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RESUMO

Filmes ativos a base de alginato de sédio reticulados com ions calcio e/ou bario e contendo
natamicina como antimicrobiano foram confeccionados por um processo envolvendo duas
etapas. Inicialmente, filmes com baixo grau de reticulacdo foram formados por casting (1°
estagio). Apbs a secagem, estes pré-filmes foram submetidos a um segundo tratamento por
imersdao em solugdes mais concentradas de agentes reticulantes, gerando quatro diferentes
formulagbes (Ca-Ca, Ba-Ca, Ba-Ba e Ca-Ba, dependendo do ion utilizado no 12 e no 2° estagio
de reticulagao). Foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas, a cinética de liberacdo da
natamicina e o efeito antimicético in vitro e em fatias de queijo Prato das diferentes formulagdes.
O Ba* apresentou potencialidade para uso em filmes de alginato somente quando a reticulagao
era combinada com ions Ca?. Os filmes Ca-Ca e Ba-Ca apresentaram caracteristicas
adequadas para aplicagbes como embalagem. Os filmes Ba-Ba tiveram um aspecto
insatisfatério, alta solubilidade em agua e alto intumescimento. O tempo de imersao na solugao
reticuladora influenciou as propriedades dos filmes Ca-Ba, que apresentaram maior
permeabilidade ao vapor de agua e ao oxigénio, maior opacidade e rugosidade, consequéncia
de uma reticulacao ineficiente da estrutura interna do filme. Trés métodos de incorporagéao de
natamicina foram avaliados: o método convencional, em que o antimicrobiano é adicionado
diretamente a solucdo polimérica, a impregnacao por imersao dos filmes em solugées contendo
natamicina e a impregnagdo por solvente supercritico. Filmes ativos confeccionados pelo
método convencional apresentaram maior quantidade de natamicina, mas a formacdo de
cristais na superficie afetou a sua transparéncia, rugosidade e resisténcia mecéanica. O
processamento com CO, supercritico (200 bar, 40°C) e etanol como cossolvente (10% molar)
resultou em filmes Ca-Ca com alta transparéncia devido a micronizacao da natamicina, e com
carga adequada de antimicrobiano, mas o processo € extremamente lento. Todos os filmes
contendo natamicina apresentaram efeito antimicotico frente as espécies testadas, porém uma
inibicdo menos intensa do crescimento fungico foi observada para os filmes Ba-Ca. Em
amostras de queijos Prato, os filmes Ca-Ca sem natamicina foram capazes de inibir o
crescimento microbiano por 5 dias a 25°C. Filmes ativos impediram o crescimento por até 30
dias a 25°C. Ensaios de liberagao da natamicina em agua apresentaram bom ajuste ao modelo
difusional da segunda Lei de Fick, com valores de difusividades na ordem de 10" cm?s para
os filmes impregnados pelo método convencional e de 107"° cm?/s para os filmes processados
com CO; supercritico. Um novo modelo baseado na solugdo matematica de difusdo em dois
meios compostos semi-infinitos foi desenvolvido e aplicado aos dados de liberagdo de
natamicina em materiais semi-solidos (géis de agar e gelatina e fatias de queijo). Utilizando
difusividades de natamicina nos filmes com a mesma atividade de agua dos meios sélidos de
liberacao, o modelo foi adequado para estimar a difusividade nos géis e no queijo.

Palavras-chave: alginatos, embalagem ativa, reticulagao, antimicrobianos, difusividade efetiva.
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ABSTRACT

Alginate antimycotic films crosslinked with calcium and/or barium ions and containing natamycin
as antimicrobial agent were prepared in a two step process. Initially, films with a low degree of
reticulation were obtained by casting. After solvent evaporation, these pre-films were further
crosslinked by immersion in a more concentrated Ca®* or Ba® solution resulting in four different
formulations (Ca-Ca, Ba-Ca, Ba-Ba e Ca-Ba, depending on the ion used in the 1 and 2™
stage). Physico-chemical properties, release behavior of natamycin and antimicrobial activity in
vitro and on cheese slices of the different film formulations were monitored. Ba®" ions were
relevant as crosslinking agents only if combined with Ca®* ions. Ca-Ca and Ba-Ca films
presented appropriated features as packaging material. Ba-Ba films showed unsuitable
attributes such as heterogeneities and high soluble matter in water and high swelling degree.
The immersion time in the crosslinking solution affected the properties of Ca-Ba films. These
films showed high opacity, surface roughness and water vapor and oxygen permeabilities due to
inefficient bulk crosslinking. Three loading methods were tested: the conventional method, with
natamycin added directly to the polymeric film forming solution, the absorption technique when
prepared films are immersed in solutions containing natamycin and by supercritical CO,
impregnation. Active films manufactured by the conventional method showed higher loading
capacities, but crystal deposits across the film affected their transparency, roughness and
mechanical properties. The supercritical method (200 bar, 40°C) using ethanol as cosolvent
(10% molar) resulted in Ca-Ca transparent films due to natamycin micronization, with suitable
loading yields but the process is extremely time-consuming. All films containing natamycin
exhibited antimycotic activity against the tested species and the smallest halo inhibition diameter
was observed for Ba-Ca films. On cheese slices, Ca-Ca films without natamycin were able to
inhibit the microbial growth for 5 days at 25°C, due to low O, permeability. Active films inhibit the
growth up to 30 days at 25°C. Data of natamycin release in water fitted well to Fick’s diffusional
model, with effective diffusivity values of the order of 102 cm?/s in conventional loaded films but
107 cm?s for CO, loaded films. Release tests in aqueous ethanolic solutions indicated a strong
influence of the water activity on the diffusivities. A new release model based on the
mathematical solution of the diffusion in two semi-infinite composite media was developed and
applied to data of natamycin transferred to semi-solid material (agar and gelatine gels, and
cheese slices). Using natamycin diffusivities in films with the same water activity of the solid
release media, the model was able to estimate natamycin diffusivities in the gels and in cheese.

Key-words:, alginates, active packaging, crosslinking, antimicrobial, effective diffusivity.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a crescente busca do setor alimenticio por métodos de conservagao
menos agressivos tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias para
o acondicionamento dos produtos. Neste contexto, estdo inseridas as embalagens ativas, que
sao capazes de interagir de forma desejavel com os alimentos e atuar como um fator ativo na
conservagao. Exemplos tradicionais de embalagens ativas envolvem sistemas de liberacdo de
aromas e sabores, de agentes antimicrobianos e antioxidantes, de reguladores de umidade
interna e de absorvedores de oxigénio. Com base no conhecimento das caracteristicas do
alimento e sua interacdo com as condicbes de estocagem, é possivel especificar as
propriedades das embalagens ativas de maneira a se controlar o ambiente em torno do produto,

aumentar sua vida de prateleira e melhorar os atributos sensoriais (Rooney, 2005).

Entre os diversos tipos de embalagens ativas pesquisados, os filmes antimicrobianos
sdo considerados promissores por atuarem na reducdo ou inibicdo do crescimento de micro-
organismos em alimentos. Nestes filmes, a substancia ativa é incorporada a matriz polimérica a
fim de ser difundida de forma controlada para a superficie do alimento. Com isto, os
conservantes podem estar presentes em quantidades menores nos alimentos e apenas onde
sua presenca é requerida, ou seja, na superficie do produto, que é a regido mais vulneravel a
contaminagcdo (Han e Gennadios, 2005). Além desta vantagem, estes filmes podem ser
confeccionados a partir de polimeros biodegradaveis, como polissacarideos e proteinas, que

sdo abundantes na natureza e de facil extracao.

Este conceito de filmes ativos biodegradaveis também vai ao encontro das atuais
preocupagdes dos consumidores, que tém buscado alimentos seguros e com qualidade, porém
qgue contenham uma quantidade minima de aditivos e cujas embalagens causem pouco impacto

ao meio ambiente.

Neste sentido, o Laboratério de Engenharia de Produtos e Processos em Biorrecursos
(LEPPbio) da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, desde 2000, esta pesquisando
o potencial de utilizagdo de biofilmes como embalagem de alimentos, em substituicdo a filmes
poliméricos de origem petroquimica. Ja foram desenvolvidos e caracterizados filmes simples e
compostos envolvendo biopolimeros como alginato, pectina e quitosana, e esforcos estao
sendo direcionados para a obtencdo de filmes contendo antimicrobianos para aplicagdo em

alimentos.



Introdugéo

Em todos os estudos realizados no grupo de pesquisa, os filmes de alginato
destacaram-se dos demais por apresentarem um compromisso entre aspecto visual atraente,
alta resisténcia mecanica, baixo grau de intumescimento e baixa solubilidade em agua (Zactiti,
2004; da Silva, 2009; Bierhalz, 2010). O alginato € um carboidrato hidrofilico extraido de algas
marinhas marrons e uma de suas principais caracteristicas, responsavel pelo grande campo de
aplicagoes, € sua capacidade de formar géis insolUveis pela reticulagdo com cétions divalentes
(Draget et al., 2005).

Na literatura cientifica sdo encontrados diversos trabalhos que reportam a reticulacao
do alginato com ions calcio, e esta preferéncia esta relacionada ao facil uso e ao seu alto poder
gelificante. Entretanto, diversos cations divalentes gelificam o alginato e a intensidade desta
associacao aumenta com o raio atémico. O bario, por exemplo, possui raio atbmico maior do
que o célcio e poderia levar a formacao de uma estrutura mais compacta, com menor absorcao
de agua e liberacao mais lenta de agentes ativos (March et al., 2006). Estudos preliminares
indicaram que filmes de alginato reticulados com bario possuem propriedades atrativas (Valero,
2011), porém havia a necessidade de um estudo mais aprofundado das condigbes de
reticulacdo com estes ions e da sua influéncia no processo de liberagdo do agente ativo, que
ainda nao era conhecida.

Os ions bério tém sido aplicados com frequéncia como reticulantes do alginato visando
a obtencao de microcapsulas ou esferas para a liberagao controlada de fa&rmacos e imobilizagao
de células. De acordo com a literatura, mesmo o bario sendo téxico ao organismo humano, os
sistemas reticulados sdo de grande estabilidade e n&o apresentariam risco ao indivivuo
receptor, pois uma vez estabelecidas as ligagdes idnicas na matriz polimérica, este ion se torna

indisponivel para o0 meio no qual esta em contato (Grazioli et al., 2012).

Existe uma grande variedade de agentes fungicidas e/ou bactericidas que podem ser
incorporados aos filmes para a conservagdo dos alimentos por meio de liberagdo controlada
(Limjaroen et al, 2003). A natamicina é um antifingico natural produzido pela bactéria
Streptomyces natalensis por meio de fermentagéo, sendo ativa contra uma grande variedade de
fungos, como Penicillum, Fusarium, Aspergillus e Candida (Chen et al., 2008). Seu uso é
autorizado pela legislagdo brasileira e, também, pelos érgdos reguladores EFSA (Unido
Européia) e FDA (Estados Unidos), como aditivo para a preservacao de alimentos sendo
empregada, principalmente, no controle de crescimento fungico na superficie de queijos e

produtos carneos.



Introdugéo

O tratamento de superficies de queijos e outros produtos com natamicina é
tradicionalmente realizado por pulverizacdo ou imersdo do produto em uma solugédo
concentrada, o que pode resultar em uma rapida difusdo para o interior do alimento,
comprometendo a inativagdo microbiana na superficie (Reps et al., 2002). Esta difusédo para o
interior do alimento é indesejavel e deve ser controlada, tendo em vista que a legislagao
determina os limites maximos de concentragdo (1 mg/dm? e profundidade (2 — 5 mm) de
natamicina presente nos alimentos. Os filmes antimicrobianos mostram-se como uma
alternativa de conservacado segura e eficiente, pois além de atuarem como uma barreira
protetora a migracao de gases e vapor de agua, tornam possivel manter a concentracao critica
do conservante por um prolongado periodo sem que ocorra a migracao para o interior do

alimento.

Para a obtengao dos filmes ativos, o antimicrobiano pode ser adicionado diretamente a
solucao polimérica na concentracdo desejada. Porém, para compostos de baixa solubilidade
em agua, como a natamicina, os filmes resultantes deste procedimento podem ter as
propriedades mecéanicas e dpticas prejudicadas. A fim de contornar estas limitagdes, métodos
alternativos de impregnagéo da natamicina por imersdo em solugbes hidroetandlicas e por
deposigdo com CO, supercritico foram avaliados neste trabalho. Esta etapa experimental do
projeto, que incluia também algumas caracterizacdes dos filmes obtidos, foi desenvolvida no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra, em Portugal.

A eficiéncia do filme antimicrobiano esta diretamente relacionada a taxa de liberagédo
do aditivo para o alimento. Liberagdes lentas sdo desejaveis para que se mantenha uma
quantidade minima do antimicrobiano no alimento e um efeito ativo prolongado. No entanto, a
taxa de liberagcao deve ser suficiente para atingir a concentragdo minima inibitéria e impedir o
inicio das reacbes de degradacao. No presente trabalho, foi avaliada a cinética de liberacao e
determinados os coeficientes de difusdo da natamicina no filme em contato com agua, em géis
simulantes de alimento e em um queijo comercial. Mais especificamente no caso da natamicina,
torna-se essencial verificar se a concentragdo e a profundidade até a qual houve migragao
estdo dentro dos limites especificados pela legislagdo. Estas avaliagbes, juntamente com os
resultados de eficiéncia antimicrobiana, sdo de grande importancia para prover informacdes
sobre a forma como os filmes selecionados agem efetivamente como carreadores de agentes

ativos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Esta pesquisa teve como objetivo geral avaliar os efeitos das condicdes de reticulagao
com ions bario e calcio sobre as propriedades fisico-quimicas de filmes de alginato e
determinar, através da liberacao difusiva e analise antimicrobiana, o potencial dos filmes ativos

contendo natamicina na conservagao de um queijo comercial.

2.2 Objetivos especificos

Para organizar o desenvolvimento dessa pesquisa foram propostos 0s seguintes
objetivos especificos:

a) Determinar o efeito das condicbes de reticulacdo (tempo de imersédo, concentragio)

com ions calcio e bario sobre os atributos funcionais dos filmes;

b) Comparar o processo tradicional de incorporagdo da natamicina com o método de
impregnacao a umido e impregnagao/deposi¢cao com CO, supercritico.

c) A partir de formulagbes representativas de 2.2a e 2.2b, realizar ensaios de liberagéo
difusiva dos filmes ativos em meios com diferentes atividades de agua (solugdes etandlicas e
géis simulantes de alimento) e um alimento processado (queijo Prato) utilizando diferentes

temperaturas;

d) Determinar os coeficientes de difusdo da natamicina no filme e no alimento e simular

os perfis de liberagao do antimicrobiano através de modelos matematicos;

e) Realizar testes de inibicdo in vitro e em amostras de queijo Prato para a

determinagao da eficiéncia antimicrobiana dos filmes ativos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentada uma revisdo da literatura abordando os aspectos mais
relevantes para o desenvolvimento dos filmes antimicrobianos, como as caracteristicas e
propriedades das matérias-primas utilizadas, o processo de reticulacdo com ions divalentes

bem como os fundamentos do transporte de substancias em materiais poliméricos.

3.1 Alginato

O alginato € um polissacarideo linear de alta massa molar que tem como principal
fonte a parede celular de diversas espécies de algas marinhas marrons (classe Phaeophyceae).
Nestas algas, o acido alginico € responsavel pela forga e flexibilidade necessérias para o
crescimento no ambiente maritimo e pode representar até 40% da matéria seca (Draget et al.,
2005).

