicada pelo fato dos
grupos carboxilicos da PEC e os grupos amina da GEL associaram-se através das
interacdes eletrostaticas neutralizando as cargas livres presente na solucgéo.
PLASHCHINA, ZHURAVLEVA & ANTONOV (2007) observaram que a principal
interagc&o que rege o complexo GEL e PEC € do tipo eletrostatica.

Os potenciais apresentaram carga com sinal negativo e com intensidade
crescente a medida que aumenta a concentracao de PEC no complexo (acima de
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4,8% de PEC). Isto pode ser explicado, pelo aumento na quantidade de ions
carboxilicos disponiveis, devido a maior concentracao de PEC no complexo. Este
comportamento evidencia a formacao de interacdes eletrostaticas entre os grupos
carregados da GEL e da PEC. Neste valor de pH o grupo amina da GEL deveria
encontrar-se protonado (-NH4*) e os grupos carboxilicos da PEC desprotonados
(COQO).

4.3.2 Aspecto Visual das solucoes filmogénicas em pH de coacervacao

Os testes de potencial zeta foram realizados com baixa concentracao de
material polimérico 0,4g de polimero/100mL de solugdo, em decorréncia da alta
sensibilidade do equipamento. Os filmes coacervados foram elaborados na
concentracdo de 8g de polimero/100mL, nesta concentracdo a maioria das
solugbes filmogénicas ao terem ajustado o pH apresentaram aspectos
indesejaveis para a producédo de filmes, tais como: separacdo de fase, pouca
dispersao na placa suporte, presenca de sélidos insoluveis, entre outros.

O aspecto visual das solugdes filmogénicas de GEL/PEC elaboradas pelo
método de coacervagao (com ajuste de pH - pH.eta), pode ser verificado na Figura
16. As solucbes contendo 100% de GEL (1:0 de GEL/PEC) e 100% PEC (0:1 de
GEL/PEC) apresentaram aspecto homogéneo e translicido. Entretanto, para as
formulacbes com maior concentracdo de pectina (1:6 e 1:2 — GEL/PEC), os
polimeros interagiram e aglomeram-se de tal forma que as solugdes geleificaram
instantaneamente. Ao diminuir a concentracdo de PEC no sistema ocorreu
separacao de fase, sendo mais evidenciada nas formulacées 4:1; 6:1; 8:1 e 10:1
de GEL/PEC. Desta forma, a maioria das solucdes filmogénicas em condicao de
coacervacao apresentou aspecto indesejavel para a produgéo de filmes. Apenas a
solugéo filmogénica contendo 20:1 de GEL/PEC foi selecionada por apresentar
aspecto homogéneo e boa dispersdao na placa suporte. A partir destes aspectos
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desejaveis foram elaborados os seguintes filmes: filme coacervado de GEL/PEC
(20:1) e os filmes de 100% GEL (1:0) e de 100% PEC (0:1).

.

4:1 6:1 8:1
GEL/PEC

Figura 16. Imagens das solucdes filmogénicas de GEL/PEC elaborados pelo
método de coacervacao (pH.eta), €m diferentes proporgcdes estequiométricas.

4.3.3 Caracterizacao do filme coacervado

Efeitos do método de coacervacao nas propriedades funcionais dos filmes
coacervados de GEL/PEC (20:1) em relagcado aos filmes de GEL e de PEC séao
apresentadas na Tabela 10. Observou-se que a combinagéo entre a GEL e a PEC
elaborados na condicdo de coacervacao (pHzea) apresentou melhor propriedade
de barreira ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua (SOL), em relagcéao aos
filmes de GEL e de PEC. Os valores de espessura (0,034+0,009 mm) dos filmes
controle de GEL e PEC e os filmes coacervados de GEL/PEC (20:1) nédo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre as formulacdes estudadas.

O filme coacervado de GEL/PEC reduziu a PVA em 47% e 40%, em relacao
aos filmes de PEC e de GEL, respectivamente. Além disso, o filme coacervado
apresentou maior estabilidade em agua, sendo o valor de SOL 60% menor do que
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os filmes de PEC e de GEL, que apresentaram 100% de solubilidade em agua.
Sendo assim, as interacdes formadas entre os biopolimeros pelo método de
coacervacao afetaram positivamente e significativamente os valores de PVA e de
SOL. Esta resisténcia a presenca da agua pode estar associada a presenca de
interacdes eletrostaticas formadas pelo método de coacervacao, que poderia estar
reduzindo o volume livre na matriz polimérica do filme coacervado. Um indicio
desta compactacdo pode ser observado no valor de umidade (UMI) do filme
coacervado (Tabela 10), onde menor teor de agua livre ou UMI foi notado no filme
coacervado em relacdo ao filme de GEL. Portanto, o0 método de coacervacao
poderia estar reduzindo a acao plastificante da agua na estrutura do filme, o que

justificaria os baixos valores de PVA e SOL.

De acordo com HIGUSHI & AGUIAR (1959) os valores de PVA dos filmes
esta intimamente ligado ao nimero de grupos polares livres presente na cadeia
polimérica, pois estes grupos facilitam o transporte das moléculas de vapor de
agua através do filme. No filme coacervado de GEL/PEC os grupos polares destes
polimeros poderiam estar interagindo entre si eletrostaticamente, o que poderia
justificar a baixa PVA deste filme coacervado.

As propriedades mecanicas de tensao na ruptura (TR) e elongacao (ELO)
do filme de GEL/PEC mostraram-se inferiores ao filme de PEC. Uma explicagédo
para o fato do filme de PEC apresentar-se mais resistente pode estar relacionada
a sua estrutura molecular mais rigida e compacta em comparacao com a estrutura
da GEL. Devido a repeticdo das unidades dos mondmeros de acidos
galacturénicos ligados por ligagées a(1—4) os mesmos conferem a cadeia de PEC
uma estrutura mais rigida e compacta, segundo WANG, PAGAN & SHIO (2002).
Por outro lado, a cadeia da GEL por apresentar em sua estrutura 18 unidades
monomeéricas diferentes (aminoacidos) pode conferir a proteina um rearranjo
molecular mais complexo e aberto (KEENAN, 1998).

Ao comparar as propriedades mecanicas do filme coacervado com o filme
de GEL, o complexo mostrou-se mais resistente e com similar flexibilidade. Este
resultado foi similar ao relatado por LIU et al. (2007), que observaram que a
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presenca de gelatina de pele de peixe em filmes de pectina melhorou suas
propriedades mecénicas (TR e ELO). Além disso, o conteudo de PEC (95% de
GEL e 5% de PEC) pode estar interagindo fortemente com a GEL conferindo
maior compactacao da estrutura do filme.

Na literatura os filmes compostos de GEL E PEC apresentam propriedades
mecanicas bem variadas, como pode ser observado nos trabalhos de: LIU et al.
(2007) em filmes compostos de gelatina de pele de peixe e pectina a TR variou de
43,5 a 59,1 MPa e a ELO de 2,1 a 3,2 % e de FARRIS et al. (2011) com hidrogéis
complexos gelatina e pectina apresentou TR de 11, 09 MPa e 151,57 % de ELO.

Tabela 10. Propriedades funcionais dos filmes coacervados de GEL/PEC (20:1) e
dos filmes de GEL e de PEC.

Fimes TR (MPa)* ELO (%)* PVA SOL (%)*  UMI (%)*
(gmm/m?hkPa)*

GEL  68,84+0,11° 3,09+0,48° 0,30+0,01° 100,040,582  13,2+1,72
GEL/PEC 76,37+3,73° 3,26+0,20° 0,18+0,01°¢ 40,0+0,9° 9,2+1,5°
PEC  91,39+7,28% 566+0,61%  0,34+0,012 100,0+0,02  10,0+1,1°

TR (tensdo na ruptura), ELO (elongacdo), PVA (permeabilidade ao vapor de &gua); SOL
(solubilidade em agua) e UMI (umidade).
* Média e desvio padrédo das triplicatas. Nota: Letras diferentes minldsculas na vertical representam

diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.

Os filmes simples (GEL e PEC) e o filme coacervado de GEL/PEC foram
submetidos a andlise de FTIR na tentativa de confirmar a interacdo entre os
grupos amino da proteina (carregado positivamente) e grupo carboxila do
polissacarideo (carregado negativamente) devido o método de coacervacao
(pHzeta), como pode ser observado na Figura 17.

O espectro de FTIR do filme de GEL apresenta pico de amida-A em 3275
cm’' representando o estiramento NH e de amida-B em 2900 cm™ do estiramento
do grupo CH e —NH,. Entre 1650 e 1200 cm™ foram encontrado trés picos
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caracteristicos do grupamento amida, como: amida | em 1630 cm™ referente a
estiramento do C=0 e das pontes de hidrogénio acoplados ao COO, amida Il em
1530 cm™ consiste do dobramento do grupo N-H e do estiramento do grupo C-N e
amida Il em 1240 cm™, segundo YAKIMETS, WELLNER, SMITH, WILSON,
FARHAT & MITCHALL (2005). Resultados similares foram encontrados por
(HOQUE, BENJAKUL & PRODPRAN, 2011) em filmes a base de gelatina de pele

de lula.

Para o espectro FTIR do filme de PEC pode-se observar a presenga de um
pico caracteristico do grupo éster e do carboxila em 1780 cm™ e 1640 cm™,
respectivamente (YAO et al, 1996). Estes picos apresentam-se pouco
pronunciados por se tratar de uma pectina com baixo teor de esterificacdo
amidada, esta caracteristica do polissacarideo confere ao filme picos com maior
intensidade na regido de 1590 cm™ recorrentes do grupamento amida
(SARAVANAN & RAO, 2010).

No filme coacervado de GEL/PEC o espectro FTIR apresenta-se similar ao
espectro do filme de GEL, o que pode ser explicado pelo fato deste polimero estar
em maior concentracao (95% em relagdo ao material polimérico total) no sistema.
Uma explicacao para o fato dos 5% de PEC adicionados ao filme coacervado néo
afetarem o comportamento do espectro foi de que o grupo carboxila da PEC pode
ter interagido com o grupo amina da GEL gerando novos grupamentos amida,
portanto os picos caracteristicos da PEC em 1780 cm™ e 1640 cm™ que deveriam
ser notados foram substituidos pelos picos do grupo funcional amida (1630 e 1530
cm™). Resultado similar foi observado por SARAVANAN & RAO (2010) para
coacervado GEL/PEC, sendo confirmada a reacao entre grupo amino da GEL e
grupo carboxila da PEC pela presencga do pico caracteristico do grupo amida na
regido de 1500-1650 cm™.
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Figura 17. Espectrometria de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) do
filme coacervado de GEL/PEC e dos filmes simples de GEL e PEC.

4.3.4 Efeito da adicao do plastificante no filme coacervado

Segundo ARVANITOYANNIS (2002) a funcdo do agente plastificante nos
filmes poliméricos seria a de reduzir a rigidez e a dureza, conferindo maior
extensibilidade. Por esta razdo, na tentativa de melhorar a flexibilidade e a
extensibilidade do filme coacervado de GEL/PEC foi realizado um estudo
adicionando dois tipos de plastificantes (triacetina e glicerol) em diferentes

concentragoes.

4.3.4.1 Aspecto Visual, Opacidade e Espessura

Todos os filmes coacervados de GEL/PEC contendo plastificante foram
avaliados visualmente. Os filmes com glicerol apresentaram-se transparentes com

Op em torno de 12,90+0,02% nao diferindo significativamente em relagéo ao filme
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controle sem plastificante (12,86+0,02%). A adicdo crescente de GLI (2,5 a 30g de
plastificante/100g de material polimérico) ndao afetou os valores de Op.
Comportamento similar foi observado por HOQUE, BENJAKUL & PRODPRAN
(2011) na transparéncia dos filmes de gelatina de pele de lula adicionados de
glicerol.

Ja os filmes contendo triacetina mostraram-se levemente translicidos e
opacos apresentando aumento significativo na Op de 17% e 15%, para os filmes
contendo 10 e 15g de TRI/100g de material polimérico, respectivamente.
Resultado similar foi observado por JIANG et al. (2010) em filmes de gelatina de
pele de catfish (bagre) contendo 50% de TRI. O tipo de plastificante (triacetina ou
glicerol) ndo afetou significativamente os valores de Op dos filmes coacervados de
GEL/PEC. Em concentragdes mais elevadas (acima de 15%) observou-se
residuos oleosos na superficie do filme o que ocorre quando a concentracao do
plastificante excede o limite de compatibilidade com o polimero causando a
separacao de fase e a excluséo do plastificante (DONHOWE & FENNEMA, 1993).

Todos os filmes coacervados de GEL/PEC contendo plastificante (GLI ou
TRI) apresentaram boa resisténcia durante o manuseio. O controle de espessura
foi realizado para todas as formulacdes estudadas com plastificante apresentando
valores de espessura (0,037£0,008 mm) que nao diferiram significativamente
(p<0,05).

4.3.4.2 Propriedades Mecénicas

Na Tabela 11 pode ser visualizada a influéncia da concentracdo do agente
plastificante (Triacetina ou Glicerol) na tensao na ruptura (TR), elongacao (ELO),
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua (SOL) do filme
coacervado de gelatina e pectina.
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Tabela 11. Efeito da concentracdo de plastificante (Cp) nas propriedades
mecanicas (tensao na ruptura — TR e elongacao — ELO) do filme coacervado de
GEL/PEC elaborados com triacetina (TRI) e glicerol (GLI), como agente
plastificante.

Co- TR (MPa)** ELO (%)**
TRI GLI TRI GLI

0 76,37+3,73%  76,37+3,73** 3,26%0,19%* 3,26+0,19°"

2,5 107,34+1,77%*  8591+4,33*® 599+0,38*" 5,91+0,80°"

5 96,63+1,38°""  83,49+0,35%®  4,55+0,30°* 3,30+0,06°

7.5 92 5242,73%A 81 27+1,99%°®  4.48+0,21°* 4 ,89+0,53°"
10 88,28+10,47°°" 74 06+2,62°* 574+0,18* 4,54+0,20%®

15 78,62+1,32°%  51,71+2,04%®  3,53+0,14°® 4.44+0,10°*
20 # 41,70+0,41° # 25,1342 25"
25 # 30,91+0,38' # 35,07+1,542
30 # 23,33+2,20° # 35,82+1,87°

* Cp (unidade) g de plastificante/100g de material polimérico;

**Média e desvio padrdo das triplicatas. Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenca
significativa (p<0,05) entre os resultados na horizontal, enquanto as letras minusculas diferentes
representam diferenga significativa (p<0,05) entre os resultados na vertical, todas as médias foram
obtidas através do teste de TUKEY.

# Filmes descartados por apresentar aspecto oleoso, devido a exudacao da triacetina na superficie

do filme.

O aumento na concentracao de glicerol (GLI) na faixa de 20 — 30 (g de
glicerol/100g de polimero) reduziram a TR e conferiram maior ELO ao filmes
coacervado de GEL/PEC. Este mesmo comportamento foi registrado por RIVERO,
GARCIA & PINOTTI (2010) para filmes de gelatina em concentracdes maiores que
30% de GLI e por SILVA, BIERHALZ & KIECKBUSCH (2009) para filmes
compostos de pectina e alginato contendo 5 ou 10% de GLI. Isto pode ser
explicado, pelo fato dos grupos polares (-OH) do glicerol competir com 0s grupos
envolvidos na interagdo entre polimero-polimero, sendo substituido pelas ligagbes
de H entre plastificante-polimero, reduzindo as interagdes entre as moléculas da
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cadeia polimérica aumentando sua mobilidade, a qual se reflete na reducao da TR
e no aumento da ELO (YANG & PAULSON, 2000). Entretanto, a adicao de GLI
nas concentragées abaixo de 20% nao alterou significativamente os valores de
ELO, em relagdo ao filme controle. RIVERO, GARCIA & PINOTTI (2010)
observaram o mesmo comportamento resposta para o filme de gelatina na mesma
faixa de concentracdo de GLI. O comportamento da TR foi diferente para cada
concentragao de GLI adicionada a solugao filmogénica, em baixas concentragcdes
2,5 e 5% de GLI ocorreu elevacdao na TR (em torno de 10%), enquanto as
concentragdes de 7,5 e de 10% de GLI ndo afetaram significativamente a tenséo,
em relacao ao filme controle (sem plastificante).

A adicado de TRI (2,5; 5; 7,5 e 10%) nos filmes coacervado de GE/PEC
(20:1) proporcionou um aumento significativo na ELO ao comparar com o filme
controle. Este comportamento foi mais pronunciado na concentracao 2,5%
promovendo elevacao de 83,7% na ELO em relacdo ao filme controle (0%TRI). A
TR aumentou significativamente ao se adicionar 2,5; 5; 7,5 ou 10% de TRI, em
relacdo ao filme controle, exceto para 15% de TRl que n&o se alterou
significativamente em relagao ao controle (0% de plastificante). Efeito similar para
ELO foi observado por JIANG et al. (2010) nos filme de gelatina de pele de
bacalhau com TRI, onde a adicdo de 50% de TRl aumentou a ELO em 110,3% em
relacdo ao controle (0%TRI). J& para os valores de TR, estes autores relataram
reducdo em torno de 41% com a adicdo de TRI (50%), efeito contrario ao
observado para os filmes coacervados deste trabalho.

O efeito do tipo de plastificante (Triacetina ou Glicerol) adicionado ao filme
coacervado de GEL/PEC pode ser visualizado na Tabela 3. Os filmes elaborados
com TRI apresentaram maior TR que os filmes com glicerol. Os filmes elaborados
com 2,5 e 7,5g de plastificante/100g de polimero, ndo apresentaram diferenca
significativa entre os agentes plastificantes utilizados glicerol e triacetina. O glicerol
conferiu maior flexibilidade ao filme (maior ELO) em relacdo a TRI, apenas na
concentracdo de 15 g de plastificante/g de polimero. Efeito oposto foi observado
para as formulagdes contendo 5 e 10% de GLI.

147



Capitulo 4— Estudo da formagéao de filmes coacervados de Gelatina e Pectina.

Em filmes compostos de pectina e alginato intercruzados com Ca*?

adicionados de 10 % de glicerol observou-se valores de TR em torno de 60 MPa e
de ELO 9% (SILVA, BIERHALZ & KIECKBUSCH, 2009); filmes compostos de
GEL, PEC, polivinil alcool e glicerol apresentaram TR de 106,6 kPa (ou
0,1066MPa) e ELO de 20,35%, segundo JO et al. (2005) e em filmes de PEC
contendo sorbitol a TR variou de 2 a 7,5 MPa e a ELO de 6 a 12 %
(MAFTOONAZAD; RAMASWAMY & MARCOTTE, 2007). Ao comparar 0s
resultados de TR e ELO do filme coacervado de GEL/PEC (20% GLI) com os
resultados citados anteriormente da literatura, pode-se constatar que o método de
coacervacao produziu filmes com boas propriedades mecanicas.

4.3.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A Tabela 12 apresenta os resultados de permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) dos filmes coacervados de GEL/PEC contendo diferentes teores de

plastificante (Triacetina ou Glicerol).
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Tabela 12. Efeito da concentracdo de plastificante (Cp) nas propriedades
funcionais: permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua (SOL)
dos filmes coacervados de GEL/PEC elaborados com triacetina (TRI) e glicerol

(GLI), como agente plastificante.

PVA (g.mm/m?.h.kPa)** SOL (%)**

Cp*
TRI GLI TRI GLI

0 0,18+0,01%* 0,18+0,01°"  40,0+0,9%"  40,0+0,9*"
2,5 0,27+0,02°°* 0,30+0,01%°* 50,9+8,9°*  40,345,1%
5 0,32+0,02** 0,21#0,03°®  59,4450°"  35443,0%°
7,5 0,19+0,00%® 0,22+0,01°* 61,9+3,8°*  39,9+2 9%F
10 0,33+0,02** 0,1620,01®®  89,5+9,3*"  32,6+1,9°®
15 0,23+0,02° 0,17+0,04°®  66,9+1,1°*  36,2+2,12"
20 # 0,27+0,02%° # 38,7+1,1%®
25 # 0,30+0,04% # 37,5+1,6%
30 # 0,38+0,012 # 36,6+0,6%°

* Cp (unidade) g de plastificante/100g de material polimérico;

**Média e desvio padrdo das triplicatas. Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenca
significativa (p<0,05) entre os resultados na horizontal, enquanto as letras mindsculas diferentes
representam diferenga significativa (p<0,05) entre os resultados na vertical, todas as médias foram
obtidas através do teste de TUKEY.

# Filmes descartados por apresentar aspecto oleoso, devido a exudacao da triacetina na superficie

do filme.

Para os filmes coacervados de GEL/PEC a adicao de TRI, nas
concentragdes de 2,5; 5 e 10% de plastificante, elevou os valores de PVA ao
comparados com o filme sem plastificante. Para os filmes de GEL/PEC elaborados
com glicerol, nas concentracdes de 2,5 a 25%, os valores de PVA nao diferiram
significativamente em relacao ao filme controle (0% de plastificante), ja em 30%
de GLI observa-se que o valor de PVA apresentou um pouco mais que o dobro do

que a PVA do controle (sem plastificante).

Geralmente, a incorporacao de plastificante nos filmes aumenta o valor da
PVA, como foi observado por MAFTOONAZAD, RAMASWAMY & MARCOTTE
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(2007), MALI et al. (2004) e YANG & PAULSON (2000). Este fato pode ser
explicado por dois aspectos: primeiro, a inclusdo de moléculas de plastificantes
promove uma reorganizagdo da rede polimérica causando aumento do espaco
intercadeias (ou do volume livre) e consequentemente maior difusividade do vapor
de agua através do filme (YANG & PAULSON, 2000). Em segundo lugar, a
natureza hidrofilica confere ao plastificante alta capacidade de interagir com a
agua facilitando a solubilizagcdo e permeacao através do filme (CUQ et al., 1997).
Vérios autores observaram este mesmo efeito, RIVERO, GARCIA & PINOTTI
(2010), KOKOSZKA et al. (2010), RODRIGUEZ et al. (2006) e THOMAZINE,
CARVALHO & SOBRAL (2005).

Comparando os resultados de PVA entre os dois plastificantes, pode-se
observar que os filmes coacervados de GEL/PEC nas concentracbes de 5, 10 e
15% de GLI apresentam menor valor de PVA que os filmes contendo TRI. A
diferenca entre tamanho molecular dos plastificantes pode explicar este efeito,
sendo a molécula de glicerol (massa molar de 92,08g/mol - C3HgO3) menor que a
molécula de triacetina (massa molar de 218,21g/mol — C3Hs(OCOCHS3)3) o que
pode permitir uma maior infiltracdo entre a cadeia polimérica adjacente do que as
moléculas de TRI, a qual poderia agir de forma menos pronunciada no aumento

volume livre entre as cadeias poliméricas da GEL e PEC (CUQ et al., 1997).

JO, KANG, LEE KWON & BYUN (2005) produziram filmes a base de
gelatina e pectina adicionados de polivinil alcool e glicerol com PVA de 0,65
g.mm/m?.h.kPa. Filme de gelatina de pele de peixe e pectina adicionado de
glicerol com PVA de 0,06 g.mm/m?.h.kPa apresentou maior resistencia ao vapor
de agua do que o filme coacervado de GEL/PEC (0,19 g.mm/m2.h.KPa).

Para as demais concentra¢des testadas ndo houve diferenca significativa
nos valores de PVA entre os dois plastificantes.
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4.3.4.4 Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua (SOL) dos filmes coacervados de GEL/PEC
plastificados com diferentes concentracées de triacetina (TRI) e glicerol (GLI),
pode ser observada na Tabela 12. Para os filmes plastificados com TRI, verificou-
se que 0 aumento da concentragao provocou aumento da solubilidade em relagao
ao filme controle (0% TRI). Comportamento similar foi verificado por JIANG et al.
(2010) na solubilidade dos filmes de gelatina de pele de catfish (bagre), onde a
SOL aumentou 20% nos filmes contendo 150% de TRl em relagdo ao filme
controle (0% TRI).

A adicdo crescente de GLI nos filmes coacervados néo afetou
significativamente os valores de SOL em relacdo ao controle. Mesmo efeito foi
verificado em filmes de proteina do soro de leite (SOTHORNVIT & KROCHTA,
2000) e em filmes de gelatina e quitosana reticulados com transglutaminase
(KOLODZIEJSKA & PIOTROWSKA, 2007). De modo geral, a adicdo deste
plastificante deveria agir aumentando a SOL dos filmes, devido sua natureza
higroscépica e por promover um aumento nos volume livre durante o rearranjo das
cadeias poliméricas, como foi relatado na literatura por SOARES & SOLDI (2010)
e SILVA, BIERHALZ & KIECKBUSCH (2009).

Filmes contendo TRI apresentaram solubilidades estatisticamente
superiores as solubilidades observadas para os filmes contendo GLI independente
das quantidades de plastificante utilizadas, por exemplo, filmes contendo TRI na
concentracdo de 10g de plastificante/100g de material polimérico apresentaram
SOL 174% maior do que o filme contendo GLI na mesma concentragdo.

Ao comparar os resultados de SOL com os da literatura, verifica-se que o
filme coacervado GEL/PEC (2,5% de GLlI), deste trabalho, apresenta valor de SOL
29% menor em relacdo ao filme composto de GEL/PEC/Polivinil alcool contendo
2,5% de glicerol, segundo JO et al. (2005).
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4.3.4.5 Difracao de Raio-X

Na Figura 18 pode-se observar o difratograma de raio-X dos filmes
coacervados de GEL/PEC adicionados de agente plastificante (triacetina e
glicerol). Os difratogramas dos filmes contendo plastificante (triacetina ou glicerol)
apresentaram os mesmos picos caracteristicos, mas com maior intensidade que o

filme coacervado sem plastificante.

Todos os filmes coacervados com ou sem plastificante apresentaram um
pico caracteristico em 26= 7 — 8° atribuido a cristalinidade da GEL pela presenca
de estruturas tripla hélice, em pequenas quantidades. Uma hipétese para este
resultado, deve-se ao fato da GEL estar em maior quantidade (95,2%) na
formulacédo do filme, o que prevalece nas caracteristicas morfolégicas do filme.
Este pico foi também observado para filmes de gelatina (YAKIMETS et al., 2007).
O pico em 26= 20° denota a caracteristica amorfa dos filmes coacervados de
GEL/PEC, sendo este perfil um indicativo da alta estabilidade desses filmes.
BERGO & SOBRAL (2007) e CHENG et al. (2003) observaram resultados
similares para filmes a base de gelatina suina contendo glicerol.

Observou-se um aumento na intensidade do pico de difracao de raio-X dos
filmes coacervados com a adicdo do plastificante, o qual reflete diretamente no
aumento da cristalinidade do material. Este efeito foi mais pronunciado na
formulagé&o contendo glicerol do que no filme com triacetina. ZIANI et al. (2008)
observaram que a presenca de glicerol nos filmes de quitosana atuou reduzindo a
Tg, aumentando a mobilidade e organizagdo das cadeias poliméricas conferindo

um aumento de sua cristalinidade.
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Outro parametro que pode explicar este comportamento € a umidade dos
filmes. Pelo fato do glicerol apresentar natureza mais hidrofilica que a triacetina, ja
era esperado que o filme contendo GLI (9,65+1,83%) apresentasse maior umidade
do que o filme de TRI (5,81+1,99%). A molécula de agua atua como um
plastificante na rede polimérica do filme reduzindo a Tg e consequentemente
aumentando sua cristalinidade, segundo KOSKOSZKA et al. (2010).
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Figura 18. Caracterizacdo microestrutural por difracdo de raio-X dos filmes
coacervados de GEL/PEC, sendo que em: (1) 10% de glicerol, (2) 10% de
triacetina e (3) sem plastificante.
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4.3.4.6 Espectrometria de Infravermelho (FTIR)

A adicao de plastificante (triacetina e glicerol) nos filmes coacervados néao
provocou alteragdes no comportamento dos espectros de FTIR, como pode ser
visualizado na Figura 19. Os picos de amida-I, Il e Il (1633, 1538 e 1450 cm™,
respectivamente) foram observados em todos filmes e o pico situado na regido
1030 cm™' pode estar relacionado com as interacdes entre o grupo hidroxil do
glicerol e a matriz polimérica do filme, de acordo com BERGO & SOBRAL (2007).
HOQUE, BENJAKUL & PRODPRAN (2011) observaram resultados similares para
os filmes de gelatina de pele de lula adicionados de glicerol. ZIANI et al. (2008)
observaram que a similaridade entre os espectros FTIR pode ser indicativo de que

novas ligagcées nao foram geradas entre a matriz polimérica e os plastificantes.
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Figura 19. Espectrometria de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) do
filme coacervado de GEL/PEC sem plastificante (0%) e contendo 10% de
triacetina (TRI) e 10% de glicerol (GLI).
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4.4 Conclusoes

Uma baixa concentracdo de PEC (5%) na formulacdo foi o suficiente para
interagir eletrostaticamente com a GEL, j& que a solugdo de PEC apresenta alta
carga elétrica negativa (C potencial zeta = -50mV em pH 5,0), enquanto a GEL
encontra-se neutra nesta condicdo de pH. Por este fato, a melhor condi¢ao de pH
para realizar a coacervacdo da GEL e PEC foi em pH acido, pHzta ou de

coacervagao igual a 4,0 ( potencial zeta nulo).

A combinacao de GEL e PEC pelo método de coacervacao foi eficaz, por ter
conferido ao filmes boa resisténcia a: ruptura (TR), permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) e solubilizagdo em agua (SOL), em relagéo aos filmes simples de GEL
E PEC e a muitos filmes compostos citado na literatura.

O FTIR foi uma ferramenta 0til para identificar que a porcédo de PEC
adicionada ao filme interagiu eletrostaticamente com a GEL, isto foi comprovado
pelo desaparecimento do pico do grupo carboxil (1780 cm™ e 1640 cm™) que foi
substituido pelo pico do grupo funcional amida (1630 e 1530 cm™).

Ao adicionar o plastificante (triacetina e glicerol), o glicerol promoveu melhora
efetiva nas propriedades mecanicas dos filmes coacervados, pois as moléculas de
GLI incorporaram-se de forma mais eficaz na matriz polimérica do filme
coacervado de GEL/PEC do que as moléculas de TRI (que exudaram em
concentracdes superiores a 15%). Além da boa incorporacdo, o glicerol atuou
melhorando a flexibilidade do filme (10 vezes mais flexiveis em relagdo ao filme
sem plastificante), quando adicionado em concentragdes superiores a 20%.
Apesar da sua natureza hidrofilica, o GLI n&o alterou de forma significativa os

valores de SOL e de PVA em relagéo ao filme sem plastificante.

A intensidade do pico da difracdo de raio-X do filme coacervado com GLI foi
mais pronunciado que o filme contendo TRI, o que reflete a melhor incorporacao

do GLI na matriz polimérica do filme.
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5 FILMES COACERVADOS DE GELATINA E GOMA ARABICA.