Algumas bactérias, como as espécies Pseudomonas e Azotobacter, também podem
sintetizar o alginato na forma de polissacarideo capsular, diferindo do acido alginico presente
nas algas apenas por ser mais acetilado (Garcia-Cruz et al., 2008). Este tipo de alginato ainda
nao esta disponivel comercialmente, mas tem sido amplamente estudado devido a possibilidade
de obtencao de um material de alta pureza e biocompatibilidade, com caracteristicas e estrutura
polimérica padronizaveis, que sao condicdes interessantes principalmente para as aplicacoes
nas areas médica e farmacéutica (Muller et al., 2011).

A estrutura do alginato consiste de residuos do acido a-L-gulurdnico (blocos G) e acido
B-D-manurbnico (blocos M) associados por ligagbes glicosidicas do tipo (1-4) e distribuidos em
diferentes propor¢cdes ao longo da cadeia. Estes mondémeros podem ser organizados em
cadeias consecutivas de residuos G, de residuos M, ou cadeias com residuos alternados de M

e G, conforme ilustrado na Figura 3.1 (Donati et al., 2005).
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Figura 3.1: Composicao de alginatos: (a) cadeia de residuos de acido manurénico; (b) cadeia

de residuos de acidos gulurdnicos; (c) cadeia alternada de residuos de acidos manurénicos e

gulurdnicos (Onsgyen, 1997).

As algas marrons compreendem uma grande diversidade de plantas, porém as

principais fontes comerciais de alginato sdao a alga Macrocystis pyrifera (Figura 3.2a),

encontrada abundantemente nas costas do Pacifico, das Américas, Nova Zelandia, Australia e

Africa, e a alga Laminaria hyperboria, proveniente da Europa e do Japéo (Figura 3.2b).

Figura 3.2: Imagens das algas Macrocystis pyrifera (a) e Laminaria hyperboria (b). Fonte:

Seaplants Handbook (2011).
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O tipo de alga de onde o alginato € extraido determina a estrutura sequencial, massa
molar e a quantidade relativa de cada tipo de residuo, podendo existir mais de 200 tipos de
alginatos com diferentes propor¢cdes de unidades M e G (Lee e Mooney, 2012). Altos teores de
blocos G sdo geralmente encontrados nos alginatos preparados a partir do caule das algas
Laminaria hyperboria, enquanto que os alginatos da alga Macrocystis pyrifera sao
caracterizados pelo maior teor de blocos M, conforme apresentado na Tabela 3.1 (Draget et al.,
2005).

Tabela 3.1: Fracdo massica (F) de blocos GG, MM e GM,MG nas principais espécies de algas

pardas.
ALGA Fce Frm Femma
Macrocystis Pyrifera (alto M) 0,16 0,38 0,46
Laminaria hyperboria (alto G) 0,56 0,20 0,24

Fonte: Draget et al. (2005).

A quantidade relativa de cada monémero no alginato pode variar também entre as
mesmas espécies, uma vez que depende da época do ano em que a alga é colhida, das
condigdes de crescimento e de que parte da planta (caule ou folhas) o alginato € extraido
(Draget et al., 2005).

As diferentes fontes de alginato e as variacbes em sua estrutura exercem grande
influéncia em uma das principais propriedades deste polissacarideo, que € a capacidade de
formar géis termoestaveis na presenca de cations divalentes, principalmente o calcio (Donati et
al., 2005). A formacao de géis e, consequentemente, de filmes resistentes e insollveis, esta
diretamente ligada a distribuicdo e ao tamanho dos blocos G presentes na molécula do alginato

(Olivas e Barbosa-Canovas, 2008).

Os alginatos com maior percentual de blocos G sao mais reativos com os ions
metalicos e produzem géis mais rigidos e quebradicos. Esta maior reatividade deve-se ao fato
das cadeias de blocos G apresentarem um formato retorcido e ondulado (Figura 3.1b) que
favorece a presenca de cavidades adjacentes, nas quais os ions sdo acomodados (Donati et

al., 2005; Braccini e Pérez, 2001). Ja as cadeias onde predominam os blocos M tendem a ser
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lineares (Figura 1a), sendo que alginatos com alto percentual deste monémero formam géis

macios e mais flexiveis, porém pouco resistentes.

A massa molar também é um fator determinante para caracteristicas de géis ou filmes
de alginato (Lee e Mooney, 2012), podendo afetar as propriedades de barreira ou mecanicas de
forma mais drastica do que a propor¢ao de blocos M e G (Vaz, 2012).

Recentemente, estudos mostraram ser possivel alterar o comprimento e a distribuicao
dos blocos M e G das cadeias do alginato utilizando enzimas epimerases. Desta forma, tornou-
se viavel obter alginatos ndo encontrados na natureza, com uma estrutura ajustada para um
melhor desempenho em diversas aplicagdes (Donati e Paoletti., 2009). Hartmann et al. (2006),
por exemplo, utilizaram a tecnologia enzimatica para converter blocos homopoliméricos M em

blocos com sequéncias alternadas para melhorar a cinética de gelificagcao do alginato.

Comercialmente, o alginato é encontrado na forma de sal, como os alginatos de sédio,
de potassio e de amdnio. O alginato de sodio é o mais utilizado, sendo solivel em &gua,
insoluvel na maioria dos solventes organicos e em meios com pH abaixo de 3. Os sais de
alginato possuem importantes aplicagbes nas industrias de alimentos e bebidas por suas
propriedades gelificantes, espessantes e estabilizantes (Sriamornsak e Kennedy, 2008). Na
industria téxtil e de papel, o alginato melhora a aderéncia e a deposicdo das tintas nos
processos de tingimento e impressdao. Na area farmacéutica, o alginato é utilizado como
excipiente de medicamentos, em formulacdes para prevencao de refluxo gastrico e materiais
odontoldgicos (Mller et al., 2011). Por ser biocompativel e nao toxico, diversas aplicacdes em
Engenharia de Tecidos (biomateriais) e como sistemas de imobilizagdo de células e
encapsulagdao de farmacos também tém sido desenvolvidas nos ultimos anos (March et al.,

2006; Lee e Mooney, 2012).

3.2 Filmes de alginato

Em sistemas alimenticios, os filmes e coberturas de alginato podem atuar
especificamente controlando a migracao de agua, a permeabilidade a gases, a migracao
lipidica, a rancidez oxidativa e, ainda, podem conter aditivos como antioxidantes e
antimicrobianos, os quais visam retardar a taxa de deterioracao e prolongar a vida de prateleira.
Por serem utilizados tanto como embalagens ou como componentes dos alimentos, devem
permanecer estaveis e manter suas propriedades funcionais durante o tempo de uso desejado.

8
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Também devem cumprir alguns requisitos especificos, como apresentar boas propriedades de
barreira (permeabilidades ao vapor de agua, ao O, e ao CO,), eficiéncia mecanica (resisténcia e
flexibilidade), propriedades Opticas e sensoriais adequadas, além de possuir baixo custo no que
se refere a de matéria-prima e a forma de fabricacdo (Debeaufort et al., 1998).

A eficacia das coberturas de alginatos, que sao revestimentos comestiveis formados
diretamente sobre a superficie do alimento, tem sido comprovada em diversos produtos como
carnes, frutas e vegetais (Andrade et al., 2008). As coberturas ndo substituem a embalagem,
mas atuam como uma barreira protetora adicional. Olivas et al. (2007), por exemplo, aplicaram
coberturas de alginato de célcio em macas do tipo Gala e observaram que o revestimento
forneceu uma aparéncia brilhante e translicida, diminuiu significativamente a perda de
umidade, o colapso da textura e o escurecimento durante 0 armazenamento. Quando aplicado
em cenouras, verificou-se que as coberturas de alginato podem beneficiar o produto com um

aumento de 13 dias na vida de prateleira (Mastromatteo et al., 2012).

Fontes et al. (2011) confeccionaram filmes de alginato, pectina e carboximetilcelulose
para coberturas de alimentos a serem fritos, com o intuito de minimizar a absor¢do de éleo. As
propriedades mecénicas, de barreira e caracteristicas como cor e tamanho dos filmes foram
avaliadas ap6s imersdo em oleina e em estearina de palma a 180°C, simulando um processo
de fritura. Apesar de sofrer mais alteracbes na aparéncia do que os filmes de
carboximetilcelulose, os resultados indicaram que os filmes de alginato sdo mais apropriados
para uso em coberturas deste tipo devido a maior resisténcia mecénica e baixa permeabilidade

ao oxigénio.

Filmes sao estruturas auto-sustentaveis que sao pré-formadas e aplicadas
posteriormente como um invélucro do produto, € a maior parte dos trabalhos investiga suas
caracteristicas fisico-quimicas, reoldgicas, mecéanicas e higroscopicas visando matrizes fortes e
resistentes para diversas aplicagdes, como em sistemas de liberagdo controlada (Olivas e
Barbosa-Canovas, 2008; da Silva et al., 2009).

A obtencdo de blendas pela combinacdo sinérgica de diversos polissacarideos e
proteinas compativeis tem sido pesquisada com o objetivo de melhorar as caracteristicas dos
filmes. Os polimeros combinados podem interagir quimica e fisicamente, resultando em filmes
compostos nos quais sao aproveitadas as vantagens de cada um dos componentes puros e
quase sempre visando aumentar a limitada elasticidade dos filmes de alginato (Campos et al.,

2011). Exemplos de filmes compostos incluem as misturas de quitosana e alginato (da Silva,
9
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2009), alginato e pectina (da Silva et al., 2009; Lambrech et al., 2009), alginato e gelatina (Dong
et al., 2006), entre outros.

Uma exploracdo mais recente na tecnologia de biofilmes é a incorporacdo de
nanofibras ou nanoparticulas com o objetivo de formar filmes mais resistentes. Abdollahi et al.
(2013), por exemplo, adicionaram nanoparticulas de argila montmorilonita e celulose aos filmes
de alginato e observaram uma diminuicdo da solubilidade em &agua dos filmes. Em outro
trabalho, argila e celulose também foram utilizadas para formar nanocompdésitos com alginato e
puré de acerola, obtendo-se uma significativa redugéo na permeabilidade ao vapor d’agua dos
filmes (Azeredo et al., 2012).

3.3 Reticulacao com ions divalentes

Os hidrocol6ides como o alginato, a pectina e a celulose, possuem boa capacidade
filmogénica e formam matrizes coesas e continuas e, consequentemente, seus filmes séo
homogéneos e transparentes. Entretanto, por serem muito hidrofilicos, apresentam pobre
desempenho como barreira a 4gua e a umidade, prejudicando suas aplica¢ées, principalmente
como embalagem de alimentos. A fim de solucionar esta limitacdo e obter filmes com boas
propriedades mecéanicas e de barreira, diversas alternativas tém sido propostas, como a mistura
de diferentes polimeros, a adicdo de materiais hidrofébicos e a modificagdo quimica da
estrutura polimérica, como o uso da reticulagdo (Campos et al., 2011).

A reticulagdo tem-se mostrado muito eficaz para os filmes de alginato, tendo em vista
que este polissacarideo pode reagir irreversivelmente com ions divalentes, sobretudo com o

calcio, produzindo filmes com baixa solubilidade em agua (Rhim, 2004; Donati et al., 2005).

A gelificagao induzida pelo célcio é resultado das interagdes deste ion com os blocos
guluronatos (blocos G) no alginato. As zonas de juncao formadas pelos pares das cadeias de
guluronatos criam cavidades com o formato de losango que podem ser preenchidas pelos
cations, fortalecendo a interagdo desses residuos (Braccini e Pérez, 2001). Dessa forma, os
géis de alginato-Ca sao descritos em termos do modelo conhecido como “caixa de ovos” pela
semelhanga dessa estrutura com a forma com que os ions calcio permanecem ligados a cadeia

do polissacarideo, conforme ilustrado na Figura 3.3.

10
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Figura 3.3: Representacdo esquematica do modelo “caixa de ovos” para o alginato (Lencina et
al. 2013).

A reacdo de reticulagdo tende a ser muito rapida e quando o calcio € adicionado
diretamente a solugéo polimérica de alginato, podera haver a formacao local de um gel de alta
viscosidade. Isto dificulta transferir a solucdo de forma adequada aos moldes e impede a
formacao de uma estrutura homogénea e continua (Rhim, 2004). A fim de se obter uma solugéo
com fluidez adequada, baixas concentracdes de calcio devem ser utilizadas na reticulacao.

Os trabalhos de Pavlath e Robertson (1999) e de Rhim (2004) reportam que a adicao
de pequenas concentracdes de calcio a solugdo nao € suficiente para promover um aumento da
barreira protetora a agua dos filmes de alginato. Como alternativa, estes autores
confeccionaram os filmes sem calcio que, apds secos e estruturados, foram submetidos a
reticulagao pela imersao em uma solugao concentrada dos ions, verificando a melhora de todas
as propriedades dos filmes. Desde entdo, diversos trabalhos com filmes de alginato utilizam
este método de reticulacao por difusdo do calcio através de uma matriz de alginato de sédio
(Remunan-Lépez e Bodmeier, 1997; Al-Musa et al., 1999; Pranoto et al., 2005a; Russo et al.,
2007; Olivas e Barbosa-Canovas, 2008).

No entanto, segundo Pavlath e Robertson (1999), no processo de reticulagdo por
imersao existe uma relacdo competitiva entre a dissolugao do filme e a reticulagdo, de forma
que a concentracdo da solucdo ibnica deve ser suficientemente alta para que a
difusao/reticulagéo seja predominante. Esse comportamento é acentuado, sobretudo, porque a
auséncia de ions calcio na fragil estrutura tridimensional ja formada faz com que o processo de
dissolucéo seja intenso e rapido, causando alteragbes irreversiveis na matriz polimérica. Em
contrapartida, concentracdes muito altas de Ca** na solucdo de imersdo tendem a provocar

uma reticulagdo muito rapida e intensa na superficie do filme. Com isto, forma-se um bloqueio
11
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da difusdo dos ions para o interior do filme, resultando em uma reticulagéo incompleta e filmes

com propriedades mecanicas e de barreira deficientes.

Frente a isto, um procedimento em dois estagios foi desenvolvido para obter filmes de
alginato com alto grau de reticulacao (Zactiti e Kieckbusch, 2005). Inicialmente, os filmes sao
confeccionados com um baixo grau de reticulacédo, por meio da adicao lenta do calcio a solugéo
polimérica. Apdés a secagem, estes mesmos filmes entram em contato com uma solucdo
concentrada de calcio, onde os ions sao difundidos pela matriz. Como estes filmes ja possuiam
um grau de reticulagao, a relacdo competitiva entre a dissolugao do filme e a difus&o do calcio

seria revertida.

Na literatura, sdo encontrados poucos trabalhos envolvendo a reticulagdo do alginato
com outros cations que ndo o calcio. Em relagdo ao bario, por exemplo, a maior parte esta
relacionada a encapsulagdo de farmacos ou a imobilizacado de células (Bajpai e Sharma, 2004;
Tamet al., 2011), situagbes que nao utilizam plastificantes e nem se busca obter as
caracteristicas e propriedades funcionais tipicas de filmes para embalagens. Segundo March et
al. (2006), a afinidade do alginato com os diferentes cations decresce na seguinte ordem:

Pb > Cu > Cd > Ba > Sr> Ca > Co > Ni>Zn > Mn >>>Mg

Esta seqliéncia de afinidade estaria relacionada ao raio atbmico do cation e também a
relagcdo da proporcao de acido gulurénico do alginato. A ilustracdo da Figura 3.4 compara a
acomodacao dos ions calcio e dos ions bario na cadeia do acido gulurénico. Como o raio do
bario € maior (1,35 A) em relagdo ao calcio (0,97 A), ha um maior preenchimento das zonas de
juncéo, resultando em uma energia de reticulacdo mais intensa (Al-Musa et al., 1999).

{a) Reticulagdo com calcio (b) Reticulacdo com bario

Figura 3.4: Representacéo das ligagdes do alginato com ions célcio (a) e bario (b) (Al-Musa et
al., 1999).

12
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March et al. (2006) confeccionaram microcdpsulas de alginato com alto-M e alto-G e
compararam os efeitos da reticulacdo com Ba®*, Sr** e Ca?* sobre algumas propriedades. Os
autores verificaram que, para géis com alto-G, o béario e o estrdncio se mostraram mais
adequados. Ja para o alginato com alto-M, o calcio foi mais eficiente. Em outro trabalho com
microcapsulas de alginato, foi observado que, tanto para alginatos com alto-M e com alto-G, o
bario € mais eficiente do que o célcio em relacdo a manutencao da estrutura tridimensional,

aferida pelo menor grau de intumescimento em agua (Darrabie et al., 2006).

Em um dos poucos trabalhos em que a confecgao de filmes de alginato estruturados
com ions diferentes do calcio € descrita, Al-Musa et al. (1999) incorporaram um farmaco ao
filme reticulado com BaCl,, SrCl, ou AICI; e verificaram que o tipo de reticulante exerce grande
influéncia sobre a liberagdo. O bario apresentou uma liberagdo mais rapida e, segundo os
autores, isto ocorreu devido a uma reticula¢do limitada no interior do filme. Este comportamento
seria consequéncia do tamanho dos ions bario, que de forma similar ao que ocorre com altas
concentragdes de calcio na solugcdo de imersdo, provocam uma intensa reticulagéo superficial
que dificulta a migracéo dos ions para o interior do filme. Uma vez que a rede tridimensional
polimérica esta menos fechada, a mobilidade molecular € maior e facilita a difusdo do farmaco.

3.3.1 Consideracoes sobre o bario e o calcio

O bério ocorre na natureza somente em combinagcdo com outros elementos,
principalmente nas formas de sulfato e carbonato de bario. Ele pode ser encontrado em
pequenas quantidades nos alimentos, na 4gua e no ar.

Dentre os alimentos consumidos pelo homem, a castanha-do-pard possui as maiores
concentragdes de bario, que podem variar de 1,5 a 4 mg/g. Outros produtos como paes, ovos,
leite, queijos e frutas contém quantidades de bario inferiores que 0,002 mg/g (Inchem, 2014;
World Health Organization, 2004). Estima-se que a ingestao alimentar média de bario de um
adulto seja de 300 a 1770 pg/dia, sendo que os paes contribuem com cerca de 20% da
ingestao total (Cetesb, 2012).

A legislagéo brasileira limita as quantidades de bario somente para a agua mineral,
cujo valor maximo permitido é de 0,7 mg/L (Anvisa, 2005). Em paises como os Estados Unidos,

o valor da concentragdo maxima é de 2 mg/L (FDA, 2014).
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A toxicidade do metal depende de sua forma quimica. Compostos como o cloreto de
bario e carbonato de béario sdo solluveis em agua e no organismo e, portanto, apresentam
maiores riscos do que os compostos insollveis, como o sulfato de bario. A ingestdo de doses
dos compostos soluveis entre 0,2 a 0,5 mg/kg de massa corporal pode provocar intoxicagao
com sintomas que incluem gastroenterite aguda, perda de reflexos e paralisia muscular. A
ingestao de altas quantidades de bario pode causar alteragdes no ritmo cardiaco e paralisia, e
levar a ébito se ndao houver tratamento adequado. Em estudos com caes, a menor dose letal
obtida foi de 400 e 90 mg/kg de massa corporal para ingestao de carbonato de bario e cloreto
de bario, respectivamente (Inchem, 2014; World Health Organization, 2004).

Mesmo sendo o bario um composto toxico, diversas pesquisas o utilizam como agente
reticulante de membranas e microcapsulas de alginato para aplicagbes médicas e
farmacéuticas. A seguranca destes sistemas esta relacionada ao fato de que, uma vez
estabelecidas as ligagdes ibnicas com as cadeias do alginato na matriz polimérica, o bario se
torna indisponivel para o meio com o qual estda em contato, ndo apresentando toxicidade
(Grazioli et al., 2012). De acordo com Bajpai e Sharma (2004), a liberagédo do béario para um
meio liquido no qual as particulas ou membranas estdo em contato pode ocorrer na presenca

de ions so6dio, porém a uma taxa muito lenta.

Com base nestas consideracoes pode-se descartar a possibilidade de liberacdo do
bario dos filmes de alginato aplicados em alimentos. Ressalta-se também que a resolucao n°
56, de 16 de novembro de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria autoriza o uso de
sais de bario para a elaboracdo de embalagens plasticas para contato com alimentos (Anvisa,
2012). Nesta resolucdo ndo sao especificadas restricdes de uso, limites de composicéo e limites

de migragao para o alimento.

O célcio € um mineral essencial para a saude e desempenha um papel importante na
formagéo estrutural de ossos e dentes, condug¢do nervosa, contragdo muscular e coagulagéao
sanguinea. Ele esta presente em diversos alimentos como o leite e seus derivados, vegetais
folhosos, sardinha e salmédo. O calcio ndo apresenta toxicidade, no entanto, o consumo
excessivo prejudica a absorgdo de outros nutrientes, como o zinco e o ferro, e contribui para a
formacao de célculos renais. A dose maxima de ingestao de calcio para adultos varia de 2000 a
2500 mg/dia, conforme sexo e idade (Houtcooper e Farrel, 2011).

A nao-toxicidade e a boa afinidade com o alginato sdo os responsaveis pela extensa
utiizacdo do calcio como agente reticulante. Como desvantagem, porém, esta a grande
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sensibilidade dos filmes reticulados com este cation a agentes quelantes, como o fosfato e o
citrato, e a ions n&o gelificantes, como o sodio e o magnésio (March et al., 2006).

Além dos agentes reticulantes, outros aditivos utilizados na confecgdo dos filmes
podem promover mudangas nas propriedades. Entre estes, destacam-se os plastificantes, cujas
caracteristicas e propriedades serao abordadas no item seguinte.

3.4 Plastificantes

Os filmes de alginato, ao serem submetidos ao processo de reticulacéo, tém as forcas
coesivas entre as cadeias aumentadas, o que geralmente resulta em filmes quebradicos. Para
reduzir este efeito, podem ser adicionados plastificantes a formulacdo, de forma a aumentar a
mobilidade das cadeias, melhorando a flexibilidade e o alongamento do filme (Sothornvit e
Krochta, 2005).

Os plastificantes comumente utilizados em biofilmes sdo monossacarideos,
oligossacarideos (glicose, frutose e sacarose), polidis (glicerol e sorbitol) e lipidios (acidos
graxos e tensoativos). Estas substancias geralmente apresentam moléculas pequenas (baixa
massa molar) que podem ser facilmente incorporadas entre as cadeias poliméricas, diminuindo
a temperatura de transicdo vitrea e, consequentemente, afetando as propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas dos filmes (McHugh e Krochta, 1994).

Existem duas teorias principais que procuram explicar a agdo do plastificante sobre
filmes e coberturas biodegradaveis, conferindo-lhe flexibilidade: teoria do gel e teoria do volume
livre (Sothornovit e Krochta, 2005). A teoria do gel propde que, ao penetrar entre as cadeias da
matriz polimérica, os plastificantes aumentam a distancia entre elas e, portanto, ocorre um
enfraquecimento da forga de atracdo entre as cadeias, dando maior flexibilidade ao polimero.
Na teoria do volume livre, a adicdo de pequenas moléculas proporciona o aumento do volume

livre entre e ao redor das macromoléculas, favorecendo seu movimento.

O plastificante escolhido deve ter boa solubilidade no solvente utilizado, nao ser volatil
e apresentar alto grau de retencdo no polimero de forma a evitar a separagao no decorrer do
processo de secagem e apoés a finalizagéo do filme. Dependendo da aplicagdo, também devem

ser observados aspectos como cor, sabor, estabilidade quimica e higroscopicidade.
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De forma geral, a permanéncia do plastificante no polimero depende do tamanho da
molécula e da taxa de difusdo na matriz polimérica. Plastificantes com moléculas grandes
possuem menor volatilidade, resultando em maior permanéncia no filme. J4 a migracdo do
plastificante para a superficie do filme pode ser resultado da incompatibilidade quimica do
plastificante com o polimero, sendo que um indicador da migracao é uma aparéncia oleosa e

opaca.

A principal desvantagem resultante da utilizagdo dos plastificantes hidrofilicos € a
diminuicdo da barreira ao vapor de agua dos filmes devido a diminuicdo das forcas
intermoleculares. O plastificante também exerce grande influéncia na difusdo. Aumentando a
mobilidade das cadeias poliméricas, a taxa de liberacdo também aumenta, resultando em altas
difusividades (George e Thomas, 2001). Franssen et al. (2004) observaram em filmes de
proteina de soro de leite, que 0 aumento da propor¢ao de glicerol de 10 para 50% promoveu um

aumento na difusividade da natamicina em quase 9 vezes.

Desta forma, o plastificante deve ser utilizado em uma quantidade que permita a
otimizacdo das propriedades mecénicas com um aumento minimo na permeabilidade e na taxa
de liberagdo do agente ativo incorporado (Sothornvit e Krochta, 2005). Diversos estudos
mostram que pequenos incrementos na concentracdo do plastificante provocam perdas
significativas nas propriedades de barreira a agua. No caso do alginato, o efeito da reticulacao
pode até ser suprimido, fazendo com que os limites maximos de plastificante a serem usados
resultem em um alongamento médio em torno de 6-10%. Este percentual de alongamento
representa uma grande limitacao dos filmes a base de polissacarideos, tendo em vista que os
filmes sintéticos convencionais possuem alongamentos de até 500%, como no caso do

polietileno de baixa densidade (McHugh e Krochta,1994).

Um estudo com diferentes plastificantes em filmes de alginato reticulados com célcio
revelou que o glicerol € o mais vantajoso em termos de compromisso entre bom aspecto visual,
propriedades mecanicas e baixa solubilidade em agua. Filmes com xilitol apresentam um
comportamento semelhante ao glicerol. Plastificantes como manitol e citrato de tributila formam

filmes com baixa higroscopicidade, porém sdo menos flexiveis (Santana e Kieckbusch, 2013).

Dependendo da concentragdo em que sdao empregados, os plastificantes também
podem causar um efeito chamado antiplastificante, ou seja, exercem um efeito contrario na

flexibilidade e hidrofilicidade dos filmes. Isto ocorre quando sdo empregadas pequenas
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concentracdes de plastificante, que interagem com a matriz polimérica, mas ndo em quantidade
suficiente para aumentar a mobilidade molecular, aumentando somente o grau de interacoes e
a rigidez desta matriz. Este fendmeno tem sido observado com frequéncia em filmes de amido
(Galdeano et al., 2009). Em filmes de alginato e blendas de alginato com hidroxietilcelulose
contendo 25% de poliglicerol como plastificante, Russo et al. (2010) constataram um efeito
antiplastificante com um aumento na temperatura de transicdo vitrea e diminuicdo do

alongamento na ruptura.

3.5 Filmes ativos antimicrobianos

Ao longo das ultimas décadas, diversos tipos de antimicrobianos vém sendo utilizados
nos alimentos a fim de controlar o crescimento de micro-organismos que podem comprometer a

qualidade e a segurancga alimentar (Han e Gennadios, 2005).

Tradicionalmente, os antimicrobianos sdo adicionados a formulagao inicial do alimento
ou sdo aplicados na sua superficie por imersdo ou pulverizagcdo. Quando a deterioragdo tem
como origem a superficie, a adicdo do antimicrobiano na formulagdo do alimento ndo é
adequada, pois uma excessiva quantidade de conservante serd necessaria, podendo
comprometer as caracteristicas sensoriais do alimento. Os métodos de tratamento por imersao
ou pulverizagdo também podem ter eficiéncia limitada, uma vez que possibilitam a difusdo do
antimicrobiano para as partes internas do alimento, reduzindo sua concentracdo na superficie,
onde as reagOes deteriorantes sdo mais intensas (Appendini e Hotchkiss, 2002; Han e
Gennadios, 2005; Gemili et al., 2009). Ainda, a cobertura ativa produzida pode ser facilmente

lixiviada ou rompida no manuseio do produto.

Os filmes antimicrobianos sdo uma alternativa promissora para superar estas
limitagdes, pois sdo formulados para transferir o agente ativo incorporado na matriz polimérica
para o alimento, de maneira a manter uma concentragdo predeterminada do composto ativo na
superficie por um determinado tempo (Appendini e Hotchkiss, 2002; Gemili et al., 2009). Além
disso, os filmes podem atuar como uma barreira adicional de protegao contra a migracdo de
gases, perda de umidade e permitem que apenas uma pequena quantidade de conservantes

seja necessaria.

Alguns fatores podem afetar a eficiéncia antimicrobiana dos filmes, como as
caracteristicas do alimento (pH, atividade de agua) e do agente ativo (tamanho da molécula e
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solubilidade), condicbes de estocagem e distribuicdo, método de preparo do filme (extrusao ou
casting) e interacao entre antimicrobiano e polimero (Soares et al., 2009).

As pesquisas envolvendo a incorporagdo de agentes ativos em matrizes poliméricas
para aplicacdo em alimentos tiveram sua origem nas coberturas comestiveis, principalmente na
década de 90. Desde entéo, filmes antimicrobianos tem sido desenvolvidos com uma grande
variedade de biopolimeros e direcionados para diferentes aplicagbes como frutas, peixes,
carnes, presuntos e queijos. Porém, os trabalhos envolvendo filmes de alginato ainda sao
escassos e a maioria deles determina os efeitos inibitérios através de testes in vitro, sem

aplicacdo em alimentos e sem estudo do comportamento difusivo.

Cha et al. (2002), por exemplo, confeccionaram filmes de alginato sem reticulagdo e
avaliaram a eficiéncia antimicrobiana da lisozima, nisina, extrato de semente de pomelo e EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), individualmente ou em combinagéo. Os testes de difusao
em agar revelaram que, quando o extrato de semente de pomelo e o EDTA foram utilizados, um
efeito inibitorio foi observado contra todos os micro-organismos testados (Micrococcus luteus,
Listeria innocua, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus).

Os efeitos inibitérios contra diferentes espécies de bactérias foram também observados
em filmes de alginato contendo lactoperoxidase (Yener et al., 2009), extrato de ginseng (Norajit
et al., 2010), éleo de alho (Pranoto et al., 2005a) e extrato de alecrim (Yan et al,. 2013).

Em um dos poucos trabalhos com aplicacdo em alimentos, Siragusa e Dickinson
(1993) confeccionaram coberturas de alginato contendo acidos organicos e verificaram seus
efeitos na conservacdo da carne, pela reducdo dos niveis de Listeria monocytogenes,
Salmonella thyphimurium e Escherichia coli. Ogunbanwo e Okanlawon (2006) imobilizaram a
bacteriocina produzida pelo Lactobacillus brevis em um filme de alginato e aplicaram na
superficie de carne de frango refrigerada. Os autores observaram que a aplicagao da cobertura
ativa foi mais eficiente do que a aplicagao direta da bacteriocina no frango, podendo prolongar a
vida de prateleira por até 14 dias, mantendo caracteristicas sensoriais adequadas. Mais
recentemente, Millette et al. (2007) verificaram que filmes ou particulas de alginato contendo
nisina sdo eficientes no controle do crescimento de micro-organismos patogénicos, como o

Staphylococcus aureus, em superficies de carnes.
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A selegao do antimicrobiano a ser utilizado no filme ativo deve levar em consideragao a
efetividade contra o micro-organismo-alvo e as interacdes com o biopolimero e outros

componentes presentes na formulacao (Campos et al., 2011).