Resumo

Filmes compostos de gelatina suina tipo B (GEL) e goma arabica (GAR) foram
elaborados pelo método de coacervacdo. A maxima interagéao eletrostatica entre
os biopolimeros foi atingida em valor de pH conhecido como pHcoacervacao- Neste
valor de pH, o {-potencial zeta da solugéo filmogénica da GEL/GAR é igual a zero,
devido a neutralizagdo da carga positiva (-NH3") da GEL com a carga negativa (-
COOQ’) da GAR. Nas proporgdes estequiométricas 0:1; 1:1; 2:1; 4:1; 6:1; 8:1; 10:1;
20:1 e 1:0 de GEL/GAR foi feita a a medida do potencial zeta do pH 3,0 até o pH
5,0, para definir a condicdo de pHcoacervagio Para a produgéo dos filmes de
GEL/GAR. Os filmes coacervados de GEL/GAR foram selecionados pelo aspecto
visual (homogeneos, uniformes, coesos e de facil remocao da placa de secagem),
em seguida todos os filmes foram caracterizados fisicamente pelas suas
propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade em &agua,
umidade e opacidade. Andlises complementares de difragdo de raio-X (DRX),
espectroscopia de infravermelho (FTIR) e calorimetria diferencial de varredura
(DSC) foram realizadas em alguns dos filmes. Pela andlise do potencial zeta foi
definido que o pH étimo para a coacervacgao variou de 4,5 a 5,0 nos filmes de
GEL/GAR. O filme de GAR (0:1 de GEL/GAR) foi descartado devido sua
fragilidade mecanica, ja as demais formulagbes produziram filmes coesos,
uniformes e homogéneos. Filmes coacervados com alto teor de GEL mostraram-
se mais resistentes e flexiveis e menos soluveis em agua do que as formulacdes
com menor teor de GEL (1:1 e 2:1 de GEL/GAR). As analises de FTIR, DSC e
DRX confirmam que os filmes coacervados contendo 10:1 de GEL/GAR
apresentaram maior interagdo eletrostatica entre a GEL e GAR do que a
proporcdo 1:1 de GEL/GAR. O método de coacervacao formou filmes mais
resistentes do que os filmes ndo coacervados e para as formulacées 10:1 e 8:1
de GEL/GAR verificou-se menor valor de SOL e de PVA para os filmes
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coacervados em relacao aos filmes nao coacervados. O aumento da concentragao
do material polimérico de 2 para 6% reduziu o tempo de secagem do filme de
GEL/GAR (10:1) pela metade sem alterar suas propriedades funcionais. A
triacetina utilizada como plastificante apresentou menor incorporacdo do que o
glicerol, pois acima de 10g de plastificante/100g de material polimérica ocorre a
exudacgao das moléculas de triacetina na superficie do filme. As analises de FTIR
e DRX confirmam a maior interagdo do glicerol na matriz polimérica do filme. O
glicerol aumentou a ELO dos filmes, nas concentracbes de 10 e de 30g de
plastificante/ 100g de material polimérico, reduziu a PVA dos filmes contendo altas
concentragdes de plastificante (exceto em 30%) e néo alterou a Op dos filmes, em
relagdo ao filme controle. Os dois plastificantes conferiram menor resisténcia
mecanica e maior solubilidade em agua ao filme. No entanto, a triacetina nao
conferiu flexibilidade, aumentou a permeabilidade ao vapor de agua e opacidade

dos filmes coacervados em relacao ao filme controle.

Palavra-chave: biodegradable films, coacervation, gelatin-arabic gum complexes,

plasticization.

5.1 Introducao

Filmes biodegradaveis formados a partir da mistura de proteinas e
polissacarideos sdo sistemas em potencial no controle da transferéncia do vapor
de agua do alimento para o0 meio ou do meio para o alimento, além de
proporcionar maior resisténcia mecéanica (PIAZZA et al., 2009). Essa mistura
permite uma combinacdo favoravel das propriedades dos diferentes polimeros,
que podem ser melhores quando utilizados conjuntamente (ROGOVINA, 1998).
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A aplicacéo de filmes compostos de proteinas e de polissacarideos esta ligada
as limitacbes nas propriedades funcionais dos biopolimeros (baixa barreira a
gases e ao vapor de agua e propriedades mecanicas) e ao grau de miscibilidade
ou compatibilidade dos seus componentes. O ganho por novas propriedades
dependera do grau de compatibilidade ou miscibilidade entre os biopolimeros
utilizados (BASAVARAJU, DAMAPPA & RAI, 2006).

Segundo MATALANIS et al. (2010) a interacdo entre as proteinas e 0s
polissacarideos pode ocorrer atraves de dois mecanismos, 0 segregativo
(incompatibilidade) ou o agregativo (complexacao). A natureza destas interagdes
dependem da caracteristica do biopolimero (exemplo, densidade de carga, tipo e
distribuicao do grupo reativo e tamanho), concentracao do biopolimero, razédo do
biopolimero e condicdo do meio (pH, temperatura, forca i6nica) (LIU, LOW &
NICKERSON, 2009). Em condi¢bes que favoregam as interagdes associativas
como a formagao do complexo coacervado, devera ocorrer a redugao da repulsao
eletrostatica entre as cargas dos biopolimeros, e como resultado, os complexos
solUveis crescem ambos em tamanho e nimero; acentuando assim a turbidez da
solucdo. Depois deste estagio, a saturagéo das ligacbes entre as cargas opostas
inicia-se a separacdo de fase e a formagcdo do coacervado (GUZEY &
McCLEMENTS, 2006).

O ajuste de pH pode conferir ao filme condicdo de grande compatibilidade
entre os biopolimeros através da formagéao do complexo coacervado. O estudo do
pH de coacervacao ocorre em uma faixa muito estreita entre o pKa do grupo
reativo do polissacarideo e o ponto isoelétrico (pl) da proteina (LIU et al. 2010;
WEINBRECK et al. 2003; DUCEL et al. 2004). Na condicado 6tima de pH para o
sistema coacervado, definido como pH de coacervagdo, ocorre a maxima
interacdo eletrostatica atrativa entre as cargas opostas dos biopolimeros. Neste
valor de pH, a carga elétrica positiva de um biopolimero (em geral da proteina) e a
carga elétrica do outro (em geral do polissacarideo) encontram-se na mesma
intensidade e interagem entre si, neutralizando as cargas em solugéo (¢-potencial

zeta igual a zero).
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De acordo com SARAVANAN & RAO (2010) o processo de coacervagao pode
melhorar a estabilidade do complexo em &gua, como foi verificado em
microcapsulas de gelatina e alginato. Esta propriedade pode ser repassada das
microcapsulas para os filmes, onde filmes de alginato e quitosana apresentaram
alta insolubilidade em &agua, segundo YAN, KHOR & LIM (2000). O método de
coacervacao nos filmes ainda pode promover a redugdo do grau de inchamento
(YAO et al. 1996) e melhora na resisténcia mecanica (FARRIS et al. 2011).
Entretanto, existem poucos estudos avaliando as propriedades funcionais dos
flmes coacervados de gelatina-goma ardbica (PEKERBASARA, OVEZ &
BALCIOGLU, 1993; NIXON & WONG, 1989).

O complexo gelatina (GEL) e goma arabica (GAR) é um dos melhores sistemas
para o estudo da coacervacéao, devido a abundancia e biodegradabilidade desses
biopolimeros. Além da caracteristica intrinseca de cada polimero, a GEL possui
carater anfétero o que possibilita a variacdo da carga da mesma em uma ampla
faixa de pH, o que facilita a obtencdo de complexos coacervados (MAYYA;
BHATTACHARYYA; ARGILLIER, 2003; XING, CHENG, YI & MA, 2005).

Por outro lado, a GAR apresenta baixa viscosidade proporcionando maior
interacao entre os biopolimeros (MAYYA; BHATTACHARYYA & ARGILLIER, 2003
e RABISKOVA et al. 1994). Este biopolimero é composto por trés fracoes distintas
com diferentes conteddos de proteinas e diferentes massas moleculares, a fracao
arabinogalactana (€ pobre em proteina) e representa 80-90% da fracéo total da
goma, arabinogalactana-proteina (contém proteina-polissacarideos) 20-10% e a
fracao glicopeptidica (pobre em polissacarideos) representa 2-4% do peso total da
goma (ANDERSON; BRIDGEMAN & DEPINTO, 1984). Em sua molécula o acido
glucurénico é responsavel por toda carga negativa da goma arabica em ambos
pHs acido e neutro (LIZ et al., 2006). Em pHs extremamente &cido (pH < 2,2) a
dissociagdo do grupo carboxilico é reduzida podendo ocorrer neutralizagdo das
cargas da goma (YE; FLANAGAN & SINGH, 2006).
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A caracteristica anféterica ou polieletrélitica da gelatina confere a cadeia
caracteristicas de carga elétrica positiva e/ou negativa. O sinal e a densidade de
carga elétrica esta diretamente relacionada com o valor de pH em relacéo ao valor
do ponto isoelétrico — pl da GEL (4,8-5,2). Portanto, em pH igual ao pl ocorre a
eletroneutralidade das cargas da GEL, mas se o valor do pH for abaixo ao pl, a
proteina apresenta carga elétrica positiva e em niveis acima do pl a carga

encontra-se negativa.

A GAR e GEL formam complexos coacervados sob condicédo acida, entre o pH
de 3,0 a 5,0, onde o pKa da GAR (2,2) encontra-se acima e o pl (5,2) abaixo desta
faixa de pH. Portanto, nestas condigdbes o grupamento amina da GEL (-NHj")
encontra-se protonada ou carregada positivamente e o grupamento carboxila da
goma arabica (-COQ") encontra-se desprotonado ou carregado negativamente.
Por todas estas caracteristicas, o par gelatina e goma arabica pode ser
caracterizado como excelente alternativa de biopolimeros formadores de filmes

coacervados.

O objetivo deste trabalho foi estudar o método de coacervagcdo nas

propriedades funcionais dos filmes de gelatina e goma arabica.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material

Gelatina tipo B (suina, 40 mesh, marca Gelita do Brasil, Cotia - Sado Paulo) e
Goma Arabica (CNI-Rouen - lote IRX49345, France). Acido cloridrico (Merck - Sdo
Paulo, Brasil) foi usado como agente ajustador de pH na elaboragéo dos filmes

coacervados. Como plastificantes foram utilizados a triacetina (cedida pela
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Rhodia, Brasil) e o glicerol (Merck - Sao Paulo, Brasil). Acido Cloridrico (Merck —
Sao Paulo, Brasil) foi utilizado como agente ajustador de pH.

5.2.2 Preparacao dos filmes

A solugéo de Goma Ardbica - GAR (2%) foi preparada dispersando 2g do
polimero em 100mL de &gua deionizada em banho maria por 30min/50°C sob
agitacdo magnética. A solucao de Gelatina tipo B - GEL (2%) foi solubilizada de
acordo com a metodologia descrita por CARVALHO & GROSSO (2004), onde 2¢g
de gelatina tipo B foram hidratadas em 100mL de agua deionizada por 30min, em
temperatura ambiente e dissolvida por agitacdo mecénica (60°C) durante 15
minutos. Os filmes de GEL/GAR foram preparados volumetricamente mantendo-se
o volume final de 100ml para cada formulagédo, de acordo com a Tabela 13. A
homogeneizacdo dos biopolimeros foi realizada sob agitacdo magnética a 60°C
por 10 min. Apés a homogeneizacao foi realizados o ajuste de pH com HCI no

valor determinado pelo C-potencial zeta ou pH_eta, cOnforme descrito no item .

A proporcao estequiométrica e a concentracdo de material polimérico foram
definidas de acordo com suas propriedades mecéanicas, permeabilidade ao vapor
de agua e de solubilidade em agua, descritas no item 2.7.

Em relacdo a proporcao estequiométrica de GEL/QUI, definiu-se o melhor
filme na condicdo de coacervacao (pH.ta); neste foi realizado um estudo de
concentragdo de material polimérico (4, 6, 8 e 10 g de biopolimero 100 g™ de
solugéo filmogénica). Estes filmes foram elaborados seguindo o mesmo protocolo
de elaboragdo descrito anteriormente e posteriormente foram caracterizados e

selecionados.

A adicdo do agente plastificante (2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25 e 30 ¢
plastificante 100 g’ de material polimérico) foi realizada para a melhor
concentragdo de material polimérico, ou seja, filmes que apresentaram melhores
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propriedades funcionais com maior concentragdo polimérica. A formulagcéo
contendo o plastificante (Triacetina ou Glicerol) foi submetida a agitacdo
magnética a 50 £ 5°C por 10 min e posteriormente foi feito o ajuste de pH (pHzeta)-

Para o controle da espessura do filme um aliquota de 20-25mL da solucao
filmogénica foi dispersa na placa de plaxglass (Pleion) de 15 cm de didmetro e
mantida a temperatura ambiente (25+2°C) e 3145 % de umidade relativa (URE)
por 24h para secagem. Depois desse periodo, os filmes foram removidos e
condicionados em dessecadores (25+2 ‘C e 52+5 %URE, Mg(NOs)» 6H,0) durante
7 dias e em seguida caracterizados.

Tabela 13. Composicao dos filmes de GEL/GAR.

GEL/GAR Gelatina (%) Goma (%)
1:0 100 0
20:1 95 5
10:1 91 9
8:1 89 11
6:1 86 14
4:1 80 20
2:1 66 34
1:1 50 50
0:1 0 100

5.2.3 Potencial zeta

As solucgdes filmogénicas foram diluidas com agua deionizada mantendo-se

concentracdo final de 0,4g de polimero/100mL de solugdo, este sistema foi
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colocado em um Becker encamisado para controle da temperatura (50+5°C) e
submetido a agitagdo magnética por 10minutos. Posteriormente foi realizada a
titulacdo da solugao filmogénica com HCI varrendo o pH de 3,0 a 5,0, com auxilio
de um pHmetro (DIGMED, marca). O potencial zeta foi medido pelo equipamento
modelo Malvern Zetamaster Zeta-M (Malvern Instruments Ltda).

Foi construida uma curva da medida do potencial zeta (eixo y) em funcéo do
pH (eixo x) para cada formulacdo, pode-se calcular o valor de pH onde ocorre a
eletroneutralidade do sistema ({-potencial zeta igual a zero) intitulado como pHeta.

Este valor de pH foi determinado pela interseccao da curva no eixo x paray = 0.

5.2.4 Aspecto Visual e Espessura

Inicialmente, os filmes foram caracterizados pela observagéo visual e tatil,
visando utilizar apenas os filmes homogéneos (auséncia de particulas insoluveis e
coloragdo uniforme), continuos (sem a presenca de rupturas ou zonas
quebradicas) e resistentes ao manuseio (facilidade de desprendimento dos filmes
do suporte). Os filmes que ndo apresentaram tais caracteristicas foram
descartados. A espessura do filme foi determinada pela média aritmética de 10
medidas aleatorias sobre a area do filme, utilizando-se um micrémetro digital
Modelo MDC-25M, Mitutoyo, MFG (Toquio, Japéao) com 0,001 mm de resolugao.

5.2.5 Opacidade

Opacidade (Op) dos filmes foi determinada utilizando-se colorimetro
Hunterlab (Colorquest Il, Reston, VA, USA) pelo método da ASTM D523 (ASTM,
1999). As determinagdes foram feitas em ftriplicata apdés a calibracdo do
colorimetro com padrdo branco e padrdo preto, onde Op=(Opb/Opp)x100, sendo
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Op porcentagem de opacidade do filme, Opb opacidade do filme com o fundo
branco e Opp opacidade do filme com o fundo preto.

5.2.6 Propriedades Mecanicas

As medidas de tens&o na ruptura (TR) e de elongagéo na ruptura (E) foram
realizadas em texturébmetro TA-XT2 (Stable Micro System, Surrey, UK), operando
de acordo com o método ASTM D 882 (ASTM, 1995). Amostras de 10 cm de
comprimento X 25 mm de largura foram utilizadas com 8 repeti¢cdes e fixadas a
separacao inicial do probe (50 mm), e a velocidade do teste (1 mm/s).

5.2.7 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA, g.mm/m2.h.kPa) foi determinada
pelo método E-96-95 da ASTM (ASTM, 1995). As amostras dos filmes foram
cortadas na forma de discos e lacradas sobre células de permeacao feitas de
acrilico, contendo cloreto de célcio. As células de permeagdo foram
acondicionadas em dessecadores contendo solu¢ao salina saturada de cloreto de
sédio 75% URE e mantidas a 25+2°C. O vapor de agua transferido através do
filme foi determinado pelo ganho de massa no sistema, referente a cinco medidas
para cada amostra durante 48 horas. Os dados foram registrados em um grafico
de ganho de peso versus tempo. O coeficiente da reta, obtido por regresséao linear,
foi determinado e a PVA foi calculada por PVA = gx/t.A.Po. (RH1-RHy), onde g/t é
o coeficiente da reta (g/h), x é a espessura média do material (mm), A é a area de
permeacdo (m?), Po é a pressio parcial de vapor d'agua a 25°C (kPa) e (RH;-RHy)
€ o gradiente de umidade relativa entre o0 meio contendo cloreto de célcio anidro
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(0% UR) e a solucado de NaCl saturada (UR 75%). Foram feitas triplicatas para

cada filme.

5.2.8 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi feita de acordo com GONTARD &
GUILBERT (1994). Discos de filme com 2cm de diametro (m;) foram pesados () e
imersos em um béquer contendo 50 mL de agua deionizada, mantidos sob lenta
agitacdo mecanica por um periodo de 24h, a temperatura ambiente (25+2°C).
AplGs este periodo, as amostras remanescentes foram retiradas da solugéo e
secas em estufa com circulacdo de ar (105°C por 24 h) para determinacéo da
massa seca final da amostra (my). Todas as determinacdes foram realizadas em
triplicatas. A solubilidade em agua (%) foi calculada de acordo com a equacao

demonstrada abaixo:

%SOL = (m; - m;) .100

m;

5.2.9 Difracao de Raio-X

Os filmes de GEL/QUI foram analisados utilizando um difratdmetro de raio-X
(Rigaku D, Max, Tokyo, Japan) com radiacdo de Cu Ka na voltagem de 30kV e
30mA. As amostras foram submetidos a uma velocidade de varredura de 2°min
entre 20 = 5-35°.
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5.2.10 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

O espectro de infravermelho com transformada de Fourier foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por VICENTINI (2003), utilizando-se um
espectdmetro IR Prestige-2 Shimadzu (Kioto, Japao). Para cada filme, efetuou-se
10 varreduras em um intervalo espectral de 400-4000cm™ e resolucédo de 4cm™.

5.2.11 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As temperaturas de transicdo vitrea foram determinadas por andlise
calorimétrica de varredura utilizando-se um DSC 882e (TA Instruments, Mettler
Toledo, Ohio, EUA). As amostras (5mg+0,0001g) foram pesadas em uma
microbalanca (Boeco CE 03 0111, Alemanha) e condicionadas em capsulas
herméticas de aluminio em dessecadores contendo silica gel por 7 dias (25+2°C).
O equipamento foi calibrado com indium. As amostras condicionadas forma
aquecidas a 10°C.mim™, entre 30 e 250°C em ambiente inerte (100mL.min" de
N2) e como referéncia foi utilizada uma cépsula vazia. A temperatura de transicao
vitrea (Tg) e a entalpia de fusdo (AH) foram calculados utilizando o sofware

Universal Analysis V3.9A (Ta Instruments Thermal Analysis, Ohio, EUA).

5.2.12 Analise Estatistica

O programa SAS foi utilizado para calcular as analises de variancia (ANOVA)
e o teste de Tukey para avaliar diferencas entre as médias no intervalo de 95% de
confianga.
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Potencial Zeta

Na solugao filmogénica de gelatina (GEL) e goma arabica (GAR) foi realizada
a medida de C -potencial zeta no intervalo de pH de 3,0 a 5,5 conforme
apresentado na Figura 20.

A gelatina apresenta carga elétrica zero, quando o valor do pH é igual ao seu
ponto isoelétrico (pl), para a gelatina tipo B este valor varia de 4,8-5,2 (POPPE,
1997). Portanto, a gelatina encontra-se carregada negativamente em pH maior do
que pl (desprotonacao do grupo carboxila, -COQ") e positivamente em pH menor
do que pl (protonagdo do grupo amina, -NH;*). Por outro lado, a goma arabica
apresenta carga negativa, onde sua intensidade varia de acordo com o valor do
pH, quando o valor do pH se aproxima do ponto de dissociacdo da GAR (pKa em
torno de 2,2) ocorre uma reducao drastica da dissociacdo do grupo carboxila e
consequentemente diminui a intensidade da carga negativa (WEINBRECK,
TROMP & KRUIF, 2004). HUANG et al. (2007) relataram a formagéo do complexo
coacervado em condicbes de pH abaixo do ponto isoelétrico (pl), onde a GEL

encontra-se carregada positivamente e a goma arabica negativamente.

O grau de ionizagdo das solucdes poliméricas (gelatina e goma arabica)
individuais ou combinadas apresentam-se altamente dependente da variagdo do
pH, como pode ser observado na Figura 20. SINGH et al. (2007) relataram a
influéncia da variacdo do pH na complexagéao intermolecular e na separagao de
fase do sistema gelatina-goma arabica. Alguns fatores como o ajuste de pH
podem afetar a formagdo do complexo coacervado de GEL/GAR, bem como a:
taxa de adi¢do do agente ajustador de pH (HAUNG et al. 2007) e o tipo de agente
ajustador de pH utilizado (DANIELS & MITTERMAIER, 1995).
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A GEL no intervalo de pH de 3,0 a 5,5 apresenta-se carregada positivamente
e a intensidade da carga aumenta com a redugédo do pH, atingindo maximo de
+30mV em pH 3,0 e minimo de O0mV em pH igual a 5,0 (pl). No pl, a carga elétrica
encontra-se neutra, devido a fraca dissociacdo entre os grupos carregados na
superficie do biopolimero (VRIES, WEINBRECK & KRUIF, 2003). Resultado
similar de eletroneutralidade da carga da gelatina foi relatado por SINGH et al.
(2007) e GINSENAN, RICHARDSON & MORRIS (2003).

Na solucdo de goma arabica verificou-se maxima dissociagao (¢ -potencial
zeta igual a -30mV) do grupo carboxila nos pHs 4,5 e 5,0, ndo observou-se
alteracao nos valores de {-potencial zeta acima desses valores. SING et al. (2007)
observaram (-potencial zeta negativo e constante da goma arabica entre os pHs
4,0 e 10,0. A acidificacao da solucdo de goma reduziu significativamente o (-

potencial zeta (-10mV em pH igual a 3,0).

Na Figura 20 pode-se observar o efeito do pH no {-potencial zeta da solugéo
filmogénica de GEL/GAR, em varias proporcoes estequiométricas. Este estudo foi
realizado para definir a condicdo 6tima de pH (pHcoacevagio) Para que ocorresse
maxima interacdo eletrostatica atrativa entre a carga positiva da gelatina (-NH4") e
a carga negativa da goma arabica (-COQ") caracterizada pelo ¢-potencial zeta
igual a zero. Para a proporgéo estequiométrica 1:1 de GEL/GAR o {-potencial zeta
apresenta-se nulo em pH 4,3 e para a proporgao de 2:1 o valor do pHcoacervagzo fOI
de 4,5. Entretanto, para as demais solu¢cdes de GEL/GAR (4:1; 6:1; 8:1; 10:1 e
20:1) ndo se observou alteracdes no valor do pHcoacervacao (4,9) em fungéo da
propor¢do estequiométrica. Nestas formulagdes, a proximidade do valor de
PHcoacervagao cOM 0 valor do pl da gelatina provocou baixa dissociagdo do
grupamento amina da proteina e altamente dissociagdo do grupamento carboxilico
da goma, por isso alta concentracdo de gelatina foi utilizada para neutralizar o
grupo carregado da goma em baixa concentracao.
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Figura 20. Curva do potencial zeta da solugédo filmogénica do par polimérico
GEL/GAR em fungdo da variagcdo do pH (titulagdo com HCI) em diferentes
propor¢cdes estequiométricas.

5.3.2 Efeito da proporcao estequiométrica

A elaboracédo do filme em condigdes de coacervacgdo favorece o surgimento
de novas interagdes, e com isso, produz um material com novas propriedades. De
acordo com WANG et al. (2009) a interacéo eletrostatica entre as moléculas dos

biopolimeros pode afetar as propriedades funcionais dos biofilmes. A razédo entre
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os biopolimeros é um dos parametros que afetam a intensidade das interacdes e o
grau de auto agregacao durante a complexagédo, sendo um fator importante no
controle do balanco de cargas entre o polissacarideo e a proteina (LIU, LOW &
NICKERSON, 2009).

5.3.2.1 Aspecto Visual e Espessura

Inicialmente, os filmes coacervados (pPHcoacervagio) € COMpostos (sem ajuste
de pH - pHinicia) de gelatina e goma arabica foram avaliados de acordo com seu
aspecto visual, facilidade de manuseio e com relagdo a espessura dos mesmos.

Visualmente, todos os filmes apresentaram-se transparentes, homogéneos
com superficies uniformes (auséncia de particulas insoluveis). O filme controle de
GEL (100% de GEL) e os filmes de GEL/GAR, nas diversas proporcoes
estequiométricas testadas, mostraram-se compactos e coesos, 0 que permitiu a
facil remogéao da placa, principalmente para os filmes contendo maior teor de GEL,
enquanto para o filme contendo maior teor de GAR (1:1 de GEL/GAR) observou-
se maior fragilidade durante o manuseio. Dessa forma, o filme controle de GAR
(100% de GAR) foi descartado por apresentar-se quebradico impossibilitando sua

remocao da placa.

Foi realizado o controle da espessura dos filmes para que ocorra maior
constancia dos resultados, sendo assim a média da espessura foi de 0,030 *
0,004mm néo se observando diferenca significativa (p<0,05) entre formulacdes
estudadas.

Posteriormente a caracterizagdo visual, nas formulagbes selecionadas foi
realizada um estudo variando a proporcao estequiométrica de GEL e GAR frente
suas nas propriedades funcionais (tensdo na ruptura - TR, elongacdo — ELO,
permeabilidade ao vapor de agua — PVA e solubilidade em agua — SOL), como
pode ser observado na Tabela 14.
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5.3.2.2 Propriedades Mecénicas

Nos filmes coacervados de GEL/GAR nao foi observado diferenca
significativa da TR entre as varias proporgcoes estequiométricas testadas, exceto
para a formulagéo contendo 1:1 de GEL/GAR (Tabela 14). Para esta formulagéo
notou-se reducao significativa da TR em relacdo aos demais filmes (incluindo o
filme controle de GEL). Esta diferenca na TR poderia estar relacionada a
desorganizagao da estrutura do filme 1:1 de GEL/GAR, onde foi adicionado 50%
de GAR. Portanto, a presenga de goma arabica poderia estar conferindo ao filme
uma estrutura com maior fragilidade mecéanica, devido a natureza rigida de sua
cadeia polimérica limitando a mobilidade do filme, o que poderia tornar a estrutura
do filme mais quebradica e inflexivel. Efeito oposto foi observado em filmes
compostos de quitosana e goma guar, onde a TR aumentou com a incorporacéo
de goma guar no filme de quitosana, segundo RAO et al. (2010). Estes autores
atribuiram este aumento da TR a formacao da ligacao intermolecular entre NH3"
da cadeia da quitosana e OH da goma arabica.

Filmes comerciais sintéticos de polietilieno e de polietileno/nylon
apresentaram valores de tenséo na ruptura de 84,6+1,4KPa e 235,0+1,0KPa com
espessura de 0,02 e 0,08um, respectivamente (JO et al. 2005). Os resultados de
tensdo na ruptura dos filmes coacervados de GEL/GAR contendo maior teor de
GEL (10:1 e 20:1 de GEL/GAR) mostraram similares ao filme de polietileno,
entretanto apresentaram-se menos resistentes do que o filme de polietileno/nylon.

A elongacdo dos filmes nao apresentou alteracdo significativa entre as
formulacées contendo 20:1; 10:1; 8:1; 6:1 1.0 de GEL/GAR e estes filmes
apresentaram maiores valores de ELO do que os filmes nas proporcoes 4:1; 2:1 e
1:1 de GEL/GAR. Isto pode ser explicado pelo alto teor de GAR presentes nas
formulacbes 4:1; 2:1 e 1:1 (compostas por 20, 34 e 50% de GAR,
respectivamente) em relacdo as outras formulacoes.
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A elongacéo do filme de polietileno e do polietileno/nylon foi de 11,612,4% e
18,0£1,9%, respectivamente (JO et al. 2005). Ao comparar os valores de ELO dos
filmes coacervados com os filmes sintéticos pode-se constatar a superioridade dos
filmes sintéticos frente a flexibilidade. Estes baixos valores de ELO podem ser
melhorados com adicdo de um agente plastificante compativel ao sistema
coacervado GEL/GAR.

WANG et al. (2007) elaboraram filmes contendo diferentes combinagbes de
proteinas e polissacarideos. Em geral, estes autores verificaram que filmes a base
de proteina apresentavam menor TR ao serem comparados com os filmes a base
de polissacarideos. Efeito oposto foi observado para a ELO, onde os filmes

proteicos mostraram-se mais flexiveis.

5.3.2.3 Solubilidade em agua

Filme controle de GEL (1:0 de GEL/GAR) apresentou 100% de solubilidade
em agua (SOL). Ao incorporar GAR no sistema, observou-se reducao significativa
da solubilidade em &gua nos filmes coacervados de GEL/GAR, dependendo da
relacdo estequiométrica utilizada. O maior valor de SOL foi verificado na
formulacédo 1:1 de GEL/GAR (maior teor de GAR) e o menor valor de SOL para
10:1 de GEL/GAR (menor teor de GAR), em relacdo aos demais filmes testados
(Tabela 14).

Uma hipdtese que explicaria a menor SOL esta relacionada a condi¢do de
pH da solucao filmogénica utilizada. Como o filme coacervado de GEL/GAR (10:1)
foi elaborado em pH (pPHcoacervagzo 4,9) proximo ao pl da GEL (5,2), nesta condigéo
de pH a proteina apresenta baixa solubilidade em agua, devido a carga elétrica
neutra na superficie da proteina (g-potencial zeta igual a zero) (LIU &
NICKERSON, 2009). Efeitos antagdnicos podem promover maior solubilidade dos
biopolimeros, segundo SCHMITT et al. (1998) afirmaram que a alta densidade de
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carga elétrica entre os biopolimeros e a baixa hidrofobilicidade favorecem a
solubilidade dos biopolimeros.

Complexos de isolado protéico de ervilha e goma arabica reduziram a
solubilidade da proteina em 60% quando elaboradas em condigdo de coacervagao
(LIU et al. 2009). Biopolimeros formam complexos insoluveis em agua, através da
neutralizagdo das cargas do sistema pelo método de coacervagao (SCHIMITT et
al. 2007).

5.3.2.4 Permeabilidade em agua

A adicdo de goma arabica ao filme aumentou significativamente a
transferéncia ao vapor de agua ao se comparar com filme 1:0 de GEL/GAR (filme
controle — sem adicdo de GAR), em todas as proporgdes estudadas (Tabela 14).
Este comportamento pode ser explicado por dois fendbmenos, primeiramente, a
natureza hidrofilica da goma facilitando a interacdo entre as moléculas de agua e
0s grupos polares presentes em sua estrutura. Em segundo lugar, a adicdo da
goma pode ter perturbado a organizagdo do sistema protéico gerando um filme

com maior porosidade.

Os valores de PVA variaram de 0,25+0,02 a 0,20+0,03 g.mm/m?.h.kPa para
os filmes coacervados de GEL/GAR (Tabela 14), mas esta diferenca nao foi
significativa entre as varias proporcoes estequiométricas estudadas. Isto pode ser
justificado pela interacdo efetiva e pela compatibilidade entre GEL e GAR, que
permitiu a formacédo de um filme coeso mantendo entretanto a porosidade da rede
polimérica. Resultados similares foram encontrados em filmes de quitosana e
goma guar (RAO et al. 2010) e em filmes de quitosana e alginato (YAN, KHOR &
LIM, 2000).

Os filmes coacervados de GEL/GAR mostraram-se mais resistentes a
transferéncia de vapor de 4gua do que o filme de celofane (0,30 g.mm/m?.h.kPa) e
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menos resistentes que o polietileno de baixa e alta densidade (3,33 x 10% e 8,33 x
10* g.mm/m2h.kPa, respectivamente) (ANDREUCCETTI, CARVALHO &
GROSSO, 2009). Ao comparar os resultados de PVA dos filmes coacervados com
outros biofilmes encontrados na literatura pode-se verificar resultados similares ou
inferiores de PVA. Por exemplo, filmes polieletrélitos de quitosana e alginato
quando elaborados em meio com HCI apresentaram PVA de 0,10 g.mm/m?.h.kPa
(YAN, KHOR & LIM, 2000) e filmes compostos de gelatina bovina e quitosana e
goma guar apresentaram com PVA de 0,14 g.mm/m?.h.kPa (GOMEZ-ESTACA et
al. (2011). PEKERBASARA, OVEZ & BALCIOGLU (1993) reticularam o filme
coacervado de gelatina e goma ardbica com formaldeido e obtiveram PVA de
1,20x10" g/Pa.s.m, enquanto o filme coacervado de GEL/GAR deste estudo

apresentou PVA quatro vezes menor (3,15x10"'" g/Pa.s.m).