De acordo com Ozdemir e Floros (2004), um dos principais problemas dos filmes
antimicrobianos é a perda parcial ou total da eficiéncia antimicrobiana apés a incorporacéo no
filme. Para contornar este problema, tratamentos prévios no polimero podem ser necessarios

para aumentar sua compatibilidade com o agente ativo.

Possiveis interagdes entre 0 antimicrobiano e o biopolimero ou uma ma incorporagao
na solugdo polimeérica também podem modificar as caracteristicas do filme. Diversos trabalhos
relatam que apos a adicdo de agentes ativos ocorre uma modificagdo da estrutura polimérica e
os filmes podem apresentar prejuizos significativos na permeabilidade ao vapor de agua,
transparéncia e na tenséo de ruptura (Cha et al.,, 2002; Limjaroen et al., 2003; Pranoto et al.,
2005b). Em coberturas de quitosana para aplicagdo em queijos foi observado um aumento de
500% na permeabilidade ao CO, apéds a adicao da natamicina (Fajardo et al., 2010). Em outro
trabalho, a incorporacao de natamicina a filmes de celulose promoveu uma diminuicdo de
aproximadamente 40% na tensado de ruptura e de 62% no alongamento (Pires et al., 2008).
Neste mesmo trabalho, a tensdo de ruptura foi reduzida ainda mais drasticamente (cerca de
90%) quando nisina também foi adicionada a formulacao.

3.6 Natamicina

A natamicina, também conhecida como pimaricina, € um antimicotico poliénico (Figura
3.5), produzido pela bactéria Streptomyces natalensis, ativa contra uma grande variedade de
fungos filamentosos (multinucleados) e leveduriformes (um sé nucleo), incluindo os géneros

Penicillum, Fusarium, Aspergillus e Candida.

De forma geral, o mecanismo de acgdo de um antimicético poliénico consiste na sua
interacdo com componentes da membrana celular fungica, os ergosterois. Esta ligagdo faz com
que ocorra um aumento da permeabilidade da membrana, perda de componentes essenciais e
a consequente morte da célula (Welscher et al., 2008). As bactérias sdo insensiveis aos
antimicoticos poliénicos, como a natamicina, porque sua membrana celular ndo possui esterois
(ESFA, 2009).
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O uso da natamicina € autorizado em mais de 40 paises como aditivo para
preservagao de alimentos, principalmente, no controle de crescimento fungico na superficie de
queijos, produtos carneos e salsichas (Chen et al., 2008; Danisco, 2011). Nos Estados Unidos,
a agéncia reguladora FDA (Food and Drug Administration) classificou a natamicina como GRAS
(generally recognized as safe), sendo permitida, inclusive, como aditivo em rag¢des para frangos
de corte visando retardar o crescimento de alguns fungos patogénicos especificos, como o
Aspergillus parasiticus. Na Unido Européia, a natamicina também foi classificada como aditivo
seguro pelo 6rgao EFSA (European Food Safety Authority) (EFSA, 2009).

Figura 3.5: Estrutura quimica da natamicina (Chen et al., 2008).

De acordo com a Resolugéo n° 28 da Anvisa (Anvisa, 2001), a presenga da natamicina
é permitida no limite maximo de 1mg/dm? e deve estar ausente a 2 mm de profundidade em
queijos e 5 mm em embutidos e produtos carneos. Isto torna importante a determinacdo da
concentracdo e da profundidade em que o agente ativo se encontra no alimento durante os
ensaios de liberacdo. Nestes niveis, ndo haveria indugédo de resisténcia microbiana, uma vez
que a natamicina ndao € absorvida de forma significativa pelo trato gastrointestinal e é
rapidamente excretada pelo organismo (EFSA, 2009).

A natamicina possui alta massa molar (665,73 g/mol) e baixa solubilidade em agua
(0,0520 mg/mL). Apresenta maior estabilidade na forma de p6 e na auséncia de calor e luz. A
estabilidade é afetada, principalmente, pelo pH (abaixo de 5 e acima de 9), por exposi¢cao a
radiagdo UV, luz solar, altas temperaturas (principalmente acima de 100°C) e por oxidantes
quimicos. A dose diaria de natamicina nao deve ultrapassar 0,3 mg/ kg massa corporal/dia,
sendo que a ingestao oral em doses superiores a 300 mg/dia pode ocasionar nauseas, vomitos

e diarreia (Pedersen, 1992; Sullof, 1999). Em estudos de toxicidade, os efeitos observados em
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animais foram decréscimo na ingestdo de alimentos, diminuicdo na taxa de ganho de peso
corporal, irritacdo gastrointestinal e diarreia. A dose letal (DL50) para roedores pode variar de
450 a 1400 mg/kg de massa corporea (ESFA, 2009).

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

do produto alimenticio (Danisco, 2011).

Diversos estudos tém demonstrado eficiéncia e aplicabilidade dos filmes e coberturas
ativas contendo natamicina. Oliveira et al. (2007), por exemplo, elaboraram filmes de celulose
contendo diferentes concentragbes de natamicina e avaliaram o seu efeito contra o fungo
Penicillium roqueforti em queijos do tipo gorgonzola. Resultados satisfatérios foram obtidos para
a inibicdo fungica com filmes contendo 2 e 4% de natamicina. Os autores observaram que a
quantidade de natamicina liberada para manter a atividade no queijo foi inferior a quantidade
maxima permitida pela legislacdo e, também, inferior a quantidade encontrada no queijo
controle (produzido com imersdao em solugdo de natamicina), confirmando seu potencial em

diminuir os niveis de consumo de aditivos sem comprometer a eficacia antimicrobiana.

Filmes de celulose com natamicina também foram avaliados por Pires et al. (2008) e
mostraram-se efetivos em testes de inibicdo in vitro contra os fungos Penicillium sp. e
Geotrichum sp. Em outro teste, ao aplicarem os filmes antimicrobianos entre fatias de queijo
muzzarela, os autores observaram uma diminuicdo significativa na contagem de fungos e

leveduras, prolongando em 6 dias a vida de prateleira deste tipo de queijo.

Natamicina foi incorporada a filmes de metilcelulose e gluten de trigo observando-se
efeito inibitorio através de testes in vitro contra o Aspergillus niger e Penicillium roqueforti (TUre
et al, 2008). Recentemente, estes autores, em outro trabalho utilizando os mesmos
biopolimeros com natamicina, investigaram o efeito contra os micro-organismos Aspergillus
niger e Penicillium roqueforti na superficie do queijo Kashar refrigerado a 10°C (Ture et al.,
2011). Foram realizados testes microbiolégicos durante 30 dias e foi verificado que ambos os
filmes foram eficientes contra o Aspergillus niger. Porém, ao contrario dos testes in vitro, 0s

filmes com natamicina ndo tiveram nenhum efeito sobre o Penicillium roqueforti. Essa diferenca
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de atuacao foi atribuida ao crescimento fungico mais intenso no queijo do que no meio de

cultura e fez com que os autores recomendassem a aplicacdo de ensaios em alimentos reais.

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

polietileno diminuiu a intensidade da deterioragédo e a perda de peso durante a armazenagem.

3.7 Incorporacao de antimicrobianos aos filmes poliméricos

A incorporacao do antimicrobiano aos filmes é, na maioria dos casos, feita pela adi¢céo
direta a solucao aquosa formadora de filme (Pires et al., 2008). No entanto, para compostos que
possuem baixa solubilidade em agua, como a natamicina, esta técnica apresenta alguns
aspectos negativos. Alguns trabalhos que utilizam natamicina reportam que apds esta
incorporacao, os filmes tendem a ser heterogéneos, com a presencga de cristais ndo dissolvidos
na matriz polimérica que, consequentemente, influenciam a liberagdo e prejudicam as
propriedades mecanicas, épticas e de barreira (Pires et al., 2008; da Silva, 2009; Ture et al.,
2009).

Métodos alternativos de incorporacdo do antimicrobiano incluem a impregnagao por
absorcdo. Nesta técnica, o antimicrobiano é dissolvido em um solvente adequado (aquoso ou
organico), o filme ja estruturado é imerso nesta solugdo e a impregnacdo ocorre durante o
intumescimento da matriz. O solvente € posteriormente eliminado, permanecendo o agente
ativo no filme. Este procedimento tem sido utilizado para impregnagéao de farmacos com baixa
solubilidade em agua em diversos biopolimeros e outros materiais (Costa et al.,, 2010). Este
método, no entanto, tende a apresentar desvantagens em relacdo ao rendimento de

incorporacgao e formacao de solugao residual apds o procedimento.
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Uma abordagem mais recente nos estudos com biopolimeros é a utilizacao de fluidos
supercriticos, como o di6xido de carbono, para a impregnacdo de substancias ativas em

matrizes poliméricas. Esta técnica esta descrita no préximo subitem.

3.7.1 Incorporacao de antimicrobianos com fluidos supercriticos

Na técnica de incorporagado com fluidos supercriticos, 0 composto a ser impregnado e
os filmes sédo colocados dentro de uma célula de alta presséo. O conjunto € entdo pressurizado
em condicOes pré-estabelecidas em que o fluido supercritico solubiliza o composto e promove
sua impregnacao no filme. Ap6és um determinado tempo de acdo, realiza-se uma lenta

despressurizacao para remocgao do gas sem alterar o sistema impregnado (Braga et al., 2008).

Uma substancia pode ser definida como fluido supercritico quando sua temperatura e
pressao estdo acima de sua temperatura e pressao criticas. No ponto critico, a densidade da
fase gasosa torna-se igual a da fase liquida e a interface entre estas duas fases desaparece
(Cansell et al., 2003).

Quando empregados nestas condigcbes, os fluidos supercriticos apresentam
propriedades fisicas intermediarias entre um gas e um liquido, como baixa viscosidade,
densidade maior do que a de gases e difusividade de massa maior do que em liquidos,
conferindo alta capacidade de solubilizacdo e de transferéncia de massa. Desta forma, um
fluido supercritico tem a capacidade de dissolver uma grande variedade de materiais, como os
liquidos convencionais, porém mantendo o alto poder de penetracdo dos gases. Estas
propriedades especificas permitem que os fluidos supercriticos possam ser utilizados em
diferentes areas, com destaque para extracdo de componentes ativos de substratos naturais.
Alguns destes processos ja estdo bem estabelecidos industrialmente como, por exemplo, a
descafeinizacdo de graos de café, extracdo de compostos amargos do lupulo e remocao da

nicotina do tabaco (Maul et al., 1999).

O diéxido de carbono tem sido o fluido supercritico mais utilizado por apresentar uma
série de vantagens, como a baixa temperatura critica (31°C), que permite que os processos
sejam conduzidos a temperaturas suficientemente baixas para ndo provocar degradacao de
compostos sensiveis. O dioxido de carbono também néo apresenta toxicidade e nao € poluente
nem corrosivo na auséncia de agua. Além disso, o custo é considerado baixo em relagéo a

outros fluidos com pureza semelhante (Duarte et al., 2009)
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Em processos de impregnacdo em matrizes poliméricas, o CO, supercritico pode atuar
com um plastificante, promovendo o intumescimento do filme e facilitando a difusdo do soluto
(Braga et al., 2008). Em condigbes adequadas, o CO, é facilmente removido da matriz e nao
altera ou danifica as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas (Yafez et al., 2011). Além do
intumescimento reversivel do filme, para que o processo de impregnacao seja viavel, é
necessario que o agente ativo seja soluvel no fluido supercritico e que o coeficiente de particao
seja favoravel para permitir que a matriz seja impregnada com uma quantidade suficiente de
soluto (Kikic e Vecchine, 2003).

A densidade do solvente pode ser facilmente alterada modificando-se a pressédo e a
temperatura do sistema. Com isto, pode-se aumentar a solubilidade da substancia a ser
impregnada no meio e melhorar, consequentemente, a eficiéncia de impregnagdo. A
solubilidade também pode ser aumentada significativamente pela adicdo de pequenas
quantidades de outros produtos, chamados de cossolventes, polares ou apolares, como a agua
e o etanol (Costa et al., 2010). Essas opgoes adicionam flexibilidade e permitem a adequagéo
de condicbes de processamento para as necessidades especificas dos produtos a serem
processados.

A impregnacdo de compostos ativos em filmes e membranas utilizando fluidos
supercriticos tem sido amplamente estudada para o desenvolvimento de dispositivos para
liberacao controlada de farmacos (Braga et al, 2008; Costa et al., 2010). No entanto, a
aplicacao desta técnica para a obtencdo de filmes antimicrobianos para alimentos é muito
escassa e esta limitada ao estudo de Souza et al. (2014), que avaliaram a impregnacao de

cinamaldeido em filmes a base de fécula de mandioca .

3.8 Difusividade de substancias ativas em filmes poliméricos

A eficacia dos filmes antimicrobianos esta diretamente relacionada ao comportamento
da liberagdo do agente ativo para a superficie do alimento, que deve ocorrer a uma taxa que
permita que a concentragdo minima inibitéria contra os micro-organismos deteriorantes seja

mantida durante o periodo desejado (Han e Gennadios, 2005).

As tentativas de se obter sistemas de liberacdo controlada foram direcionadas,
inicialmente, para aplicacbes farmacéuticas que incluiam liberacdo de drogas a partir de

capsulas e outros dispositivos poliméricos. Estudos sobre o desenvolvimento de filmes para
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aplicacdo em alimentos com liberagdo controlada de substancias ativas sdo ainda bastante
limitados (Gemili et al., 2009). Um dos motivos, € que, diferentemente da maioria dos sistemas
contendo farmacos, a matriz polimérica das embalagens de alimentos ndo se desintegra

durante a liberagao do agente ativo (Buonocore et al., 2003a).

Em um dos primeiros trabalhos focados em controlar a taxa de liberagdo de um
antimicrobiano a partir de um filme, Ozdemir e Floros (2003) adicionaram cera de abelha a
formulagcdo de um filme de proteina, promovendo a diminuicdo da difusividade do sorbato de
potéssio. A partir de entéo, diferentes estratégias tem sido utilizadas. Buonocore et al. (2005),
por exemplo, desenvolveram um filme em multicamadas de PVOH com e sem reticulacao.
Estes filmes eram compostos de duas camadas externas e uma camada interna contendo
lisozima. Nestas estruturas, a camada interna regula a velocidade de difusao do agente ativo e
as camadas externas exercem uma fungdo de barreira para proteger este agente do contato

direto com o alimento e umidade e evitar a migragéo para o exterior da embalagem.

O mecanismo da liberacdo de um agente ativo estd baseado na difusdo através da
matriz polimérica que, fundamentalmente, corresponde a um processo de agitacdo e mistura
em escala molecular. Esse movimento aleatério e individual das moléculas das substancias-
alvo associado a um gradiente de concentragdo faz com que, macroscopicamente, resulte em
um fluxo de massa. A difusdo pode ser vista como um processo no qual a concentracdo tende a
se igualar em todos os pontos de cada fase do sistema com o passar do tempo levando a uma
concentracao de equilibrio do soluto entre as fases.

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

estimar o perfil de concentragdo de uma substancia ativa no filme (Han, 2000).