5.3.2.5 Umidade

Na Tabela 14 pode-se observar os valores de umidade (UMI) dos filmes
coacervados de GEL/GAR em diferentes proporgdes estequiométricas dos
biopolimeros. Em geral, os valores de UMI ndo diferem significativamente entre as
propor¢des estequiométricas de GEL/GAR estudadas.
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Tabela 14. Efeito da proporcédo estequiométrica entre os biopolimeros (gelatina - GEL e goma arabica - GAR) nas

propriedades funcionais dos filmes coacervados (pPHzeta)-

GEL/GAR TR (MPa)* ELO (%)* PVA (g.mm/m®.hkPa)*  SOL (%)* UMI (%)*
1:1 64,26+1,56°  2,30+0,31¢ 0,20+0,03%° 54,6+5,2° 16,4+2,0%
2:1 75,65+1,20%  3,26+0,10™ 0,22+0,02%° 41,943,8° 15,6+2,0%
4:1 78,15+2,65%  2,97+0,39% 0,25+0,02° 26,5+2,8% 15,2+3,2%
6:1 82,53+2,63%  4,40+0,25° 0,22+0,02% 37,543,1° 17,4+0,8?
8:1 77,1243,09%  4,49+0,27° 0,23+0,02% 35,1+4,8% 16,0+0,2%°
10:1 85,40+3,41%  3,89+0,25% 0,25+0,02° 23,441,8° 15,5+1,8%
20:1 81,75+7,05% 4,01+0,11%° 0,24+0,03? 38,143,5° 16,0+1,1%°
1:0 84,88+2,23%  3,05+0,33% 0,16+0,006" 100,0+0,02 13,241,7°

TR (tenséo na ruptura), ELO (elongacao), PVA (permeabilidade ao vapor de agua), SOL (solubilidade em agua) e UMI (umidade).

*Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras diferentes mindsculas na representam diferencga significativa (p<0,05) entre as médias obtidas

através do teste de TUKEY.
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5.3.2.6 Difracao de raio-X

Os resultados da difracao de raio-X dos filmes coacervados nas propor¢des
estequiométricas 1:1, 10:1 e 20:1 de GEL/GAR e do filme controle de GEL podem

ser visualizados na Figura 21.

Como os filmes controle de GAR foram descartados por sua baixa
resisténcia adotou-se como referéncia os resultados de COZIC et al. (2009) e de
TIWARI (2007). Estes autores verificaram que a GAR apresenta area de
cristalinidade na regido 20 20-30° e pico largo revela a predominéncia da

caracteristica amorfa do material.

Na Figura 21(4) pode-se observar que o filme de GEL apresenta dois picos
de difracdo, sendo um pico agudo em aproximadamente 206=8° e o outro pico
largo em 26=20°. O pico agudo esta relacionado com o diametro da tripla hélice e
sua intensidade esta associada ao conteudo de tripla hélice presente no filme de
GEL (LIU et al. 2012). O perfil mais largo do que o segundo pico é atribuido a
regiao amorfa do filme de GEL.

Mesmo perfil foi notado para os difratogramas do filme de GEL e dos filmes
coacervados de GEL/GAR nas proporgdes 20:1 (95% de GEL), 10:1 (91% de
GEL) e 1:1 (50% de GEL). Os filmes coacervados de GEL/GAR (20:1 e 10:1)
apresentaram picos de difragdo mais intensos e agudos do que o filme de
GEL/GAR (1:1), sendo indicativo do aumento da presencga de regides cristalinas
no filme. Comportamento similar foi verificado por LI et al. (2011) em membranas
de alginato e gelatina. Estes autores observaram elevagcao gradativa na
intensidade do pico de difragdo a medida que se aumentava o conteudo de
gelatina na formulacao, devido as fortes interagdes eletrostaticas atrativas entre a
gelatina e o alginato.
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Figura 21. Caracterizagdo microestrutural por difragdo de raio-X dos filmes
coacervados em diferentes propor¢des estequiométricas de GEL/GAR: (1) 1:1, (2)
10:1, (3) 20:1 e (4) 1:0 — controle gelatina.

5.3.2.7 Calorimetria Diferencial de varredura

A calorimetria diferencial de varredura — DSC (differential scanning
calorimeter) é uma técnica muito utilizada para investigar a miscibilidade entre os
polimeros. Dessa forma, foi realizado um estudo das propriedades térmicas
(temperatura de transicdo vitrea—Tg e entalpia-AH) dos filmes coacervados de
GEL/GAR em diferentes proporgcbes estequiométricas, como apresentado na
Tabela 15.
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O termograma do filme de GEL exibiu dois picos endotérmicos e,
consequentemente, duas temperaturas de transicdo vitrea em 98,22°C (Tg1) e
202,05°C (Tgo). BIGI et al. (1998) também relataram a presenca de um pico
endotérmico em 91,5°C e associaram a transi¢do helicoidal do filme de gelatina.
Varios autores relataram a total desidratacao do filme de gelatina na temperatura
de transicao vitrea em 200-220°C (SOBRAL & HABITANTE, 2001; MARSHALL &
PETRIE, 1980; SLADE & LEVINE, 1987). Esta faixa de variacdo da Tg esta
associada a diversos fatores, como a origem da gelatina, a distribuicdo do peso
molecular, os métodos de extracdo e a dificuldade no controle de umidade das
amostras (SOBRAL & HABITANTE, 2001).

Os filmes coacervados de GEL/GAR (1:1 e 10:1) apresentaram o mesmo
perfil dos termogramas do filme controle de GEL, com dois picos endotérmicos.
Este comportamento parece evidenciar a compatibilidade entre a GAR e a GEL
nos filmes coacervados. Entretanto, nos filmes coacervados de GEL/GAR pode-se
observar alteragao significativa nos valores de Tg em relagdo ao filme controle,
onde o filme elaborado na proporcao 10:1 de GEL/GAR apresentou maior valor de
Tg nos dois picos endotérmicos em relacdo ao filme controle, enquanto para o
filme 1:1 de GEL/GAR o valor de Tgs mostrou-se menor do que para o filme de
GEL. Os altos valores de Tg do filme coacervado (10:1 de GEL/GAR) poderiam
indicar como étima essa proporcao estequiométrica entre os biopolimeros para
que ocorresse maior interacao eletrostatica em condicdo de coacervagéo. LI et al.
(2011) observaram comportamento semelhante nos complexos de gelatina e
alginato, os altos valores de Tg dos filmes sao atribuidos as intensas ligacoes
intermoleculares de hidrogénio e as interacdes eletrostaticas atrativas.
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Tabela 15. Efeito da proporgéao estequiométrica sobre a temperatura de transi¢éo
vitrea (Tg) e a entalpia de fus&o (AH) do filme coacervado de GEL/GAR.

Filme Tg1(°C) AH(JIg) Tg2(°C)  AH(J/qg)
GEL controle 98,22 3175 202,05 11,59
GEL/GAR (1:1) 76,99 181,10 223,92 8,63

GEL/GAR (10:1) 109,96 263,90 226,25 5,41

5.3.2.8 FTIR

A espectrometria com transformada de Fourier (FTIR) € uma importante
ferramenta utilizada para detectar possiveis alteracbes na estrutura do complexo,
através da formacao ou rompimento de ligacdes ou interacées quimicas. Portanto,
esta técnica foi empregada na tentativa de confirmar a interacao eletrostatica
atrativa entre a GEL (carga positiva) e GAR (carga negativa). O filme controle de
GEL e os filmes coacervados (10:1 e 1:1 de GEL/GAR) foram analisados pela
FTIR, como pode ser observado na Figura 22.

O espectro de FTIR do filme de GEL apresenta pico de amida-A em 3275
cm’' representando o estiramento NH e de amida-B em 2900 cm™' do estiramento
do grupo CH e —NH,. Entre 1650 e 1200 cm™ foram observados trés picos
caracteristicos do grupamento amida: amida | em 1630 cm™” referente a
estiramento do C=0 e das pontes de hidrogénio acoplados ao COO, amida Il em
1530 cm™, que consiste do dobramento do grupo N-H e do estiramento do grupo
C-N e amida lll, que representa o estiramento vibracional em 1240 cm’” (C—N e N-
H), em 1080 cm™ (C-O) e 1030 cm™ (CO-0), segundo YAKIMETS et al. (2005) e
STAROSZCZYK et al. (2012).

Como néao foi realizada analise de FTIR do filme controle de GAR, a
referéncia utilizada neste trabalho foi a de TIWARI (2007). Este autor registrou
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para amostras de GAR uma banda larga e forte em 3418 cm™ devido o
estiramento do grupo OH, em 2932 cm™ devido ao estiramento de do grupo CH;
em 1720 cm™ devido & presenca do grupo carboxilico (COOH); em 1634 cm™
devido ao estiramento do grupo carbonila (C=0); em 1423 cm™ devido ao
dobramento do grupo hidroxila (~OH) do acido carboxilico e em 1254 cm™ devido
ao estiramento do C=0 do grupo carboxilico.

Ao comparar os filmes coacervados 1:1 de GEL/GAR com o filme de GEL,
notou-se reducdo na intensidade das bandas em 3277 cm™ (referente ao grupo
amida da GEL), em 1548 cm™ (referente ao dobramento do grupo N-H e do
estiramento do grupo C-N da GEL), em 1451cm™ (referente ao dobramento do
grupo hidroxila do &cido carboxilico) e em 1239 cm™ (referente ao estiramento do
grupo C=0), enquanto a banda em 1029 cm™ sofreu um alargamento e aumento
em sua intensidade. Entretanto, ao realizar essa mesma comparag¢ao com o filme
coacervado 10:1 de GEL/GAR pode-se observar aumento na intensidade da
banda em 3285, 1539, 1079 e 1029 cm™, portanto, este aumento esta intimamente
relacionado com o aumento de teor do grupo amida no filme em decorréncia da
interacédo eletrostatica entre o grupo amina da GEL (NH4") e grupo carboxila da
GAR (COO).

Estas alteracoes referem-se a formacdo de fortes interacOes
intermoleculares, incluindo pontes de hidrogénio e atracbes eletrostaticas entre a
GEL e a GAR (Ll et al., 2011 e DONG, WANG & DU, 2006).

191



Capitulo 5— Filmes coacervados de gelatina e goma ardbica e suas propriedades funcionais.

1450,36 1237,53

1032,67
1029,06

3284,19

102843

1634,45

1548,71
123960

145198

3277,21

Absorbancia

1633,70

153,02

1452.48 123794

107,85 1022,06

328598

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 9000
cm-1

Figura 22. Espectrometria de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) dos
filmes simples de gelatina (a), filme coacervados de GEL/GAR nas proporgdes 1:1
(b) e 10:1 (c).

Todos os testes realizados (tensédo na ruptura, elongacéao, permeabilidade
ao valor de agua, solubilidade em agua, umidade, DSC e difracao de raio-X)
sugerem que existe uma proporcao 6tima entre a gelatina e goma arabica para

formar um forte complexo coacervado nos filmes de GEL/GAR.

5.3.3 Efeito do método de coacervacao nas propriedades funcionais dos
filmes de GEL/GAR

Na Figura 23 pode-se visualizar a comparagdo entre as propriedades
funcionais (TR, ELO, PVA e SOL) dos filmes coacervados de GEL/GAR
(elaborados em pHcoacervagio) € dos filmes compostos (elaborados sem ajuste de
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pH — pHinicia)) Nas mesmas proporgdes estequiométricas. Os filmes compostos
(sem ajuste de pH) foram elaborados com valores de espessura variando entre
0,038 = 0,006mm n&o se observando diferenga significativa (p<0,05) entre filmes
coacervados e compostos.

A obtencdo dos filmes através da coacervagcao atuou melhorando a
resisténcia dos filmes de GEL/GAR. Este comportamento é indicativo de que o
método produziu filmes com fortes interacdes ibnicas e ligagdes mais estaveis do
que os filmes ndo coacervados. Comportamento similar foi verificado por YAN,
KHOR & LIM (2000) elaborando filmes complexos de quitosana e alginato em
meio &cido (HCI) com melhor resisténcia do que o filme elaborados sem
tratamento (sem a adicdo do acido). Estes autores atribuiram esta melhora a

complexacao entre as cargas opostas dos dois polimeros.

Em algumas propor¢cdes estequiométricas testadas podem-se notar
diferencas significativas nos parametros de TR, ELO, SOL e de PVA quando o
filme coacervado foi comparado ao filme composto (sem ajuste de pH). Portanto, o
filme coacervado contendo 2:1 de GEL/GAR apresentou maior ELO do que o filme
composto (sem ajuste de pH), o filme coacervado de GEL/GAR (10:1) mostrou-se
menos soluvel em &gua e os filmes coacervados (2:1 e 8:1 de GEL/GAR)
apresentaram menor PVA do que o filme composto. Entretanto, os filmes
coacervados (2:1; 4:1; 6:1; 8:1 e 20:1 de GEL/GAR) foram mais resistentes

mecanicamente do que o filme composto.

Em filmes polieletrélitos de quitosana e alginato nao foi observado reducao
na ELO com neutralizacdo das cargas (YAN, KHOR & LIM, 2000). Neste mesmo
estudo, também verificou-se a reducao significativa da PVA em condicao de
complexacao das cargas em relagdo ao filme nao tratado. Este comportamento
provavelmente pode estar relacionado ao rearranjo mais efetivo da cadeia
polimérica nos filmes complexados em meio acido do que nos filmes sem
tratamento acido.
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Da mesma forma que foi avaliada a influencia da proporgéao estequiométrica
nas propriedades funcionais dos filmes coacervados (descrito no item 5.3.2), este
mesmo estudo foi realizado para os filmes compostos (sem ajuste de pH), como
pode ser verificado na Figura 23. Ao comparar influencia da proporcéao
estequiométrica nas diferentes propriedades funcionais (TR, ELO, PVA e SOL) do
filme composto verificou-se 0 mesmo comportamento apresentado para os filmes

coacervados.
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Figura 23. Efeito do método de coacervacdo nas propriedades funcionais nos filmes de GEL/GAR: tensdo na ruptura —
TR (a), elongacao — ELO (b), solubilidade em agua — SOL (c) e permeabilidade ao vapor de agua — PVA (d).

195



Capitulo 5— Filmes coacervados de gelatina e goma ardbica e suas propriedades funcionais.

Andlises complementares de difragdo de raio-X (DRX), calorimetria
eletrdnica de varredura (DSC) e espectrometria com transformada de Fourier
(FTIR) formam realizadas nos filmes compostos e nos filmes coacervados de
GEL/GAR elaborados na propor¢do estequiométrica 10:1. Esta proporcao foi
selecionado por apresentar um dos maiores valores de TR, ELO e o menor valor
de SOL em relacédo as demais proporgdes estudadas.

Na Figura 24 pode-se observar a difracdo de raio-X para os filmes
coacervados e para os compostos (sem ajuste de pH). Para os dois filmes de
GEL/GAR constatou-se o mesmo perfil, ou seja, a presenca de dois picos de
difracdo em 206 8° e 20°, mas nota-se diferenca na intensidade dos picos entre os
filmes. O aspecto do pico de difracao agudo (26=8°) e largo (26=20°) confirma a
natureza semicristalina dos filme coacervado e do filme composto, onde o pico
agudo é atribuido a regibes cristalinas e o pico largo a regidées amorfas. No filme
coacervado, os dois picos de difracdo apresentaram menor intensidade do que o
filme composto, indicativo do seu aspecto mais amorfo em relacdo ao filme

composto.

CHEN et al. (2003) atribuiram a diminuicdo na cristalinidade do filme
composto de gelatina-quitosana a quebra nas ligacées de hidrogénio na molécula
da quitosana, o que resulta na estrutura amorfa no complexo polieletrélito. BERGO
& SOBRAL (2007) observaram que filmes com caracteristicas amorfas néo
apresentaram tendéncia a recristalizacdo, devido ao aumento na umidade nos
mesmos. A reducdo na cristalinidade do filme coacervado poderia ser explicada
pela diferenga significativa entre os valores de UMI do filme coacervado
(15,46%1,77%) em relacao ao filme composto (10,23+1,64%).
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Figura 24. Caracterizacdo microestrutural por difracdo de raio-X do filme de
GEL/GAR (10:1) coacervados (a) e do filme composto de GEL/GAR (10:1) (b).

Filmes coacervados e compostos de GEL/GAR foram avaliados
termicamente através da calorimetria diferencial de varredura (DSC), como pode

ser visualizado na Tabela 16.

O método de coacervacdo ndo afetou o comportamento da curva
calorimétrica dos filmes, indicado pela presenca de dois picos endotérmicos no
filme coacervado e composto. Ao avaliar os dados para o primeiro pico pode-se
observar que o filme coacervado apresentou menor valor de Tgs e maior valor de
AH (aproximadamente 12 vezes maior) do que o composto. STAROSZCZYK,
PIELICHOWSKA, SZTUKA, STANGRET & KOLODZIEJSKA (2012) relataram que
valores mais elevados de entalpia (AH) refletem na formagéo de uma estrutura
mais estabilizada através das ligagbes intramoleculares de hidrogénio e também
pela presenca de uma camada de agua. Estes autores ainda observaram que a
diminuicdo da Tg pode estar relacionada com a formacao de novas ligacdes que
alteram a estrutura do filme, o que resulta no aumento do volume livre na matriz

polimérica.

No segundo pico verificou-se que o valor da Tg» foi muito maior para o filme
coacervado do que o composto (sem ajuste de pH), ou seja, o flme coacervado
apresentou maior estabilidade térmica ocasionada pela formagéo de um complexo
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forte e bem estruturado quando produzido em condigbes de coacervagao.
Comportamento similar foi verificado em complexo de B-lactoglobulina e pectina
(JONES, DECKER & McCLEMENTS, 2010). Os autores observaram aumento da
temperatura de fusdo com a incorporagédo da pectina na B-lactoglobulina, o que
promoveu estabilidade térmica ao complexo através da interagdo eletrostatica
entre os grupos carregados positivamente da proteina com o0s grupos negativos da

pectina.

Tabela 16. Efeito do método de coacervacdo sobre a temperatura de transi¢éo
vitrea (Tg) e a entalpia de fusdo (AH) do filme de GEL/GAR.
Filme Tg1(°C) AH4(J/g) Tgo(°C) AHx(J/g)
GEL/GAR coacervado (pHcoacervacso) 109,96 263,9 226,25 5,40
GEL/GAR composto (sem ajuste de pH) 119,59 21,55 150,20 17,40

Efeito do método de coacervagdo também foi avaliado por FTIR, mas nao foi
notada diferenca entre o espectro do filme coacervado e do composto e desta
forma os resultados néo forma apresentados.

5.3.4 Concentracao do material polimérico

Todos os estudos realizados neste trabalho foram feitos com filmes
contendo 2% de material polimérico, devido o elevado tempo de secagem (30h).
Foram também testadas outras concentracbes poliméricas (4, 6, 8 e 10g de
polimero por 100g de agua), na tentativa de reduzir o tempo de secagem e
otimizar o processo de producdo dos filmes coacervados utilizando-se a relacao
10:1 de GEL/GAR (Tabela 17). Em todas as concentracbes testadas, os filmes
coacervados apresentaram-se com baixa viscosidade, facilitando a dispersdo do
filme da placa de secagem e promovendo maior controle da espessura (0,034 *
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0,007mm). O tempo de secagem foi reduzido drasticamente de 30h para 8h (filme
com 10%), para 12 (filme com 8%), para 15h (filme com 6%) e para 22h (filme com
4%). Apdés a secagem os filmes mostraram-se transparentes, facilmente

manuseaveis, homogéneos e coesos.

Os filmes coacervados contendo 6, 8 e 10% de material polimérico
apresentaram pequena reducdo nos valores de TR em relacdo aos filmes
contendo 2 e 4% de material polimérico (Tabela 17). Apesar das diferencas
significativas, os valores de TR apresentaram-se altos para todas as
concentragdes de material polimérico. O aumento na concentracdo de material
polimérico em solucdo poderia ter promovido uma saturacdo de cadeias
poliméricas em solucdo, dificultando a interacdo entre os grupos laterais das
cadeias da GEL e da GAR carregadas positivamente e negativamente,
respectivamente. Portanto, o impedimento estérico dentro da matriz do filme pode
ter formado uma estrutura desorganizada e com poucas interacbes. Em geral, os
valores de elongacao (ELO) nao foram afetados pela concentracao polimérica dos
filmes coacervados de GEL/GAR.

Os filmes elaborados com 2, 4 e 6% de polimeros apresentaram os
menores valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e entre estas
formulacdes nao foi observada diferenca significativa. Os filmes contendo 8 e 10%
de material polimérico apresentaram os maiores valores de PVA. Como observado
anteriormente, a alta concentragdo de polimero na solugéo filmogénica parece ter
produzido a desorganizacdo da estrutura e a reducdo das interacdes, e
consequentemente um aumento no volume livre da matriz facilitando a difusao do

vapor de agua através do filme.

De acordo com a Tabela 17, pelos resultados de TR e PVA pode-se notar a
formacao de uma estrutura mais organizada, devido a maior facilidade de
interagcao entre os biopolimeros em filmes com menor concentragao polimérica do
que os filmes contendo alto teor de polimero.
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Em relacdo a umidade (UMI) nao foi observado nenhuma tendéncia com o
aumento da concentracdo do material polimérico. Geralmente, o alto teor de
material polimérico na matriz aumenta a compactacao da estrutura do filme e
consequentemente, reduz o espacgo livre onde a agua poderia se ligar na rede

polimérica.

A concentracao de 6% de material polimérico foi eficaz em reduzir o tempo
de secagem pela metade do que foi verificado para o filme contendo 2% de
material e além desta propriedade sem alterar negativamente as propriedades
funcionais dos filmes coacervados de GEL/GAR, ou seja, o aumento da
concentracao para 6% nao alterou significativamente a PVA e nem SOL do filme
em relagdo a concentracao de 2%.

Tabela 17. Efeito da concentragéo de polimero total (Cpol) dos filmes coacervados
de GEL/GAR (10:1) propriedades funcionais (TR, ELO, PVA, SOL e UMI).

Coo* TR (MPa)**  ELO (%)** PVA SOL (%)**  UMI (%)**
(g.mm/m?.h.kPa)**

2  85,40+3,41% 3,89+0,25% 0,25+0,02° 23,5+1,8° 15,5+1,8°

4 82,91+0,78% 4,99+0,63? 0,19+0,01° 35,4+3,12 8,5+0,4°

6 75,09+1,81° 3,93+0,84% 0,21+0,02° 26,2+1,9% 14,7+1,7°

8  77,70+1,03° 3,59+0,17% 0,32+0,04%° 32,141,8%°  14,2+41,8°

10  76,54+1,77° 3,23+0,31° 0,35+0,05? 30,3+1,8%° 8,5+0,4°

* Unidade de Cpol g de polimero 100g™" soluc&o;

** Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras diferentes minusculas representam diferenca

significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.
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5.3.5 Efeito da adicao do plastificante no filme coacervado

A escolha do plastificante € muito importante uma vez que afeta fortemente a
propriedade fisico-quimica do filme.

Os filmes coacervados contendo 6% de material polimérico de GEL/GAR
(10:1) mostraram-se resistentes, porém com baixa flexibilidade. Por esta razao,
fez-se necessario a adicdo de uma agente plastificante (2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25
e 30g de plastificante/100g de material polimérico) na tentativa de aumentar a
elongacéao (ELO) dos filmes.

Para todas as formulagdes adicionadas de plastificante foi realizado um
estudo para manter a espessura (0,035+0,006mm) sem diferenca significativa
(p<0,05) entre as formulagdes estudadas anteriormente.

5.3.5.1 Opacidade

A opacidade (Op) € um parametro critico e determinante na escolha do tipo
de aplicacdo para o biofilme biodegradavel, particularmente quando o filme for
utilizado diretamente na superficie do alimento ou para melhorar a aparéncia do
produto (PARK, WHITESIDE & CHO, 2008).

O efeito da adicdo do agente plastificante (triacetina ou glicerol) na
opacidade (Op) dos filmes coacervados de GEL/GAR pode ser observado na
Figura 25. Os filmes elaborados com glicerol, em varias concentracdes testadas,
apresentaram-se transparentes com Op em torno de 12,74 + 0,03%. Este valor
nao diferiu significativamente em relacdo ao filme controle (sem plastificante).
RIVERO, GARCIA & PINOTTI (2009) também relataram que a Op dos filmes de
gelatina e quitosana nao sofreu influencia da adicao do glicerol.
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A adicao de triacetina aumentou significativamente a opacidade dos filmes
coacervados em relacao ao filme controle. MAFTOONAZAD, RAMASWAMY &
MARCOTTE (2007) observaram nitidamente que a elevagdo da Op foi

proporcional ao aumento do conteudo de sorbitol no filme de pectina.

Os filmes contendo triacetina apresentaram maior valor de Op do que os
filmes contendo glicerol, em todas as concentracdes de plastificante.

14,5
—&— Triacetina

—2&— Glicerol

12,5

12
0 2,5 5 7,5 10

Cp (g de plastificante/100g de polimero)

Figura 25. Efeito do tipo de plastificante (glicerol ou triacetina) na opacidade dos

filmes coacervados testados em varias concentracées.

5.3.5.2 Propriedades Mecanicas

Na Tabela 18 pode-se observar o efeito do tipo e da concentragdo de
plastificante utilizada e a influencia nas propriedades mecéanicas dos filmes
coacervados de GEL/GAR (10:1).

A adicdo da triacetina provocou alteragdes significativas na estrutura dos
filmes coacervados, reduzindo os valores de tenséo na ruptura (TR) em relacao ao
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filme controle (sem plastificante), como observado na Tabela 18. Contudo, a
triacetina ndo afetou significativamente os valores de elongagdo (ELO) em

comparacao ao filme controle.

A adigcdo crescente de glicerol nos filmes coacervados (10:1) foi
proporcional a redugcédo da TR, mas somente nas concentragbes de 10 e de 30%
de glicerol foi observado elevacdo da ELO dos filmes coacervados de GEL/GAR
em relacao ao filme controle (sem plastificante). Acredita-se que os grupos polares
(-OH) ao longo da cadeia do plastificante estabelecem ligagdes de hidrogénio
entre polimero-plastificante substituindo as interagdes entre o polimero-polimero
nos biofilmes, segundo GENNADIOS, WELLER & TESTIN (1993). O glicerol
apresentou uma acao efetiva como plastificante em filme composto de gelatina e
quitosana, reduzindo a tens&o na ruptura em 50% e aumentando a ELO em 50%
(RIVERO, GARCIA & PINOTTI, 2009).

Ao comparar o efeito do tipo de plastificante (triacetina e glicerol) nos
valores de TR, pode-se constatar maior resisténcia dos filmes contendo 2,5 e 5 %
de triacetina do que os filmes contendo glicerol, nas mesmas concentra¢des. Ao
prosseguir com esta comparagao para os valores de ELO, pode-se constatar que
na concentracado de 10% de plastificante, o filme contendo glicerol foi mais flexivel
do que o filme com triacetina. Isto pode ser explicado pela diferenca na massa
molar dos plastificantes, o glicerol (CsHgOs — 92,08 g/mol) por apresentar menor
massa molar do que a triacetina (CgH140s — 218,21g/mol) pode inserir com mais
facilidade na matriz polimérica, exercendo maior influencia na ELO dos filmes.
Efeito similar foi constatado por DONHOWE & FENNEMA (1993) relataram que
plastificantes com menor massa molar, como o glicerol e polietileno glicol, foram
mais efetivos do que outros plastificantes com alta massa molar nos filmes a base

de metilcelulose.
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Tabela 18. Efeito da concentracéo de plastificante - C, (Triacetina/Glicerol) nas
propriedades funcionais (TR, ELO, PVA, SOL e UMI) dos filmes coacervados de
GEL/GAR (10:1) elaborados com 6% de material polimérico.

o TR (MPa)** ELO (%)**
P TRI GLI TRI GLI
0 75,09+1,812  75,09+1,812  3,93+0,84%  3,93+0,84°°
2,5 66,20+1,62°"  63,96+1,38°®  4,01+0,21%"  4,37+0,34°A
5 60,11+0,51°%" 56,53+1,15°°®®  430+0,93**  3,38+0,21°"
7,5 56,57+2,83% 57,75+3,17°%  395+0,20**  3,90+0,53°A
10 64,51+1,70°* 62,21+560°" 4,50+0,45%®  6,06+0,03%"
15 # 53,67+0,27% # 3,54+0,72°
20 # 49,29+1,28¢ # 5,08+0,56%
25 # 53,96+1,38% # 4,37+0,34°°
30 # 37,42+5,37° # 5,97+0,372

* Cp (unidade) g de plastificante/100g de material polimérico;

**Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenca
significativa (p<0,05) entre os resultados na horizontal, enquanto as letras minusculas diferentes
representam diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados na vertical, todas as médias foram
obtidas através do teste de TUKEY.

# Filmes descartados por apresentar aspecto oleoso, devido a exudacao da triacetina na superficie

do filme.

5.3.5.3 Solubilidade em agua

Solubilidade em &gua (SOL) dos filmes € um fator determinante na escolha
da aplicagcao alimenticia. Em geral, filmes biodegradaveis utilizados como camada
de protecdo em alimentos devem apresentar baixa solubilidade em &agua, na
tentativa de melhorar a integridade do produto e sua resisténcia a agua (PEREZ-
GAGO & KROCHTA, 1999). Diante disso, foi realizado um estudo da SOL nos
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filme coacervados de GE/GAR, em funcao da adigao de plastificante (triacetina e
glicerol) (Tabela 19).

Filmes coacervados de GEL/GAR contendo altas concentracdes de glicerol
(acima de 15%) apresentaram SOL maior diferindo significativamente (p<0,05) em
relacao ao filme controle (0% de glicerol). Isto pode ser explicado, primeiramente,
devido a natureza hidrofilica do glicerol que permite maior afinidade da matriz
polimérica do filme por moléculas de agua. Em segundo lugar, a alta concentracao
de glicerol pode ter desestruturado a matriz reduzindo a interagéo intermolecular
entre a GEL e a GAR, aumentando o volume livre da cadeia e facilitando a

inclusao das moléculas de agua.

Em geral, os valores de SOL nao diferiram significativamente entre as
concentragdes de glicerol testadas. Efeito oposto foi observado em filmes
compostos de pectina e alginato intercruzados com Ca®* adicionados de glicerol
(SILVA, BIERHALZ & KIECKBUSCH, 2009) e em filmes de isolado protéico de
ervilha adicionados de sorbitol (KOWALCZYK & BARANIAK, 2011). Estes autores

observaram que o0 aumento da SOL foi proporcional ao aumento do plastificante.

Em concentragdes inferiores a 10% de plastificante, a SOL dos filmes
coacervados nao apresentaram diferenga significativa em relagdo ao filme
controle, para ambos plastificantes (glicerol ou triacetina). Isto poderia ser reflexo
da alta densidade de interagdes intermoleculares entre a GEL e GAR proveniente
da condicdo de coacervagdo, ou seja, o complexo GEL/GAR por possuir uma
matriz altamente estruturada poderia evitar que a incorporacdo do plastificante
afetasse a SOL do filme. Em filmes de isolado protéico de ervilha a adicédo
crescente de glicerol ndo afeta significativamente os valores de SOL, variando
entre 25 e 30%.

O tipo de plastificante (glicerol ou triacetina) ndo afetou os valores de SOL
dos filmes. Efeito oposto foi verificado por KOWALCZYK & BARANIAK (2011)
onde os filmes de isolado protéico de ervilha contendo glicerol apresentaram
menor valor de SOL do que os filmes com sorbitol.
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5.3.5.4 Permeabilidade ao vapor de agua

O plastificante modifica a rede molecular promovendo mobilidade com o
aumento da distancia intercadeia, isto provoca competicdo entre as moléculas de
agua do meio com as moléculas de agua nos sitios ativos da rede polimérica do
filme (RAO et al. 2010).