Para processos de difusdo de massa em regime permanente, em uma unica fase, a
equacao que correlaciona o fluxo de difusdo com o gradiente de concentracdo € a Equacgao
3.1, conhecida como Lei de Fick (Cussler, 2009).

ac

i— _pZ~ 3.1
J oz (3.1)
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onde: j é o fluxo da substancia ativa no filme (g/cm?.s), D é a difusividade da substancia ativa
(cm?/s) e dC/dz é o gradiente de concentracéo da substancia ativa no filme (g.cm®/cm).

Entretanto, a maioria das situagdes praticas envolvendo difusdo, bem como a difusao
de um composto ativo incorporado em um filme, ocorre em condigdes transientes. Neste tipo de
difuséo, tanto o fluxo quanto o gradiente de concentracdo numa dada posicao, variam com o
tempo. Como resultado, ocorre um acumulo ou esgotamento do componente que esta

difundindo. Este processo é descrito pela 22 Lei de Fick (Equacao 3.2).

2
ac _ e

ot o (3.2)

Os métodos de andlise em regime transiente, conhecidos como ensaios de liberacao
ou migracao, medem a taxa de difusdo enquanto o soluto se difunde para dentro ou para fora
da matriz. O filme é imerso em agua (ou outro sorvedouro) e 0 aumento de concentragdo do
agente antimicrobiano é monitorado periodicamente e permite calcular a massa liberada com o
tempo (Han, 2000). A equacao diferencial 3.2 pode ser integrada, e quando se considera a
difusividade e a espessura do filme constantes, a transferéncia do soluto pelas duas faces do
filme e que ndo ha reacao quimica, obtém-se a Equacéao 3.3 (Cussler, 2009):

Ci=Cay _ —%w —(en+ 1P L by (3.3)
Crioia—C “ 2n+1) 5?

inicial

Sup

onde C; é a concentracdo média do soluto remanescente no filme no tempo t, e corresponde a
integral do perfil de concentragéo obtido da 22 Lei de Fick, Cs,, € a concentragdo do soluto na
superficie do filme, Ci,cias € @ concentracgao inicial, assumida uniforme em todo o fiime e 6 é a

espessura do filme.

Como o volume do filme foi assumido constante, o adimensional de concentragéo
pode ser considerado como a fracdo da massa total de soluto contido no filme transferido para
a agua em um intervalo de tempo de 0 a t através da Equagéo 3.4:

Mt _ CI_CSup (3 4)
M Cinicial - CSup .

0

26



Revisao Bibliografica

onde M; é a massa liberada no tempo t e M.. € a massa de soluto que seria liberada em um

tempo infinito.

Na determinagéo experimental da difusividade, o filme é colocado em contato com um
liquido e monitora-se a variagdo da concentracdo do componente ativo no liquido. Para uma
adequada interpretagdo das Equacdes 3.4 e 3.3, a resisténcia a transferéncia de massa no
fluido (liquido bem agitado) deve ser baixa. Nessa situacdo, Cg,, € a concentracdo em
equilibrio com esse fluido e calculavel pelo uso do coeficiente de particao entre o filme e 0 meio
de liberagdo. Infelizmente, entretanto, esses coeficientes de particdo sédo de dificil
determinagdo de modo que é preferivel manter a concentagdo meédia no liquido proximo a zero
(renovando o volume) ou, se possivel, usar um solvente com alto poder de solubilizagdo do

soluto.

Para tempos curtos, quando M/M.< 0,6 (ver Apéndice A), a Equacdo 3.2 assume
condic¢des de contorno de um meio semi-infinito e com o soluto sendo liberado pelas duas fases
do filme com espessura total &, pode se obter a Equagéo 3.5, também conhecida como solugéo
de tempos curtos (Crank, 1975).

(3.5)

Pesquisas no LEPPbio indicam que estas solu¢des da 22 Lei de Fick podem ser
ajustadas aos resultados experimentais, fornecendo com boa precisdo o valor da difusividade
efetiva (D¢g) do soluto no filme (da Silva, 2009; Bierhalz, 2010). Porém, o elevado
intumescimento que ocorre nos primeiros minutos dos filmes em contato com a agua pode
afetar os valores de difusividade e deveria ser levado em consideracdo nos calculos. A
influéncia do intumescimento e a identificagdo do mecanismo envolvido no processo de difusao
podem ser avaliados pelo Modelo da Lei da Poténcia, descrito pela Equagéo 3.6 (Siepmann e
Peppas, 2001).

M _ o (3.6)
M

0

Neste modelo, kK &€ uma constante associada as caracteristicas estruturais e

geométricas dos dispositivos de liberagdo e n é o expoente que define 0 mecanismo de
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liberacdo. O valor do expoente de liberacao (n), calculado por esta equacéao, esta relacionado
com o comportamento da matriz polimérica. Quando o valor de n for igual a unidade (n=1), a
taxa de liberacdo do agente ativo é independente do tempo, correspondendo a uma cinética de
ordem zero, também conhecida como transporte caso-Il. Neste caso a liberagdo é controlada
pelo intumescimento e desestruturagcdo do filme. Quando n for igual a 0,5 o0 mecanismo de
liberagdo € controlado por difusdo e tem-se um transporte fickiano do tipo I. Valores de n entre
0,5 e 1,0 podem ser considerados como um indicador para a superposicao dos fendémenos de
difusdo e relaxagao (transporte anémalo) (Siepmann e Peppas, 2001).

Segundo Buonocore et al. (2003b), o modelo matematico para filmes hidrofilicos deve
associar a difusdo das moléculas de agua para o interior do filme, a contra-difusdo do agente
antimicrobiano do filme para a agua e a cinética de intumescimento da matriz. Estes autores
desenvolveram um modelo matematico levando em consideragdo estes fatores e obtiveram
bons resultados para filmes de polivinilalcool contendo lisozima, nisina e benzoato de sddio

como agentes antimicrobianos.

Baseados também na combinagdo destes parametros, Flores et al. (2007)
desenvolveram um modelo (a Equagéo 3.7) para a liberagdo de sorbato de potéssio a partir de
filmes de fécula de mandioca em meios agitados com diferentes pHs. Além dos coeficientes de
difusdo, o modelo permite estimar o tempo da relaxacao polimérica associado a relaxacao do

polimero (1) e 0 desvio do comportamento fickiano (Xg).

8 & 1 2 ot t
Mt ZMOO.{XF.{1—?.IIOW.GX{—D(2n+1) T ?:l}+(1—XF)|:1—eX{—;j:|} (37)

Fajardo et al. (2010) utilizaram este modelo para o estudo da difusividade da
natamicina a partir de coberturas de quitosana em um meio liquido (solugéo de PBS) e também
sobre uma amostra de queijo e obtiveram bons ajustes. Os valores e o significado fisico dos
parametros obtidos, entretanto, precisam ser confirmados, pois a equag¢éo 3.7 assume que a
resisténcia a transferéncia de massa no alimento é desprezivel em relagdo a resisténcia no

filme, uma situagao questionavel no caso de queijos, por exemplo.

28



Revisao Bibliografica

3.9 Modelagem da liberacdao controlada de substancias ativas incorporadas em
embalagens utilizadas em alimentos semi-soélidos

A partir da 22 Lei de Fick e conhecendo-se as difusividades dos solutos, diversos
modelos matematicos tém sido propostos para a avaliacdo da migracao de aditivos a partir de
materiais de embalagem (Chung et al., 2002). Com um modelo matematico adequado, o perfil
de liberacdo do antimicrobiano para o alimento pode ser simulado e o tempo de permanéncia
deste agente ativo acima da concentragao inibitéria dos micro-organismos pode ser predito
(Sebti et al. 2003).

O conhecimento e controle destes sistemas difusionais € critico no caso de
embalagens de poliolefinas que normalmente contém plastificantes téxicos, que tendem a

migrar para o alimento (Brandsch et al., 2002; Sanches-Silva et al., 2009).

Os modelos mais refinados de baseiam em solugdes da 22 Lei de Fick, a exemplo da
Equagéo 3.3, mas incorporam também o coeficiente de particdo do soluto entre a embalagem e
o alimento e o fato do volume de alimento ser finito. Os modelos encontrados na literatura,
entretanto, sempre assumem o alimento como um meio sem resisténcia a transferéncia de
massa (Cruz et al., 2008; Sanches-Silva et al., 2009).

Se o filme for utilizado na embalagem de um alimento pastoso (cremes, patés,
mingaus) ou sélido como queijos, carnes ou frutas, por exemplo, sera preciso considerar as
resisténcias a transferéncia de massa (no filme e no alimento), a distribuicao de equilibrio do
soluto entre essas duas fases e, para ser realista, incluir uma resisténcia de contato (Han,
2000). Sao elementos adicionais que aumentam a complexidade, ndo apenas da expressao

matematica, como também do levantamento experimental dos parametros fisicos.

A difusividade de principios ativos em alimentos é baixa, aproximando-se da difusédo no
proprio filme. Han e Floros (1998) encontraram difusividades do sorbato em queijo muzzarela
da ordem de 0,7x10® cm?%s. Os autores utilizaram a solucdo em série de Fourier para ajuste

dos resultados experimentais, mas nao especificaram a temperatura do ensaio.

Usando um gel de agarose (3%), Ripoche et al. (2006) determinaram uma difusividade
da nisina de 4,2x10” cm?s, a 10 °C. Neste ensaio, um cilindro de 7 cm de diametro e 7 cm de
comprimento teve uma das faces planas em contato com uma solu¢gao aquosa contendo 300

ug/mL de nisina, bem agitada.
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Estes baixos valores de difusividade permitem afirmar que o alimento pode ser
considerado um meio semi-infinito, isto é, a frente de concentragdo nao alcanga a face mais
afastada do local da fonte do agente ativo no periodo considerado. Este modelo foi aplicado por
Ripoche et al. (2006) e a Figura 3.6 confirma o bom ajuste aos pontos experimentais. Foi
observado que ap6s 6 dias de contato, a frente de concentracdo penetrou apenas 1,8 cm,

caracterizando portanto, uma situacao de “difusao livre”.

no 4 — 3% agarose model

5 %
0.8 4 \{ x 3% agarose experimental
0.7 4
0.6

C/C,
A

"*‘-mi_-
0 0.005 .01 0015 .02

x (m)

Figura 3.6: Perfil de concentracdo de nisina em um gel de agarose apos 6 dias de contato a
10°C (Ripoche et al., 2006).

Conforme ja explicitado, o comportamento inicial na liberagdo de antimicéticos contidos
em filmes ativos também pode ser modelado como o de um meio semi-infinito (da Silva, 2009;
Bierhalz, 2010).

Crank (1975) desenvolveu solugdes analiticas para um sistema composto por dois
meios semi-infinitos justapostos, com e sem resisténcia na interface. Denotando pelo
superscrito A o alimento e F o filme, as equacgdes de Crank tém as seguintes expressdes para o

perfil de concentrag&o no filme (Equagéao 3.8) e no alimento (Equagéo 3.9).

ke C,
Ccr = il —erfc XF (3.8)
1+ kF/A (DF/DA )E 2’\/ D t

c,” ! X
c* = 0 , {1+ kpa(DF/D* )2 erf 2 \/D_At} (3.9)

1+ ke 4(DF /D)
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Na deducao destas equacgdes, assume-se que a concentragao inicial de antimicético no

7 7

alimento é zero e COF € a concentracao inicial do agente ativo no filme. A constante k

corresponde ao coeficiente de particdo, definido como a relacdo entre as concentracbes de
equilibrio do migrante no filme e no alimento, representada pela Equagéo 3.10:

Ken="Ga (3.10)

Uma situacdo com valores tipicos de difusividades encontrados em alimentos e filmes
e desprezando possiveis resisténcias de contato esta tracada na Figura 3.7.

Filme 7.00 7 Alimento
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Figura 3.7: Simulacao dos perfis de concentragdo para um meio composto de um filme e um
alimento sélido (DF = 1x10™"" cm?s e D* = 1x10™'? cm?/s, k=2, C/ = 6 mg/cm®). Fonte: Elaborado

pela autora.

Este modelo prediz que enquanto houver a situacdo de dois sélidos semi-infinitos
justapostos, a concentragdo na superficie do alimento permanece:

A _ kF/ACLI;
7
1+ ke, (D7 /D Je

(3.11)

interface —
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Este resultado é interessante porque esta concentracao depende da razdo entre as
difusividades, um pardmetro mais facil de estimar do que o valor absoluto das difusividades.
Quando houver uma resisténcia de contato, entretanto, Crank (1975) demonstra que esta

concentracao ndo permanece constante.

As equacébes 3.8 e 3.9 também sao propostas por Han (2000), mas a literatura sobre
embalagens ativas, entretanto, ndo apresenta resultados experimentais de aplicacdo deste
modelo. As dificuldades encontradas na simulacao utilizando o modelo dos dois meios semi-
infinitos estdo associadas as imprecisdes no levantamento do perfil de concentracdo junto a

interface e a coeréncia de dados de coeficiente de parti¢cao.

No presente trabalho faz-se uma avaliagdo da migragdo da natamicina a partir de
filmes de alginato para a superficie de amostras de queijo, determinando-se, também, sua
atividade antimicrobiana. Devido a isto, no proximo item sao apresentadas algumas

caracteristicas gerais e aspectos microbiolégicos deste alimento.

3.10 Queijos: caracteristicas e aspectos microbiolégicos

O queijo é um dos mais antigos alimentos preparados que a histéria da humanidade
registra, sendo que h4 indicios de seu consumo nos anos 7000 a.C. O queijo € um concentrado
lacteo constituido de proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais, célcio, fésforo e vitaminas,
entre elas, as vitaminas A e B (Perry, 2004).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o queijo pode
ser definido como “o produto fresco ou maturado que se obtém por separagédo parcial do soro
do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos,
coagulados pela acao fisica do coalho, enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos
organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregagao de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes”. A denominagao
queijo esta reservada aos produtos em que a base lactea ndo contenha gordura e/ou proteinas

de origem nao lactea (Anvisa, 1996).

Todos 0s queijos possuem um processo basico de fabrica¢do, no entanto, variagées na
origem do leite, técnicas de processamento e tempo de maturagdo fazem com que existam

cerca de 1000 tipos de queijos (Perry, 2004). Na Tabela 3.2 esta apresentada a classificagao
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dos queijos quanto ao teor de umidade. Esta classificacdo € importante no ambito deste
trabalho, tendo em vista que as especificacdes dos critérios microbiolégicos e limites de aditivos
permitidos sao estabelecidos com base no teor de umidade do produto (Anvisa, 1996).

Tabela 3.2: Classificagédo geral dos queijos quanto ao teor de umidade.

Consisténcia da

Classificagcao Umidade (%) massa Exemplo comercial
Baixa umidade Até 35,9% Dura Parmesao
Média umidade Entre 36 e 45,9% Semi-dura Prato
Alta umidade Entre 46 e 54,9% Macia Minas
Muita alta umidade Maior de 55% Mole Cottage, frescal

O queijo Prato, avaliado no presente trabalho, é o 22 tipo mais consumido no Brasil e
sua producdo representa 40% do total de queijos no pais. E um queijo tipicamente brasileiro,
que teve origem no sul de Minas Gerais na década de 20, ao se tentar reproduzir 0s queijos
Danbo (dinamarqués) e Gouda (holandés) nas condigdes locais (Londofio e Abreu,1998).

O queijo Prato é obtido do leite de vaca pasteurizado, com massa semicozida,
prensado e maturado, no minimo, por 30 dias. E um queijo gordo, de consisténcia semi-dura e
textura homogénea, com poucas e pequenas olhaduras (orificios regulares e ovais) lisas e
brilhantes. Seu sabor é suave, levemente adocicado e sua cor € amarelo-ouro. Em média, o
queijo prato possui 43% de umidade e 27% de gordura em sua composicao (Perry, 2004) com
pH entre 5,2 e 5,5.

De forma geral, o queijo € um alimento de composicao complexa e muito suscetivel a
contaminagdo, principalmente, devido a prépria matéria-prima utilizada e ao alto teor de
umidade dos locais de sua produgéo (Fajardo et al., 2010). A contaminagdo microbiolégica dos
alimentos, além de representar um risco para a saude do consumidor, acarreta inumeros

prejuizos econdmicos para a industria.

A presenca de bolores e leveduras em queijos €, na maioria dos casos, indesejavel e
pode causar modificagbes nas caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais
como, por exemplo, protedlise da casca em alguns tipos de queijos semi-duros, aparecimento
de manchas de cores variadas e modificagdo do sabor na regido periférica (Perry, 2004).
Alguns fungos, como os da espécie Aspergillus, também podem ser patogénicos por
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produzirem micotoxinas. As micotoxinas produzidas por Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus e Aspergillus nomius, por exemplo, sdo potentes carcindbgenos hepaticos para
animais e para o homem (Zacarchenco et al., 2011).

Os principais fungos envolvidos na deterioracao da superficie dos queijos pertencem
aos géneros Penicillium, Fusarium, Geotrichum, Aspergillus, Mucor e Cladosporium (Pires et al.,
2008; Fajardo et al., 2010). Como os esporos de bolores requerem oxigénio para crescimento,
nao se espera seu desenvolvimento em queijos embalados a vacuo. Sua proliferacao,
entretanto, pode ocorrer em bolsas de ar existentes entre o material de embalagem e a
superficie do queijo. Neste tipo de material, os fungos mais comuns sao Penicillium spp.
(principalmente o commune, um fungo azul) e o Cladosporium cladosporioides (um fungo

preto).

Enquanto os fungos fazem parte da microbiota normal das camaras de maturacao de
queijos devido a temperatura e a umidade favoraveis, a maior fonte de contaminagao por
leveduras é a salmoura. Desta forma, os queijos salgados em salmouras sdo mais suscetiveis a
este tipo de contaminacdo. As espécies mais comuns sdo Candida spp.,Yarrowia lipolitica,
Kluyveromices marxianus, Geotrichum candidum, Debaromices hansenii e Pichia spp. As
leveduras possuem um metabolismo fermentativo que as tornam deteriorantes mesmo antes de
suas col6nias se tornarem visiveis no alimento. O queijo pode ficar rangoso, com sabor e cheiro

muito desagradaveis e isto é frequentemente associado a pontos brancos na sua superficie.

A legislacao vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece limites em
queijos somente para coliformes, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella sp. e Listeria
monocytogenes. O parametro bolores e leveduras foi extinto para a maioria dos queijos (Anvisa,
2001), ou seja, ndo sao estabelecidos limites pela legislacdo para a contagem destes
microorganismos . De acordo com Zacarchenco et al. (2011) isto seria uma inadequacao da
legislacao, tendo em vista que avaliagbes em queijos de diferentes regides do Brasil apontam
frequentes contaminacgdes por bolores e leveduras que representam riscos a saude dos

consumidores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
4.1.1  Materiais utilizados para a elaboragao dos filmes

Para a confecgdo dos filmes foi utilizado alginato de sodio de média viscosidade
(A2033, lote 058K0126, Sigma, EUA), massa molar de 1,3x10° g/gmol, proveniente de algas
Macrocystis pyrifera e, portanto, com alto conteido de blocos M. Glicerol (Synth, Brasil) foi
utilizado como plastificante. Como agente reticulante foram utilizados o cloreto de calcio
dihidratado (CaCl,.2H,O, Merck, Alemanha) e o cloreto de bério dihidratado (BaCl,.2H,0,
Synth, Brasil). Natamicina (Natamax®) com 50% de pureza (50% lactose, Danisco, Dinamarca)
foi utilizada como agente antimicrobiano. Para a construgdo da curva de calibragéo foi utilizada
Pimaricina grau HPLC, com pureza minima de 95% (Sigma-Aldrich, EUA). Para impregnacao
da natamicina pelo método supercritico foram utilizados diéxido de carbono (99,998%, Praxair,
Espanha), etanol PA (Panreac, Espanha) e agua deionizada em sistema Milli-Q (Milipore, EUA)

como solventes.
4.1.2 @Géis simulantes de alimentos

Os géis simulantes de alimentos para os testes de difusdo dos filmes ativos foram
preparados com agar (Bacto, Franga) e gelatina (tipo A, Leiner Davis Gelatin, Brasil). O

método de preparacéo dos géis esta descrito em detalhes no item 4.4 c.
4.1.3  Alimento processado

Como alimento processado para os testes de difusdo e eficiéncia antimicrobiana,
selecionou-se um queijo tipo Prato (Heloisa, Brasil), produzido sem conservantes e com
umidade média de 37,3 = 1,3%. De acordo com o fabricante, o queijo foi elaborado utilizando
leite pasteurizado, cloreto de sédio, fermento lacteo, coalho, corante natural de urucum e

cloreto de célcio.
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4.2 Confeccao dos filmes

A elaboracao dos filmes de alginato de calcio seguiu 0 método composto de dois
estagios desenvolvido por Zactiti e Kieckbusch (2005), com algumas modificacdes.

No primeiro estagio, glicerol na quantidade de 3,6 g foi solubilizado em 400 mL de
agua destilada por 15 minutos sob agitacdo mecanica de 900 rpm (Tecnal, modelo TE-139,
Piracicaba, Brasil). Em seguida, adicionou-se 6 g de alginato de sddio, mantendo-se a agitagcao
por 1 hora para completa dissolugdo. A solucao foi aquecida a 70°C e pré-reticulada com a
adicao de 30 mL de solugéo de CaCl,.2H,O ou BaCl,.2H,O a uma vazao de 1mL/min por meio
de uma bomba peristaltica (Masterflex, modelo 77120-70, EUA). Durante o processo de pré-
reticulacao, a solugéo foi mantida na temperatura de 70°C por meio de uma manta aquecedora
(Fisaton, modelo 67, Sao Paulo, Brasil). A solugcdo pré-reticulada ainda quente foi entdo
transferida em aliquotas de 50 g para placas de acrilico (15 cm x 15 cm x 1 cm), que foram
mantidas em estufa com circulagéo de ar (Tecnal, modelo TE-394/2, Brasil) a 40°C durante um
periodo de 20 horas. Apos este periodo, os filmes foram retirados dos suportes e armazenados
durante 48 horas em ambiente a 25°C e 52% de umidade relativa.

No segundo estagio, os filmes obtidos na primeira etapa foram imersos em 50 mL de
solucdo contendo glicerol (3% m/v) e fons Ca?* ou Ba?* durante diferentes periodos de tempo
(1, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos). Apds o tratamento, os filmes foram submetidos a uma lavagem
rapida, pela imersao em 50 mL de solugdo aquosa de glicerol (3% m/v) por aproximadamente
5 segundos. Os filmes foram colocados sobre placas de acrilico e secos em um tunel com
circulagcdo de ar a temperatura ambiente (Figura 4.1) e umidade relativa superior a 60%.
Durante este processo, hastes de metal foram utilizadas para fixar as bordas dos filmes e

evitar o enrugamento durante a secagem.

Figura 4.1: Taneis com exaustao de ar utilizados na secagem dos filmes no 2° estagio.
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Apos esta etapa de secagem, os filmes foram acondicionados em ambiente com 52%
de umidade relativa, por 72 horas antes dos ensaios de caracterizagao.

A utilizacdo dos reticulantes Ca®** e Ba** de forma individual ou combinada no 12 e 2°
estagio de reticulagcao resultou em 4 diferentes formulacdes. Na Tabela 4.1 esta apresentada a
relacéo dos ions utilizados em cada estagio, bem como suas respectivas concentragoes para

cada uma destas formulagdes.

Tabela 4.1: Denominacédo dos filmes e especificacdes das condi¢cdes de reticulacdo utilizada

em cada formulagéo.

12 estagio 2° estagio
Formulagéao - . -
lon Concentragdo (m/v) lon Concentragdo (m/v)
Ca-Ca Ca 0,27% Ca 1,2%
Ca-Ba Ca 0,27% Ba 0,6%
Ba-Ba Ba 0,06% Ba 1,2%
Ba-Ca Ba 0,06% Ca 0,6%

As concentracdes no 1° estagio correspondem a concentracdo de Ca®* e Ba®* em 30
mL de solucao reticuladora que era adicionada lentamente a solucao contendo o alginato. Esta
concentracao foi definida como a maxima quantidade possivel de ser adicionada a solucao de
alginato a 70°C, mantendo a solucado fluida, homogénea e sem pontos localizados de

gelificagéo.

As quantidades de ions Ca* e Ba®* utilizadas no 2° estagio de reticulacdo foram
determinadas como a maxima concentragao possivel de promover melhorias nas propriedades
fisico-quimicas, como resisténcia mecanica, massa solubilizada em agua e permeabilidade ao
vapor d’agua, mantendo o aspecto visual dos filmes adequado.

O fluxograma simplificado apresentado na Figura 4.2 esquematiza o procedimento
realizado para a obteng&o e acondicionamento final dos filmes, indicando as variagbes nas

formulacdes estudadas.
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Alginato Glicerol
1,5% (mlv) 0,6g/g alginato
A

1. DISSOLUGAO 3\
400mL H0, 900 rpm, 1h

¥

30 mL solugéo CaCl,.2H,0 2. PRERETICULACAO
ou BaCl,.2H,0 70°C, 900 rpm, 1 mL/min

¥

3. MOLDAGEM > 1° ESTAGIO

50g em placas de 225 cm?
¥

4. SECAGEM
estufa 40°C /20h

¥

5. ACONDICIONAMENTO
48h, 52% UR, 25°C /

¥

FILMES DE BAIXO GRAU DE
RETICULAGAO

¥ \
6. RETICULACE\O FINAL

imersao em 50 mL de solugéo contendo
glicerol (3%) e CaCl:.2H:0 ou BaCl:.2H,0

¥

7. SECAGEM
tanel 25°C, 5 horas, UR=60%

¥

8. ACONDICIONAMENTO
72h, 52% UR, 25°C

¥

> 2° ESTAGIO

FILMES COM BAIXA SOLUBILIDADE

Figura 4.2: Fluxograma do processo de obteng&o dos filmes de alginato reticulados com calcio

ou bario.

4.2.1  Incorporacdo da natamicina

4.2.1.1 Método convencional

O método convencional de incorporagao consistiu na adigao direta do antimicrobiano a
solucao formadora de filme. A natamicina foi adicionada apds a etapa pré-reticulagéo (entre as
etapas 2 e 3 do fluxograma apresentado na Figura 4.2), na quantidade de 0,04 g/g alginato,
mantendo-se a agitagdo e o aquecimento da solugao durante 10 minutos antes de prosseguir
com o casting. A concentracdo de natamicina utilizada foi definida com base no estudo
preliminar de da Silva (2009), que observou que esta era a concentragdo minima a ser
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adicionada em filmes de alginato e filmes compostos de alginato e quitosana a fim de se obter

inibicao in vitro.
4.2.1.2 Impregnagéao por imersao dos filmes em solugéo contendo natamicina

a) Durante o preparo do filme: Este processo de impregnacéo foi investigado como um
procedimento em conjunto durante a realizagdo do 2° estagio de reticulacdo. A natamicina, na
concentracao de 0,06%, foi adicionada a solucéao reticuladora contendo cloreto de calcio (1,2%
m/v) e glicerol (3% m/v) na qual filmes de 1° estagio eram imersos. Foram avaliados tempos de

imerséo de 15 a 240 minutos, com base em ensaios preliminares.

b) No filme acabado: Amostras de filmes (ainda sem natamicina) com os dois estagios
de reticulagéo foram imersos em uma solugao etandlica contendo natamicina. Foi verificado em
ensaios preliminares que, devido a baixa solubilidade da natamicina, solugdes com agua pura
ndo promoviam a impregnag¢do do antimicrobiano aos filmes. Desta forma, para aumentar a
solubilidade da natamicina e permitir uma maior quantidade impregnada, foram utilizadas
diferentes concentragbes de etanol na solugéo (2, 3, 5 e 8% molar). Glicerol foi adicionado a
solugao com o intuito de impedir a lixiviagdo do plastificante do filme.

Filmes com dimensdes de 9 cm? foram imersos em solugdes etandlicas (20 mL)
contendo natamicina (0,1% m/v) e glicerol (3% v/v). As solucbes foram mantidas em
temperatura ambiente (23 £ 1 °C) sob lenta agitagdo magnética (50 rpm).

A fim de avaliar o efeito do tempo na quantidade impregnada, os filmes permaneceram
imersos durante 2, 5, 10, 18 e 24 horas. Apds o periodo de contato, os filmes foram dispostos
sobre placas de acrilico para secagem em temperatura ambiente (25 °C) por 24 horas.

4.2.2.3 Impregnacéo com CO; supercritico

O esquema do aparato experimental utilizado para os ensaios de impregna¢cao com
CO, supercritico estd apresentado na Figura 4.3. Estes ensaios foram realizados no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra.
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Figura 4.3: Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado na impregnagdo com
solvente supercritico. Bomba de CO, (1); banho de ar (2); agitador magnético (3); célula de
impregnagado de aco inoxidavel (volume interno de 20 cm?®) (4); controlador de temperatura (5);

mandmetro (6), valvulas (V); valvulas de controle (v).

Na parte inferior da célula de impregnacao (Figura 4.4 A), colocou-se um anel metalico
e no seu interior foi adicionada a natamicina em pg, na quantidade de 2 mg, juntamente com
uma barra de agitagdo magnética. Na camada acima da natamicina, foi posicionado o suporte
(Figura 4.4B) contendo 3 amostras de filme com 1 cm? previamente pesados. Apds esta
montagem, a célula foi fechada e acoplada ao sistema de banho de ar, procedendo-se entao a
pressurizacao até a condigdo desejada. Durante a operagdo, o sistema manteve-se sob

agitacdo magnética para solubilizar e homogeneizar a mistura.

Figura 4.4: Célula de impregnacao (A) e suporte utilizado para os filmes (B).
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A fim de aumentar a solubilidade da natamicina no CO, supercritico, também foi
avaliada a utilizacao de etanol como cossolvente (10% molar). O etanol liquido foi colocado em
contato com a natamicina, no interior da célula de impregnacao. O volume de etanol utilizado foi
calculado levando em consideracdo a concentracdo desejada e as condi¢des (temperatura e
pressdo) do processo. Inicialmente, os ensaios foram realizados a 40°C e 200 bar, variando o
tempo de processo (2,5, 4 e 14 horas) com e sem cossolvente. Definido o tempo adequado,
foram avaliadas diferentes densidades de CO,, conforme as condi¢cdes apresentadas na Tabela
4.2. Foram utilizadas taxas de despressurizagao de 5 bar/min.

Tabela 4.2: Densidades do CO, utilizadas nos ensaios de impregnacéao da natamicina.

Presséao (bar) Temperatura (°C)  Densidade CO, (kg/m°)
100 40 628
150 40 780
200 40 839
300 40 909

As densidades do CO, utilizadas nos ensaios de impregnacdo da natamicina sao
conhecidas por promoverem a solubilizagdo e a impregnacéo de diversos compostos de baixa
solubilidade em agua em matrizes biopoliméricas (Dias et al., 2011; Gonzalez-Chomoén et al.,
2012).