Na Tabela 19 pode-se verificar o efeito da adicdo do plastificante (triacetina
e glicerol) em varias concentracées nos filmes coacervados de GEL/GAR. A
adicdo do glicerol, em baixas concentragcées (2,5 e 5% de plastificante), nao
influenciou os valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) do filme
coacervado de GEL/GAR em relacdo ao filme controle (sem plastificante).
Entretanto, em concentragbes superiores a 7,5% notou-se uma reducdo
significativa da PVA. Efeito similar foi observado por RIVERO, GARCIA & PINOTTI
(2009) ao adicionar 0,759 de glicerol/100g de matéria seca em filmes de gelatina e
quitosana. Estes autores atribuem este efeito a acao de fazer ligacbes cruzadas
da quitosana na matriz da gelatina, modificando a rede polimérica do filme pela
forte interacao entre os biopolimeros.

Em geral, varios trabalhos relataram aumento da PVA com a adicdo do
plastificante, por exemplo, em filmes de gelana ao elevar o teor de glicerol em
15%, a PVA aumentou cerca de 50% (YANG & PAULSON, 2000), em filmes de
amido de inhame este aumento foi de 15% na PVA, ao elevar o teor de glicerol de
1,3 para 2,0g de glicerol/100g de matéria seca (MALI et al. 2002), entre outros
trabalhos.

A adicdo de triacetina aumentou significativamente a PVA do filme
coacervado de GEL/GAR em relacdo ao filme controle (sem plastificante). A
inclusdo da molécula de triacetina pode ter causado desorganizagdo na rede
polimérica do filme, aumentando o volume livre e facilitando o transporte de vapor
de agua através do filme. Efeito similar foi observado por MAFTOONAZAD,
RAMASWAMY & MARCOTTE (2007) em filme de pectina contendo sorbitol e por
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GALDEANO et al. (2009) em filmes de amido de aveia ao adicionar plastificante
(glicerol, sorbitol, ureia e glicerol). Segundo LIEBERMAN & GILBERT (1973) e
MAFTOONAZAD, RAMASWAMY & MARCOTTE (2007) relataram que a
incorporagdo das moléculas de plastificante no filme poderia promover elevacao
da PVA, devido a natureza hidrofilica das moléculas de plastificante que
favorecem a adsorcao das moléculas de agua e/ou pelo aumento no espaco
intercadeias (ou volume livre) dos biopolimeros, facilitando a difusividade das

moléculas de agua através da matriz do filme.

Os filmes coacervados de GEL/GAR contendo glicerol, em todas as
concentracoes testadas, apresentaram menor valor de PVA do que os filmes com
triacetina. Este comportamento ndo era esperado ja que a triacetina apresenta
carater menos hidrofilico do que o glicerol. A triacetina (CoH1406 — 218,21g/mol)
por apresentar maior massa molar do que o glicerol (CsHsOs — 92,08 g/mol)
poderia provocar maior desorganizacao na matriz do filme elevando o volume livre
na rede, o que justificaria a maior transferéncia de vapor de agua através do filme

contendo triacetina do que no filme com glicerol.
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Tabela 19. Efeito da concentracdo de plastificante (Cp) nas propriedades
funcionais: permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua (SOL)
do filme coacervado de GEL/GAR elaborados com triacetina (TRI) e glicerol (GLI),

como agente plastificante.

PVA (g.mm/m?.h.kPa)**

SOL (%)**

Cp*
TRI GLI TRI GLI
0 0,21+0,02°*  0,21+0,02**  26,2+1,9°°" 26 2+1,9%
2,5 0,28+0,02**  0,20+0,01%®  29,8+2,3**  30,5+0,2%
5 0,33+0,02**  0,19+0,01*®  21,7+1,5% 27,6422
7,5 0,27+0,02°*  0,17+0,01°®  28,0+2,8%*  30,4+1,13A
10 0,27+0,02°*  0,18+0,02°®  23,9+0,7°*  292+2 3°*
15 # 0,16+0,00° # 35,0+3,5%
20 # 0,08+0,00¢ # 34,3+1,7%
25 # 0,17+0,02 # 35,0+2,7%°
30 # 0,1840,01" # 35,9+2,12

* Cp (unidade) g de plastificante/100g de material polimérico;
**Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras mailsculas diferentes representam diferenga
significativa (p<0,05) entre os resultados na horizontal, enquanto as letras minusculas diferentes
representam diferenga significativa (p<0,05) entre os resultados na vertical, todas as médias foram

obtidas através do teste de TUKEY.

# Filmes descartados por apresentar aspecto oleoso, devido a exudagao da triacetina na superficie

do filme.

5.3.5.5 Difracao de raio-X

A analise de difracdo de raio-X foi realizada para determinar a influencia do

agente plastificante (triacetina ou glicerol) na estrutura dos filmes coacervados de
GEL/GAR (Figura 26).
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Os dois picos de difragdo (20 igual a 8° e a 20°) referente ao filme
coacervado de GEL/GAR sem plastificante (citado e discutido no item 3.2.5)
também foi constatado nos filmes coacervados contendo plastificante (triacetina
ou glicerol). A adigao do glicerol no filme coacervado acentuou a intensidade do
pico agudo em 8°, o que denota um aumento no carater cristalino do filme.
Resultado similar foi observado por EPURE et al. (2011) nos filmes de quitosana
contendo glicerol. Estes autores associaram este comportamento a acao
plastificante do glicerol, o qual favorece a mobilidade da cadeia e o processo de
cristalizacao do filme. Entretanto, MALI et al. (2002) ndo observaram influéncia
marcante do glicerol nos difratogramas de raio-X dos filmes de amido de inhame.
Ao adicionar a triacetina observou-se elevacéo na intensidade dos dois picos, em

8° (pico agudo) e 20° (pico largo) conferindo um carater semicristalino ao filme.

Ao comparar o tipo de plastificante (triacetina/glicerol) pode-se verificar que
a diferenca entre o intensidade do pico agudo (8°) foi menor do que o pico largo
(20°), sendo a intensidade do pico largo (26=20°) na triacetina 94% maior do que
para o filme contendo glicerol. Portanto, como este pico (20°) confere
caracteristica amorfa ao filme, o filme contendo triacetina conferiu maior carater
amorfo do que o glicerol. Este comportamento poderia estar relacionado a
diferenca de massa molar dos plastificantes, a triacetina (218,21g/mol) com maior
massa molar do que o glicerol (92,08g/mol) poderia incorporar com maior
dificuldade na rede polimérica, provocando maior desestruturagdo, o que e

ressaltaria a caracteristica amorfo do filme.
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Figura 26. Caracterizacao microestrutural por difracdo de raio-X dos filmes de

GEL/GAR coacervados (a) adicionados de 10% de glicerol (b) e 10% de triacetina

(c).

5.3.5.6 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

O espectro de FTIR dos filmes coacervados de GEL/GAR contendo

plastificante (triacetina ou glicerol) esta apresentada na Figura 27.

Nos filmes contendo glicerol observou-se redu¢cao na amplitude do pico em
1080 cm™ e elevacdo no pico em 1032 cm™, em relagdo ao filme controle (sem
plastificante). Segundo BERGO, SOBRAL & PRISON (2010) algumas alteracdes
em termos de forma e intensidade dos picos no espectro de FTIR podem ser
resultado das novas interacdes entre o plastificante e a matriz do filme. Portanto, a
alteracdo no pico em 1033 cm™' poderia evidenciar a interagdo entre o grupo
hidroxila (-OH) do glicerol e a cadeia polimérica do filme. HOQUE, BENJAKUL &
PRODPRAN (2011) relataram que a presenca de glicerol em altas concentracdes
(10, 20 e 30%) poderia reduzir a interagdo entre as moléculas de gelatina. Esta
evidencia poderia justificar a redugéo do pico em 1080 cm™ ao adicionar o glicerol
no filme coacervado de GEL/GAR.

Nos filmes coacervados de GEL/GAR adicionados de triacetina observa-se
o mesmo perfil do que o espectro de FTIR do filme controle (sem plastificante), o
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que poderia indicar menor interagdo entre a triacetina e a cadeia polimérica do

filme.
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Figura 27. Espectrometria de infravermelho transformada de Fourier (FTIR) dos
filmes coacervados de GEL/GAR (a) adicionados de 10% de glicerol (b) e 10% de

triacetina (c).

5.3.5.7 Calorimetria diferencial de Varredura (DSC)

Na Tabela 20 observou-se o efeito da adicdo do plastificante (glicerol e
triacetina) nos valores de entalpia e Tg dos filmes coacervados de GEL/GAR. Os
valores de Tgi e Tgo dos filmes coacervados de GEL/GAR reduziram

significativamente com a adi¢do de plastificante (triacetina ou glicerol). Segundo
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GONTARD & GUILBERT (1994) e SPERLING (1992) este comportamento pode
ser provavelmente resultado do efeito plastificante das moléculas de glicerol, que
geralmente aumentam o volume livre da rede polimérica provocando maior

mobilidade da cadeia, e consequentemente, diminuigdo da Tg.

ZIANI et al. (2008) observaram nos filmes de quitosana que a adigdo de
glicerol reduziu a Tg dos filmes, aumentou a mobilidade da cadeia, facilitou a
organizagdo da cadeia polimérica com o aumento da cristalinidade. Resultado
similar foi observado neste estudo ao associar DSC com os resultados de difracao
de raio-X dos filmes coacervados contendo glicerol.

Entretanto, YANG & PAULSON (2000) acreditam que a reducdo nos
valores de Tg do filme de gelana pode ser atribuida a sua inerente caracteristica
estrutural (alta mobilidade da cadeia) e a alta hidrofilicidade do filme de gelana que
pode absorver moléculas de agua, entdo o efeito plastificante das moléculas de
agua poderia estar prejudicando o valor de Tg. Entretanto, neste trabalho esta
justificativa ndo confere, pois os valores de UMI dos filmes contendo glicerol
(10,11+0,58%) ou triacetina (9,5+2,08%) apresentaram menor valor de UMI do
que o filme controle (14,64+1,68%), portanto menor efeito plastificante das

moléculas de agua na estrutura do filme.

O filme contendo glicerol por ser mais hidrofilico que a triacetina deveria
apresentar menor Tg, devido a maior afinidade por moléculas de agua que
poderiam gerar maior efeito plastificante. Entretanto, este resultando nao foi
confirmado, pois as alteracbes nos valores de Tg nos filmes coacervados nao

foram tao relevantes entre a triacetina e o glicerol.
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Tabela 20. Efeito da concentragao de plastificante (Cp) e do tipo de plastificante
(glicerol ou triacetina) sobre a temperatura de transicao vitrea (Tg) e a entalpia de
fusdo (AH) do filme coacervado de GEL/GAR.

Filme Tg1(°C)  AHy(J/g) Tg2(°C)  AHx(J/g)
GEL/GAR 109,96 263,9 226,25 5,40
GEL/GAR (10%GLI) 82,79 220,0 206,72 11,55
GEL/GAR (10%TRI) 77,49 230,0 215,76 11,10

5.4 Conclusao

A condicado de coacervacgao foi eficaz na elaboracdo dos filmes coacervados
de GEL e GAR coesos, uniformes e homogéneos, onde o pH de coacervagéao
variou de 4,5-5,0, nas diferentes propor¢cdes estequiométricas estudadas. O filme
de GAR foi descartado devido sua fragilidade mecanica, portanto ao combinar a
adicdo da GEL (acima de 50% de GEL ou 50g de GEL/100g de material
polimérico) com o método de coacervagao possibilitou a formacéo de filmes com
melhores propriedades funcionais.

Filmes coacervados com alto teor de GEL mostraram-se mais resistentes e
flexiveis e menos soluveis em agua do que as formulacdes com menor teor de
GEL (1:1 e 2:1 de GEL/GAR). Isto é reflexo da maior interacdo eletrostatica entre
a GEL e GAR observada pelo aumento na intensidade das bandas em 3285,
1539, 1079 e 1029 cm™ no FTIR e pelo maior valor da Tg no DSC. Portanto, a
maior interagdo entre a GEL e GAR proporciona a formacao de uma estrutura
mais compacta e cristalina confirmada pelo aumento na intensidade do pico agudo

em 8° na difracao de raio-X.

O aumento da interacdo eletrostatica entre a GEL e GAR pelo método de
coacervacgao foi evidenciado pelos altos valores de TR dos filmes coacervados
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(elaborados em pHcoacervacao) €M relacéo aos filmes n&o coacervados (elaborados
sem ajuste de pH). Estes resultados também foram confirmados pelos baixos
valores de SOL e de PVA dos filmes coacervados de GEL/GAR (10: e 8:1) em

relacao aos filmes ndo coacervados.

Em geral, o filme coacervado elaborado na proporgédo 10:1 de GEL/GAR foi
selecionado por apresentar menor valor de SOL e maior valor de TR em relagéo
as demais formulacdes. Por esta razao, o estudo da concentragdo polimérica e do

efeito do agente plastificante foi realizado nesta proporgéo estequiométrica.

O aumento da concentragdo de material polimérico de 2 para 6% do filme
coacervado reduziu o tempo de secagem do filme para 15h sem alterar suas
propriedades funcionais.

A triacetina incorporou com maior dificuldade na matriz polimérica do filme do
que o glicerol, isto foi comprovado pela exudacao das moléculas de triacetina na
superficie do filme, em concentracbes acima de 10g de plastificante/100g de
material polimérica. As analises de FTIR e difracdo de raio-X também confirmam a

maior interagédo do glicerol na matriz polimérica do filme.

O glicerol executou sua fungdo, como agente plastificante, aumentando a
flexibilidade do filme, nas concentracdes de 10 e de 309 de plastificante/ 100g de
material polimérico. Além disso, a adicao do glicerol reduziu a PVA em altas
concentragdes do plastificante (exceto em 30%) e n&o alterou a Op dos filmes, em
relacdo ao filme controle. Tanto a adicdo do glicerol quanto a da triacetina
conferiram menor resisténcia mecanica e maior solubilidade em agua ao filme. No
entanto, a triacetina ndo conferiu flexibilidade, aumentou a permeabilidade ao

vapor de agua e opacidade dos filmes coacervados.
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6 Conclusao Geral

Em relacdo a determinacdo do pH de coacervacdo ou pHzeta

O potencial zeta foi uma ferramenta eficaz para determinar o pHcoacervacso
(ou pHzeta) para cada proporcao estequiométrica (1:2, 1:1, 2:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1 e
20:1) para cada um dos pares poliméricos GEL/QUI, GEL/PEC e GEL/GAR
estudados.

As solugbes filmogénicas de GEL/QUI e de GEL/GAR interagiram de forma
associativa com o método de coacervagdo (PHcoacervacao), devido seu aspecto
visual uniforme, homogéneo e de baixa ou moderada viscosidade. Enquanto, para
as solucdes filmogénicas de GEL/PEC em condicdo de coacervagdo ocorreu
separacado de fase, devido a interacdo repulsiva entre os polimeros, exceto para a
formulacdo 20:1 de GEL/PEC.

Em relagéo a elaboragdo dos filmes coacervados

A combinacéo entre a gelatina e a quitosana produziu filmes coacervados com
propriedades funcionais intermediarias, entre as propriedades dos filmes simples
do polissacarideo e da proteina. Entretanto, o filme coacervado de GEL/PEC,
apresentou melhores propriedades funcionais do que os filmes simples de GEL e
PEC. Ja para os filmes coacervados de GEL/GAR nao foi realizado nenhuma
comparacao, pois o filme simples de goma arabica nao foi elaborado devido sua
fragilidade mecanica. A combinacdo da adicdo de gelatina juntamente com o
método de coacervacgao foi eficaz para elevar a resisténcia mecanica dos filmes
coacervados de GEL/GAR. Todos os biopolimeros mostram-se totalmente
soluveis em agua, mas a combinacao da proteina com o polissacarideo pelo

método de coacervacao reduziu a SOL em até 15,1%.
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Em relacao a propriedade estequiométrica

As formulacbes contendo altos teores de gelatina em relacdo ao
polissacarideo produziram filmes coacervados com maior resisténcia a ruptura e
flexibilidade, além disso, para os filmes de GEL/QUI o maior teor de GEL
(proporgao estequiométrica 10:1 de GEL/QUI) também promoveu redugdo nos
valores de PVA. Pela analise de DRX contatou-se que o maior teor de gelatina
também proporcionou ao filme uma estrutura com maior cristalinidade, o que pode
ser atribuido as interacdes eletrostaticas atrativas entre as cadeias da gelatina e a
quitosana ou goma arabica, comprovada pelo FTIR.