4.3 Caracterizacao dos filmes

Antes das andlises de caracterizagédo, todos os filmes utilizados foram mantidos em

ambiente com 52% de umidade relativa por 72 horas.

4.3.1  Aspecto visual
A avaliagdo do aspecto visual foi realizada de forma subjetiva, considerando

caracteristicas como homogeneidade, continuidade, facilidade de desprendimento do suporte e
de manuseio.

41



Materiais e Métodos

4.3.2 Espessura

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

4.3.3 Conteudo de umidade

O contetdo de umidade dos filmes (w) foi determinado em ftriplicata pelo método
gravimétrico em estufa a vacuo (Lab-Line, Squaroid, EUA) a 105°C por 24 horas.

4.3.4 Massa solubilizavel em agua

A massa solubilizavel em agua dos filmes foi quantificada segundo método proposto
por Irissin-Mangata et al. (2001). Inicialmente, a umidade de uma amostra de filme foi
determinada (105°C/ 24 h) conforme o ltem 4.3.3. Outra amostra do mesmo filme foi entéo
imersa em 50 mL de 4gua destilada e o sistema mantido sob agitacédo lenta e periddica (150
rpm) a 25°C por 24 h, utilizando-se um banho com temperatura controlada (Shaker Bath Orbit,
Lab-Line, EUA). Esse segundo filme foi seco em estufa a vacuo para determinacdo da massa
nao sollvel. Foram realizadas trés replicatas. A massa solubilizada (MS) é expressa em funcao
da massa seca inicial conforme a Equagéao 4.1.

MS — [mi(1_a))]_mf (4.1)
m,(1-)

Onde: MS é a massa solubilizavel em agua [g/g filme seco]
my € a massa total inicial de amostra [g]
my € a massa nao soluvel [g]

w é a fragdo de umidade em base umida [g H.O/g filme]

4.3.5 Grau de intumescimento (Gl)

a) em agua: O grau de intumescimento foi determinado segundo a metodologia
proposta por Xu et al. (2003). A massa inicial (m; de uma amostra circular de filme de 2,5 cm de

diametro foi quantificada e imersa em agua destilada por diferentes periodos a fim de
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determinar o tempo de estabilizacdo da absorcdo de agua. O filme hidratado foi novamente
pesado apods leve compressao entre folhas de papel para retirar 0 excesso de agua. O grau de
intumescimento (Gl) foi calculado em fungédo da massa total inicial da amostra conforme
Equacao 4.2. Também foi determinado o aumento da espessura e do didmetro dos filmes apos
a imersao em agua pela razdo entre a média das medidas final e inicial. O didmetro foi medido

com um paquimetro (Mitutoyo, Japao). A andlise foi realizada com quatro repeti¢des.

Gl =+ (4.2)

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

m;é a massa total inicial da amostra [g]

b) Em contato com o gel e o alimento: Amostras de filmes com 2,5 cm de diametro
foram colocadas sobre os géis de agar e de gelatina (preparados conforme descrito no item 4.4
c) e também sobre uma fatia de queijo prato. Foram realizadas as pesagens em diferentes
intervalos de tempo até que ndo houvesse mais variacdo na massa final do filme. O grau de
intumescimento, a relacdo entre as espessuras e os diametros foram determinados conforme

descrito no ltem anterior.

c) Em solugdes hidroetandlicas: Amostras de filmes (2,5 cm de didmetro) também foram
imersas em 50 mL de solucbes aquosas contendo etanol nas concentragdes de 2 a 8 mol%. O
aumento de massa dos filmes foi monitorado periodicamente durante 24 horas. Este ensaio foi
realizado com o objetivo de relacionar a eficiéncia de incorporacdo da natamicina com o grau

de intumescimento dos filmes nas solugdes de impregnacao utilizadas.

4.3.6 Propriedades mecéanicas

As andlises de tensdo na ruptura (TR) e alongamento na ruptura (A) foram realizadas
com o texturébmetro TA.XT2 (Stable Micro System SMD, Inglaterra), seguindo o método padrao
D-882 (ASTM, 1995a). A separagdo inicial das garras foi de 5 cm e a velocidade de
afastamento das garras de 0,1 cm/s. Um minimo de doze amostras de filmes com dimensdes

de 10 x 2,54 cm, equilibrados em umidade relativa de 52%, foram utilizados. A espessura foi
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pré-determinada pela média aritmética de cinco medidas em pontos aleatérios em cada
amostra. Um microcomputador foi utilizado para registrar as curvas de tensdo-deformacao. A
tensao na ruptura do filme foi determinada a partir da Equacéao 4.3, na qual a forgca maxima no
rompimento é dividida pela area da secao transversal (espessura x largura). O alongamento na
ruptura foi determinado pela Equacao 4.4, que relacionada a distancia final da separacao das

garras pela distancia inicial da separacao.

Rofn (4.3)
AS
A= %100 (4.4)
d

0

onde: TR é atensao na ruptura [MPa]
Fm € a forgca maxima no rompimento [N]
As é a area da secao transversal da amostra do filme [mm?]
A é o alongamento na ruptura [%)]
d é a distancia final de separagao das garras [cm]
d, é a distancia inicial de separacao das garras [cm].

4.3.7 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada gravimetricamente, em triplicata,
de acordo com o método E95-96 (ASTM, 1995b), utilizando-se uma célula de acrilico com um
volume interno de 30 mL e que dispde de uma tampa com abertura central de 15,21 cm? na
qual se fixa o filme (Figura 4.5). Cloreto de calcio granulado (Ecibra, Sdo Paulo, Brasil) foi
utilizado para preencher o fundo da célula até proximo a borda. A célula foi mantida dentro de
outro recipiente de acrilico, de 500 mL, hermeticamente fechado. O fundo desse recipiente
continha uma solugédo saturada de NaCl (Synth, Diadema, Brasil) para manter o ambiente a
75% UR. A variagdo de massa da célula com o tempo (G) corresponde a taxa de agua que
permeou pelo filme sendo usada na equacgao para calcular a PVA (Equagéao 4.5).

G.o

PVA= —=__.F (4.5)
A,.AP,
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onde: PVA é o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua [(g.mm/m?.dia.kPa)].

0 é a espessura do filme [mm].

G é a taxa de permeacao [g/dia] calculada por regressao linear de ganho de massa
versus tempo.

A. é a 4rea exposta do filme [m?].

APHZO € a diferenca de pressao parcial de vapor da agua no ambiente dos dois lados do

filme [kPa].
F € um fator de correcao que considera a resisténcia a difusdo da camada estagnada de
ar entre o CaCl, e o filme (McHugh et al., 1993). Nas condicbes do ensaio esta camada era

inferior a 1,0 mm e calculos indicaram que F era muito proximo de 1,0.

Figura 4.5: Aparato experimental utilizado para determinacdo da permeabilidade ao vapor de
agua.

4.3.8 Permeabilidade ao oxigénio

A taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO,) a umido foi determinada por método
coulométrico, segundo procedimento descrito na norma ASTM F1927 (ASTM, 2007). Foi
utilizado o equipamento OXTRAN (Mocon, modelo 2/20, EUA) do Centro de Tecnologia de
Embalagem (CETEA/ITAL), operando com oxigénio puro como gas permeante a 23°C e 77%
UR. As amostras possuiam uma area efetiva de permeacao de 50 cm? e foram acondicionadas
de 42 a 78 horas em camara climatizada a 25°C e 75% UR. O resultado obtido foi corrigido para
1 atm de gradiente de pressao parcial de oxigénio. Uma vez determinada a TPO,, calculou-se o
coeficiente de permeabilidade ao oxigénio (P), conforme a Equacéao 4.6:

45



Materiais e Métodos

TPO,.s
p

P

Onde: P = coeficiente de permeabilidade ao oxigénio [cm>.um/m?.d.KPa]
TPO; = taxa de permeabilidade ao oxigénio [cm*m?.d.]
0 = espessura média do corpo de prova [um]
p = pressao parcial de oxigénio na camara de teste [101,32 KPa]

4.3.9 Cor e opacidade

A cor dos filmes foi avaliada com um colorimetro Hunterlab (Colorquest Il, Faifax, EUA),
utilizando-se os padrdes CIELab. Neste sistema, conforme apresentado na Figura 4.6, sao
determinados os paréametros de luminosidade L*, variando de 0 (preto) a 100 (branco); a*, do
verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao amarelo. A diferenca total de cor (AE*) entre os

filmes ativos e os filmes sem natamicina foi calculada de acordo com a Equagéo 4.7.
. . «\2 . < \2 . e PO
AE :[(L L f+@-af+b —bp)]D (4.7)

Onde: L,, a, e b, s&o os parametros de cor do filme padrdo utilizado para comparagéo dos

resultados (filmes sem natamcina).

Também foi determinado o angulo Hue, que da a medida da tonalidade, pela Equagao

4.8; e o Croma, referente a intensidade desta cor pela Equagéao 4.9.
Hue=tan'(b /a’) (4.8)
Croma=|(a’ ) +(b )|’ (4.9)
A opacidade, medida da obstru¢cdo a passagem de luz pelo filme, foi determinada

seguindo o método Hunterlab (Hunter Associates Laboratory, 1997), utilizando-se o mesmo

equipamento das medidas de cor, no modo de transmitancia.
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Por este método, a opacidade (Y) da amostra é calculada como a relacdao entre a
opacidade do filme colocado sobre o padrao preto (Yp) e a opacidade do filme colocado sobre o
padrdo branco (Yb).

ap®

Amarelo

Amarelo esverdeado .
Amarelo laranja

Verde amarelo Laranja

Laranja avermelhado
Verde amarelado

Vermelho

Verde
Wermelho plrpura

0°

180°

Pirpura avermelhado
Verde azulado P

Pirpura

Azul esverdeado
Violeta

Azul purplreo

270°

Figura 4.6: Seqiéncia Hue e orientacdo do angulo Hue no diagrama CIELab com a
sequiénciadas nuances de cores (Voss, 1992).

4.3.10 Microestrutura e analise elementar qualitativa

Os filmes foram analisados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) para a
avaliacdo da microestrutura da superficie e da secao transversal. Foi utilizado um microscopio
eletrénico de varredura (LEO 440i, Inglaterra) do Laboratério de Recursos Analiticos e de
Calibragéo (LRAC/FEQ/Unicamp) com tensao de aceleragao de 15kV e corrente de feixe igual a
100 pA. As amostras foram mantidas em dessecadores com silica gel por 7 dias antes das
analises. Apos este periodo, os filmes foram criofraturados com nitrogénio liquido e fixados em
suportes de aluminio. Para conferir condutividade, as superficies das amostras foram
metalizadas com uma fina camada de ouro (espessura de 92 A) em um Sputter Coater Polaron
(VG Microtech, Modelo SC7620, Inglaterra). Foi avaliada a morfologia dos filmes controle (sem

natamicina) e dos filmes ativos antes e ap6s os ensaios de liberagdo em agua.

Integrado ao microscépio eletrénico de varredura, um detector de energia dispersiva de

raios X (EDS, modelo 6070) permitiu realizar a andlise elementar qualitativa dos filmes.
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4.3.11 Teor de calcio e bario

Para a quantificagdo da concentragdo de célcio e bario nos filmes reticulados,
amostras com aproximadamente 8 mg foram dissolvidas em 10 mL de solugdo aquosa de
citrato de sodio (Synth, Brasil) a 2%, de acordo com o método descrito por Sriamornsak e
Kennedy (2008). O célcio foi determinado utilizando-se um espectrofotdmetro de absorcao
atébmica (Perkin-Elmer, modelo AAnalyst 100, EUA) com queimador de ar-acetileno do
Laboratério de Engenharia Ambiental (LEA/FEQ/Unicamp). A determinagdo de bario foi
realizada por espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (Perkin-
Elmer, DV-3000, EUA) na Central Analitica (IQ/Unicamp). Para a curva analitica, foram
utilizadas solucdes padrao de bario 1000 ppm (Ultra Scientific, EUA) e célcio 1000 ppm (Titrisol,
Merck, Alemanha). As determinacdes foram feitas em triplicata.

Foram avaliados filmes confeccionados somente com o 1° estagio de reticulacéo e
filmes submetidos também ao 2° estagio de reticulacdo. Para as amostras Ca-Ba, foram
comparados os resultados de filmes sem lavagem com os resultados de filmes com diferentes
tempos de lavagem (5 s, 1 min, 5 min e 15 min) apds o periodo de imersao na solucao
reticuladora. No processo de lavagem, o filme era imerso em uma solu¢ao contendo 50 mL de

agua destilada e glicerol (3% m/v).

4.3.12 Isotermas de sorcao de umidade

As isotermas de sorcao dos filmes foram levantadas por meio do método gravimétrico,
utilizando solucbes saturadas de sais em agua destilada, que fornecem uma faixa de atividade
de agua de 0,11 a 0,90 (Tabela 4.3) de acordo com a metodologia descrita por Spiess e Wolf
(1993). As amostras de filme com 2,5 cm de didmetro foram dispostas em pesa-filtros que
permaneceram abertos em um recipiente plastico (~100 mL) com fechamento hermético
contendo a solugéo salina. Estes recipientes plasticos foram fechados e mantidos a 25°C (+
0,1°C). Os pesa-filtros foram pesados em intervalos de 7 dias até que o equilibrio fosse
atingido.
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Tabela 4.3: Atividades de agua (a,) das solugdes saturadas de sais a 25°C (Spiess e Wolf,
1993).

Sal a, a 25°C
LiCl 0,113
MgCl, 0,328
K2COs 0,432
Mg(NO3). 0,529
NaNO, 0,645
NaCl 0,753
(NH4)2SO,4 0,803
KClI 0,843
BaCl, 0,903

Os pontos experimentais obtidos foram ajustados pelo modelo de Guggenheim-
Anderson-De Béer (GAB) (Equagéo 4.10) (Chirife e Iglesias, 1978).

X - CkX,a,
" (1-ka,)(1-ka, +Cka,)

(4.10)

onde: X, é o teor de umidade de equilibrio em base seca;
a,, € a atividade de agua (UR/100);
Xn€ 0 conteludo de umidade relativo a monocamada;

C e k séao constantes do modelo GAB.

O ajuste do modelo aos dados foi avaliado em fungcdo da porcentagem da diferenca
relativa entre os valores experimentais e os valores preditos, definida como desvio relativo

médio (DRM), calculado pela Equacao 4.11 (Lomauro et al. 1985).

NV, -V,
DRM:mOZ( i~ V)
NS

1

(4.11)

onde: DRM é o desvio relativo médio (%);
V;séo os valores observados experimentalmente;

V,séo os valores preditos pelo modelo;
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N é o nUmero de pontos experimentais.

Os parametros do modelo de GAB foram obtidos pelo programa computacional
Statistica (versao 7.0) utilizando-se o médulo de estimativa nao-linear com método Levenberg-
Marquardt.

4.3.13 Angulo de contato

A molhabilidade e a hidrofobicidade da superficie dos filmes foram avaliadas pelas
medidas do angulo de contato estatico obtidas com o equipamento OCA-20 (Dataphysics,
Alemanha) do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra. Foi utilizado
0 método da gota séssil, 0 qual se baseia na determinacao do angulo de contato entre a gota e
a superficie da amostra, através das medidas do didmetro da base da gota e da altura da
mesma. Uma gota de agua deionizada (1 pL) é depositada na superficie do filme com uma
microseringa e a imagem € imediatamente capturada pela camera acoplada ao equipamento.
Pelo software, o dngulo de contato (0) da gota formada com a superficie € calculado, conforme
ilustrado na Figura 4.7. Para que os filmes ficassem perfeitamente estendidos, estes foram
fixados na lamina de vidro com uma fita adesiva dupla face. Para cada tipo de filme foram
realizadas seis medidas.