Relacionando 0 pHcoacervagao COM @ propor¢do estequiomeétrica, o filme com
10:1 de GEL/GAR ou QUI foi selecionado para prosseguir o estudo, por que
apresentar melhores propriedades funcionais (maior TR e menor valor de SOL
para o par GEL/GAR e menor PVA para o par GEL/QUI).

Em relagcdo ao método de coacervagao

O método de coacervagdo aumentou a resisténcia mecéanica dos filmes
coacervados (pHcoacervacao) €M relacdo aos filmes compostos ou ndo coacervados
(sem ajuste de pH). Para as formulacbes de GEL/QUI (8:1, 10:1 e 20:1), a
coacervacgao foi capaz de reduzir a PVA em relacdo aos filmes compostos, por
formar uma rede polimérica densa devido a elevada interagédo eletrostatica entre
os biopolimeros. Ja para formulagées com baixo teor de GEL (1:2, 1:1, 2:1 e 4:1
de GEL/QUI) ocorreu reducao da SOL, em relacao aos filmes ndo coacervados
(sem ajuste de pH). Estes resultados também foram confirmados pelos baixos
valores de SOL e de PVA dos filmes coacervados de GEL/GAR (10: e 8:1) em

relacdo aos filmes nao coacervados.

A interagao eletrostatica entre a proteina e o polissacarideo foi confirmada
pelas analises de DRX e FTIR, devido o aumento na cristalinidade do filme e a
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formagao do grupamento amida (resultado da interagao do grupo amina da QUI e
do grupo carboxila da GEL), respectivamente.

Em relacdo a concentragdo de material polimérico

A elevacdo da concentracdo de material polimérico de 2% para 6% nos
filmes coacervados GEL/QUI ou GAR proporcionou reducdo pela metade no
tempo de secagem do filme e afetou as propriedades funcionais dos filmes
coacervados de GEL/QUI (elevou a TR e a SOL) e de GEL/GAR (reduzindo a TR).
O aumento da concentragdo de material polimérico nos filmes de GEL/GAR
provocou saturacdo da solucao filmogénica, dificultando a interagéo eletrostatica
entre os biopolimeros produzindo filmes menos resistentes. Para o filme
coacervado de GEL/PEC n&o foi realizado um estudo sobre o efeito da
concentragcdo de material polimérico, pois somente na concentragcdo de 8%
material polimérico evidenciou-se a formagdo de matriz coesa e homogénea que

permitisse sua producao e caracterizacao.

Em relacdo ao tipo de agente plastificante

A triacetina ndo atuou como agente plastificante conferindo maior a
flexibilidade ao filme coacervado. Isto pode ser reflexo da sua baixa incorporagao
na matriz filmogénica, j& que seu limite de incorporagédo atingiu seu apice em 10,
15 e 20g de triacetina/100g de material polimérico para os filmes de GEL/GAR.
GEL/PEC e GEL/QUI, respectivamente. Este resultado foi confirmado pela anélise
de DRX, onde o filme contendo triacetina apresenta maior carater amorfo do que o
filme contendo glicerol, segundo o DRX. Para as andlises de FTIR e DSC, a
adicao de triacetina ndo provocou alteragdes significativas no espectro de FTIR e
na curva calorimétrica pode-se evidenciar baixa interacao da triacetina com matriz
polimérico do filme ao comparar com o filme controle (sem plastificante).
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Os filmes adicionados de glicerol apresentaram-se homogéneos e com boa
incorporacdo na matriz flmogénica, confirmados pelas analises visuais, DSC,
FTIR e DSC. A adicao de glicerol produziu filmes com menor PVA e menor Op, em
relacdo aos filmes contendo triacetina. Além disso, para os filmes de GEL/PEC
ainda atuou reduzindo a SOL e para os filmes de GEL/QUI aumento a resisténcia

mecanica, em relacédo aos filmes com triacetina.

Em relacdo a concentracao de plastificante

Em geral, o glicerol executou seu papel como agente plastificante de forma
eficiente. Para o filme de GEL/PEC ocorreu uma redugcdo de 54% da TR e um
aumento de 7,7 vezes no valor da ELO, quando a concentracdo de glicerol
aumentou de 0 para 20g glicerol/100g de material polimérico. Comportamento
similar foi observado para o de filme de GEL/QUI com elevacao da concentragéo
do glicerol para 25g de glicerol/100g de material polimérico e para o filme de
GEL/GAR nas concentracoes de 10 e 30g de glicerol/100g de material polimérico.

A adicdo crescente de glicerol ndo afetou significativamente os valores de Op,
dos filmes coacervados (GEL/QUI, GEL/PEC e GEL/GAR). Mesmo efeito foi
observado para os filmes de GEL/QUI em relacao aos valores de PVA e para os
filmes de GEL/PEC em relagéao aos valores de SOL.

De modo geral, a adicdo crescente da triacetina ndo conferiu flexibilidade,
aumentou a permeabilidade ao vapor de agua e a solubilidade em agua, além de

diminuir a tensao na ruptura dos filmes coacervados.

O glicerol interagiu de forma mais eficiente na matriz polimérica dos filmes
coacervados (GEL/QUI, GEL/PEC e GEL/GAR) em todas as concentracdes
estudadas. Entretanto, flmes coacervados em uma determinada concentragdo de
glicerol foi capaz de associar maior flexibilidade com a melhor barreira ao vapor de
agua, como a formulagdo de GEL/QUI contendo 25g de glicerol/100g de material
polimérico, para a GEL/PEC foi a formulagcdo com 25g de glicerol/100g de material
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polimérico e para o filme de GEL/GAR foi com 20g de glicerol/100g de material

polimérico.
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ANEXO - Efeito do tipo do agente ajustador de pH nos filmes coacervados de
GEL/QUI

Material e Métodos

Material

Gelatina tipo B (suina, 40 mesh, marca Leiner Davis Gelatin Brasil, Cotia -
Sao Paulo), quitosana com grau de desacetilacdo de 80% (<50mesh, marca
Polymar, Fortaleza, Brasil). Como agente ajustador de pH foram utilizados o
hidréxido de aménia — NH4,OH (Merck — Sao Paulo, Brasil) e o hidroxido de sddio
— NaOH (Merck — Sao Paulo, Brasil).

Métodos

A anadlise de potencial zeta foi realizada nas solucbes filmogénicas de
GEL/QUI elaboradas nas proporg¢des estequiométricas 20:1; 10:1; 8:1 € 6:1, com o
intuito de determinar o pH 6timo de coacervagdo entre os biopolimeros, como
descrito no Capitulo 3 (item 3.2.3). Os filmes coacervados de GEL/QUI foram
caracterizados quanto suas propriedades mecanicas (tensdo na ruptura — TR e
elongacao — ELO), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), solubilidade em agua
(SOL) de acordo com a metodologia descrita no Capitulo 3, nos itens 3.2.5;3.2.6 e
3.2.7, respectivamente. Foi realizada a andlise de microscopia 6tica da superficie
do filme coacervado de GEL/QUI, onde as imagens foram captadas pelo
microscopio 6tico (marca Carl Zeiss e modelo Jenaval) com lente polarizada.
Finalizando a caracterizagdo com a difracao de raio-X do filme, de acordo com a
metodologia descrita no item 3.2.9 do Capitulo 3.
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Producao dos filmes

A metodologia utilizada para a elaboragdo dos filmes coacervados de
GEL/QUI utilizando como agente ajustador de pH (NaOH ou NH,OH) foi a mesma
descrita no Capitulo 3 (item 3.2.2).

Resultados e Discussoes

Sendo o ajuste de pH um parametro importante na elaboracdo dos filmes
coacervados foram realizados ensaios para avaliar o efeito do agente ajustador de
pH (hidréxido de sodio - NaOH e hidroxido de aménia - NH4OH) nas propriedades
funcionais dos filmes de GEL/QUI. Ambos os hidroxidos sdo soluveis em agua e
classificados como monobases (presenca de uma hidroxila em sua estrutura).
Entretanto, a soda por ser composta de um metal da Familia IA é caracterizada
como uma base forte, dissociando-se rapidamente, jA a ambnia uma base fraca
com carater molecular, dissocia-se mais lentamente. Essa diferenca no grau de
dissociacdo das bases poderia alterar os potencias elétricos da solucédo
filmogénica quando ajustados com NaOH e/ou NH4OH e consequentemente, seus
valores de pHsi. NO entanto, os valores dos (-potencial zeta das solucdes
filmogénicas ndo sofreram influencia do agente ajustador de pH, como pode ser

observado na Figura 28.
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Figura 28. Efeito do tipo de agente ajustador de pH (NaOH/NH4OH) no Z-potencial
zeta das solugdes filmogénicas de GEL/QUI em diferentes valores de pH (5,0; 5,5;
6,0 e 6,5).

Na Tabela 21, pode-se observar o efeito do tipo de agente ajustador de pH
nas propriedades funcionais dos filmes complexos ou coacervados. Constatou-se
que os filmes de GEL/QUI elaborados com hidréxido de aménia apresentaram
maiores valores de TR (tensdo na ruptura) do que os filmes ajustados com o
hidroxido de sodio.

O tipo de agente ajustador de pH afetou os valores de ELO dos filmes de
GEL/QUI (10:1 de GEL/QUI) aumentando sua elasticidade quando elaborado com
NaOH, ja com os filmes com 8:1 de GEL/QUI o efeito foi antagénico, em relacao
aos filmes elaborados com NH4,OH. Para as demais formulagdes ndo se observou
diferenga significativa entre os filmes elaborados com NaOH ou NH,OH.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) para o filme de GEL/QUI na
propor¢ao 20:1 quando o pH foi ajustado com amoénia apresentou menor valor em
relagdo ao filme ajustado com soda. Efeito contrario foi observado nas
formulagdes com 8:1 e 6:1 de GEL/QUI. Para o filme com 10:1 de GEL/QUI o tipo
de agente ajustador de pH n&o alterou significativamente os valores de PVA.
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A mudanca no agente ajustador de pH n&o provocou alteragdes
significativas nos valores de solubilidade em agua (SOL) dos filmes coacervados
20:1 e 8:1 de GEL/QUI, enquanto para os filmes de GEL/QUI (10:1 e 6:1 de
GEL/QUI) elaborado com NH4sOH apresentaram menores valores de SOL que os
filmes titulados com NaOH.

Tabela 21. Efeito do agente ajustador de pH (NaOH/NH4OH) nas propriedades
funcionais (TR. ELO, PVA e SOL) dos filmes coacervados de GEL/QUI em
diferentes proporgdes estequiométricas.

GEL/QUI Agente TR (MPa)* ELO (%)* PVA SOL (%)*
Ajustador de pH (g.mm/m?.h.kPa)*

20:1 NaOH 58,56+1,58" 3,38+0,27%°  0,22+0,015°  38,41+2,48°
NH,OH 84,85+2,60% 3,49+0,25%  0,12+0,006°  36,75+1,57°

10:1 NaOH 48,23+0,13° 4,47+0,34*  0,19+0,017%  41,98+3,13?
NH,OH 80,82+0,09% 2,82+0,44°  0,17+0,014%  34,74+4,40°

8:1 NaOH 34,42+523° 2,74+0,13°  0,16+0,014°  28,15+1,53?
NH,OH 87,00+2,06% 3,74+0,16°  0,22+0,001*  30,40+4,18°

6:1 NaOH 34,11+4,27° 4,96+1,25°  0,14+0,009°  32,81+3,28?
NH,OH 76,92+1,25% 2,46+0,43%  0,2840,012  24,81+1,49°

*TR (tensé@o na ruptura), ELO (elongacao), PVA (permeabilidade ao vapor de agua) e SOL

(solubilidade em &agua).

*Média e desvio padrao das triplicatas. Nota: Letras diferentes mindsculas na vertical representam

diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de TUKEY para as

formulagbes na mesma proporcao estequiométrica.
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Os filmes coacervados de GEL/QUI (>20%QUI) utilizando como agente
ajustador de pH o NaOH foram descartados pela analise visual, devido a presenca
de cristais de sodio na superficie dos filmes, como pode ser observado na

microscopia o6tica (Figura 29).
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Figura 29. Microscopia 6tica dos filmes coacervados de GEL/QUI nas seguintes
concentragdes: (A) 4:1 de GEL/QUI; (B) 2:1 de GEL/QUI; (C) 1:1 de GEL/QUI e
(D) 1:2 de GEL/QUI, elaborados com NaOH.

Ao avaliar a cristalinidade do material pela difracdo de raio-X, observou-se
que os difratogramas dos filmes coacervados de GEL/QUI ajustados com
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hidroxido de sédio (NaOH) e/ou hidréxido de amdnia (NH4OH) nao diferiram no

aspecto e nem na intensidade dos picos.

Tabela 22. pH inicial (condigdo sem ajuste de pH) e 0 pHcoacervagao (cOndicdo de
coacervagao, com ajuste de pH) da solugdo filmogénica de GEL/QUI, em
diferentes proporcdes estequiométricas.

GEL/QUI PHinicial PHcoacervagao
(solugao sem ajuste de pH) (solugéo com ajuste de pH)
20:1 4,99 6,2
10:1 4,89 6,5
8:1 4,76 6,6
6:1 4,76 6,7
4:1 4,75 6,9
2:1 4,72 7,0
1:1 4,64 7,1
1:2 4,62 7,2

O hidréxido de sodio (NaOH) é um composto ibnico que em solugdo aquosa
dissocia totalmente em ions Na* e OH", o sédio encontra-se no estado sélido em
temperatura ambiente e sem a presenca de agua. A Tabela 22, mostra os valores
de pH na condicdo inicial (sem ajuste de pH) e na condi¢cdo de coacervacao
(PHcoacervagio)- A0 observar as micrografias éticas (Figura 29) com seus respectivos
valores de pH coacervacao ou inicial (Tabela 22), pode-se observar que o filme
com maior teor de GEL (4:1 de GEL/QUI) apresentou um pH inicial da solugcéo
filmogénica menos alcalino do que uma formulacao com maior teor de QUI (1:2 de
GEL/QUI), portanto, necessita-se adicionar menor quantidade de hidréxido para
elevar o pH até a condicao de coacervagao. Por esta razdo, para o filme 4:1 de
GEL/QUI pode-se verificar a presenca de pequenos cristais de sddio dispersos por

242



ANEXO

toda a sua superficie, enquanto no filme 1:2 de GEL/QUI a concentracao destes
cristais foi maior, sendo capaz de formando na superficie do filme uma estrutura

cristalina grande e organizada, como pode ser visualizado na Figura 29.

Este mesmo comportamento néo foi verificado para o hidréxido de aménia
(NH4OH), por se tratar de composto molecular que se ionizam na presencga de
agua, na forma dos ions NH;" e OH. O ion amoénia presente na solugao
filmogénica do filme durante o processo de secagem foi liberado gradualmente

para o meio ambiente, na forma do gas aménia NHzg).

Conclusao

O hidroxido de sodio (NaOH) foi substituido por NHsOH por afetar o aspecto
visual dos filmes coacervados, pois o0 sbédio durante a secagem do filme
apresenta-se sélido em temperatura ambiente e na auséncia de &gua,
cristalizando-se na superficie (Figura 29). J4 o NH;* ndo permanece na formulagao
do filme coacervado, pois evapora na forma do gas NHs n&o interferindo no

aspecto visual do mesmo.

Além disso, os ions s6dio ao permanecerem na rede polimérica do filme de
GEL/QUI ap6s a sua secagem interferem na interagdao intermolecular entre a
gelatina e a quitosana, promovendo um impedimento estérico entre os
biopolimeros. Este fato pode ser comprovado pelos baixos valores de TR dos
filmes contendo NaOH em relacao aos filmes contendo NH4OH, a presenca dos
ions sddio na matriz do filme reduz os intersticios vazios na rede dificultando a
interacdo intermolecular entre os biopolimeros, o que reflete diretamente nas

propriedades funcionais dos filmes.
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