Figura 4.7: Representacado do angulo de contato (0) formado entre a gota e a superficie sélida

para material hidrofilico (a) e hidrofébico (b).

4.3.14 Cristalinidade

A cristalinidade dos filmes foi determinada por meio da técnica de difracdo de raios-X,
utilizando-se um difratémetro Philips Analytical X'Pert PW 3050 (Almelo, Holanda) com radiacéao
Cu-Ka. A fonte de raios-X operou em 40 kV e 40 mA e a intensidade da difragdo foi medida no
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modo de reflexao a uma taxa de 0,6°/min para 26= 5 - 35°. As andlises foram realizadas no

Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragao (LRAC/FEQ/Unicamp)

4.3.15 Rugosidade

A rugosidade superficial dos filmes foi determinada em um rugosimetro digital
(Mitutoyo, SJ-210, Japao) do Laboratério de Fluidodindmica e Secagem (LFS/FEQ/Unicamp) e
expressa em milimetros em termos do parametro Ra. Esta medida é a média aritmética dos
valores absolutos das ordenadas de afastamento, dos pontos do perfil de rugosidade em
relacdo a linha média, dentro do percurso de medi¢do. Foi utilizado um comprimento total (L)
de 5 mm e valor de cut-off (comprimento de amostragem) de 0,8 mm.

4.3.16 Analise termogravimétrica

A estabilidade térmica dos filmes foi avaliada pela variagdo da massa em fungdo da
temperatura com o analisador termogravimétrico TGA Q500 (TA Instruments, New Castle, EUA)
do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra. As amostras, com
aproximadamente 6 mg, foram colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidas, a uma taxa de
10°C/min, desde a temperatura ambiente (cerca de 25 °C) até 600°C. Os experimentos foram
conduzidos em duplicata com atmosfera de nitrogénio (vazédo de 40 mL/min).

4.3.17 Espectroscopia no infravermelho (FTIR-ATR)

As analises de espectroscopia no infravermelho foram realizadas com o intuito de
verificar possiveis modificagdes nas estruturas dos filmes apds as diferentes reticulacoes e
impregnagdes da natamicina. Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de
500 a 4000 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e 128 scans em um espectrofotémetro Jasco
(modelo 4000, Reino Unido) com acessério de reflexdo total atenuada ATR (MKIl GoldenGate™
Single Reflexion ATR System, EUA) disponivel do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade de Coimbra.
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4.4 Ensaios de liberacao

a) Filme com natamicina liberada em agua

Para os ensaios de liberacdo em &agua foram utilizados recipientes com tampa
contendo 25 mL agua destilada que foram dispostos em um banho (Shaker Bath Orbit, Lab-
Line, EUA) a 25°C e mantidos sob agitacao (150 rpm) durante o experimento a fim de diminuir a
possivel resisténcia a convecgao de massa. No tempo zero, a amostra de filme (dimensdes 4 x
4 cm) contendo natamicina foi mergulhada no primeiro recipiente e, apds um intervalo de tempo
pré-determinado, foi rapidamente transferida para o segundo recipiente, e assim
sucessivamente até o fim da liberagdo (Zactiti, 2004). Estes ensaios foram realizados em
triplicata. A concentracdo do agente antimicrobiano foi determinada por espectrofotometria
UV/Vis utilizando um espectrofotémetro (HP, modelo 8453, EUA), equipado com controlador de
temperatura HP 89090A e software UV-Visible ChemStation. Os espectros de absor¢cao foram
obtidos na faixa de 290 a 350 nm e a concentracdo de natamicina foi determinada em terceira
derivada pela amplitude do pico em 317 nm (Oliveira et al. 2007).

Para os filmes com natamicina impregnada pelo método supercritico e por
absorcdo/imersdo, a liberacdo foi feita em amostras (1 cm?) imersas em 5 mL de agua
deionizada. Os recipientes foram mantidos sob agitacdo (150 rpm) em temperatura de 25°C.
Em tempos pré-determinados, uma aliquota (2 mL) da solugdo era removida, analisada e
rapidamente devolvida ao meio. As determinacées de concentracdo foram realizadas em um

espectrofotémetro Jasco (modelo 630, Japao) a 319 nm.

b) Filme com natamicina liberada em solugbes hidroalcodlicas

Os ensaios de liberacdo de natamicina de filmes em contato com solucdes
hidroalcodlicas foram realizados a 25°C de forma a avaliar a influéncia da atividade de agua do
meio no processo difusivo. Filmes ativos (dimensdes 2 x 2 cm) foram imersos em recipientes
contendo 10 mL de solugdes aquosas com etanol nas concentragées de 1, 4, 8 € 12% (v/v).
Estas solugdes foram caracterizadas quanto a atividade de agua em um medidor Hygrolab
(Rotronic, Suica).
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Os recipientes com as solucoes e os filmes foram mantidos sob agitacdo de 150 rpm e
em tempos pré-determinados, aliquotas de 2 mL eram retiradas da solugcao e devolvidas ao
recipiente apés a analise. As determinagdes de concentracao foram realizadas em triplicata em
um espectrofotdbmetro Bel Photonics (modelo SP 2000UV, ltalia) no comprimento de onda de
319 nm.

c) Filme com natamicina liberada em géis:

Géis de agar e de gelatina foram utilizados como simulantes de alimentos para os

ensaios de liberagdo de natamicina de filmes em contato com meios sélidos.

Para a confecgao dos géis, agar na quantidade de 3 g foi solubilizado em 100 mL de
agua destilada a 80°C. A solugao foi mantida sob agitagdo magnética e aquecimento durante 10
minutos. Apds este periodo, aliquotas de 10 mL da solug¢do foram colocadas em tubos falcon de
fundo chato (12 mL) para gelificacdo. Os géis permaneceram armazenados a 8°C por 24 horas
antes de serem utilizados. Os géis de gelatina foram obtidos pela adigdo de 30 g de gelatina em
100 mL de agua destilada a temperatura ambiente (25°C). Apds 1 hora de hidratacdo em
repouso, a mistura foi colocada em banho-maria até que houvesse total dissolucdo dos
granulos de gelatina. Como no caso dos géis de agar, a solucao foi distribuida em tubos falcon
e armazenada por 24 horas a 8°C.

O volume final dos géis foi de 9,70 cm® com 1,4 cm de didmetro e 6,3 cm de
comprimento. A determinacédo da atividade de agua das amostras dos géis utilizados foi feita a
25°C em um medidor Hygrolab (Rotronic, Suica) a 25°C.

Apos o periodo de gelificagdo, os géis foram mantidos em ambiente com temperaturas
controladas de 8, 15 e 25°C, a fim de simular diferentes condicées de armazenamento. Para
impedir a desidratagdo, o sistema foi acondicionado nos mesmos tubos falcon nos quais os geéis
foram preparados e fechados com a tampa apropriada. No tempo zero de liberagdo, uma
amostra circular de filme, com 1,4 cm de diametro, foi colocada na superficie superior livre dos

géis (confome ilustrado na Figura 4.8a) e o conjunto foi recolocado na temperatura do ensaio.

Ap6s um tempo pré-determinado, o filme era removido do gel e a natamicina residual
era quantificada em espectrofotdmetro UV/Vis ap6s dissolugéo dos filmes em 10 mL de solugéo
de citrato de sodio 2%. Desta maneira a curva da liberacao de natamicina do filme para os géis
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foi determinada por pontos destrutivos, isto €, por meio de amostras diferentes (filme e gel)
avaliados em cada intervalo de tempo. Cada ponto experimental corresponde a média
aritmética de trés repeticoes.

d) Filme com natamicina liberada em queijo:

Para os ensaios de liberacao foram utilizadas 6 fatias de queijo em forma de discos,
com 0,8 mm de espessura e 3,2 cm de didmetro, colocadas uma sobre a outra, totalizando um
cilindro de 4,8 mm de altura (Figura 4.8b). O queijo foi utilizado em fatias de forma a facilitar a
determinagao da profundidade até a qual ocorreu a migragdo da natamicina no alimento (ver
Apéndice E).

No tempo zero, um filme, com o mesmo didmetro do queijo, foi colocado sobre o
cilindro e o conjunto foi embalado com filme de PVC, armazenado em placas de Petri fechadas
e mantido nas temperaturas de 8,15 e 25°C.

A quantificagdo da natamicina residual no filme apds tempos de contato pré-

determinados foi feita conforme o método descrito no Item c.

e —
— |__Fiimeativo |
N ==

Gel 4,8 mm

X v \ — y
(@) (b)

Figura 4.8: Esquema ilustrativo da posi¢ao do filme antimicrobiano no gel (a) e no queijo (b).

4.5 Modelagem matematica

a) Difusividade da natamicina no filme em contato com a agua e solugdes hidroalcodlicas
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Para a determinacao dos coeficientes de difusdo da natamicina liberada em agua e em
solugdes hidroalcodlicas foram utilizadas as Equacdes 3.3 e Equacdo 3.5. O modelo da
Equacéao 3.7 também foi avaliado, uma vez que permite estimar o tempo de relaxacao da matriz
polimérica e o desvio do comportamento fickiano ideal.

O grau de ajuste dos modelos aos dados experimentais baseou-se na magnitude do
coeficiente de determinagao (R?). Os parametros dos modelos foram obtidos por regressao nao-
linear com o auxilio do software Statistica 7.0.

b) Liberagdo da natamicina nos alimentos

Para avaliar o comportamento de liberacdo da natamicina contida nos filmes em
contato com um meio sélido, como os géis de &gar e de gelatina, assim como o queijo, foi feito
um ajuste do modelo dos dois meios semi-infinitos justapostos aos dados experimentais obtidos
conforme descrito no ltem 4.4 c e d.

A Equacdo 3.8 que contempla a variagdo temporal da concentragdo em qualquer
posicdo do filme foi integrada em relacdo ao volume do filme, obtendo-se a variagdo da
concentracdo média da natamicina neste filme em funcdo do tempo t A expresséao final é a
Equacéao 4.12 e a deducao da mesma esta apresentada no Apéndice B.

C,

—=1- 2 X
C, Jr

k
D Fa (4.12)
F

ft
2
OF 1+ ke f&
D,

onde C. é a concentragdo média de migrante no filme no tempo t, Co € a concentragao inicial

de migrante no filme, Dr é a difusividade no filme, DA é a difusividade no alimento, kea € 0

coeficiente de particdo no equilibrio entre o filme e o alimento e &¢ € a espessura do filme.

Para o ajuste desta equagao aos dados experimentais, adotou-se como difusividade da
natamicina no filme o valor de difusividade obtido nos ensaios de liberagdo em solugdes

hidroetandlicas de mesma atividade de agua.

Na Equagédo 4.12, a difusividade da natamicina nos géis e no queijo, assim como o0s

coeficientes de particao sao os parametros de ajuste.
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4.6 Determinacao da eficiéncia antimicrobiana

A eficiéncia antimicrobiana dos filmes de alginato contendo natamicina foi avaliada
contra os bolores Aspergillus niger (ACCT 6275), Penicillium roqueforti (NRLL 849), Penicillium
crustosum (CCT 4462), Penicillium chrysogenum (ATCC 48905), Cladosporium cladosporioides
(CCT 2825) e a levedura Yarrowia lipolytica (ATCC 8661). Todas as espécies sao de ocorréncia
comum em queijos e foram adquiridas em slants da Colecao de Culturas Tropical da Fundagéao
André Tosello, Campinas, SP.

4.6.1 Preparacao do inéculo

Esta etapa se constituiu na inoculacdo das espécies fungicas em placas de Petri
contendo os meios de cultura especificos para o crescimento dos micro-organismos. Os meios
de cultura utilizados foram: DG18 (dicloran glicerol agar) para Aspergillus niger; MEA (Malt
Extract Agar) para Penicillium roqueforti; PDA (Potato Dextrose Agar, Difco, Becton Dickinson,
EUA) para Pencillum crustosum e crhysogenum; MA (Malt Agar) para Cladosporium
Cladosporioides e YMA (Yeast Malt Agar) para Yarrowia lipolitica. Os materiais utilizados para a
preparacdo dos meios de cultura utilizados estao apresentados no Apéndice C.

Com o auxilio de uma alga de Drigalski, retirou-se uma pequena quantidade do micro-
organismo puro contido no slant e procedeu-se a inoculagdo em trés pontos das placas com o
meio de cultura ja solidificado. Apds a incubacao a 25°C por 7 dias, fez-se uma raspagem com
a alga, transferindo as colénias para 50 mL de uma solugao de agua peptonada 0,1% contendo
0,1% de Tween 80 (Synth, Brasil) e esferas de vidro. Esta suspenséao foi agitada e filtrada com
um funil contendo gaze estéril. A partir da solugao inicial (solucao mae) foram feitas diluicdes
decimais e contagem padrao em placas para a determinacao da concentragcao (UFC/mL) e para

a escolha da diluicdo adequada para o teste de difusao.

4.6.2 Teste de difusao em agar

Para o teste de difusdo em agar, filmes equilibrados em umidade relativa de 52%, com
2,5 cm de didametro, foram previamente expostos a luz UV (254 nm) em camara de fluxo laminar
por 30 minutos de cada lado com o intuito de prevenir alguma contaminagdo por micro-

organismos presentes nos filmes.
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Os filmes foram colocados assepticamente sobre o centro da placa de Petri contendo o
meio de cultura e o fungo previamente inoculado com 0,1 mL da diluigdo (10° a 10® UFC/mL)
preparada conforme o Item 4.6.1. Estas placas foram incubadas em temperaturas de 28°C para
Yarrowia lipolitica e 25°C para os demais micro-organismos durante 5 dias. A determinacao do
halo de inibicao foi realizada medindo-se o didmetro formado ao redor do filme com um
paquimetro (Mitutoyo, Japao) (Tlre et al., 2008). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata e como controle, foram utilizados filmes sem antimicrobiano e placas sem filme.

4.6.3 Determinacao da eficiéncia antimicrobiana no queijo

Fatias de queijo prato também foram inoculadas com os mesmos micro-organismos
alvo descritos no Item 4.6 com o intuito de investigar o potencial inibitério em um alimento real.
A inoculacdo com 0,1 mL das suspensdes contendo 10® UFC/mL foi feita no centro das fatias
de queijo (5,5 x 6,0 cm), sem espalhamento. A fatia de queijo foi colocada entre filmes Ca-Ca,
com e sem natamicina, em placas de Petri. Essas placas foram fechadas e embaladas
individualmente com filme de PVC e armazenadas em estufa BOD a 8 e 25°C, fazendo-se
periodicamente o monitoramento visual do crescimento microbiano. Para fins de comparacao,

queijos sem filme e também sem indculo foram utilizados como controle.

Para as amostras de queijo inoculadas com os fungos Aspergillus niger e Penicillium
roqueforti, fez-se a quantificacdo do numero de coldnias formadas apds o contato com os
diferentes filmes conforme procedimento descrito por Pires et al. (2008). Apds 2 e 7 dias de
armazenamento a 25°C, os filmes foram assepticamente retirados e as fatias de queijo (5 Q)
foram coletadas em sacos estéreis (Nasco, EUA) contendo 45 mL de solugao de citrato de
sédio 2%. A mistura foi entdo homogeneizada por 10 min em um homogeneizador Stomacher
(Biomaster, Inglaterra) e a partir desta solu¢do obtida foram realizadas as diluigbes decimais
em agua peptonada. ApOs este procedimento, aliquotas de 0,1 mL das diluigbes foram
inoculadas nas placas com os meios de cultura apropriados e estas foram incubadas a 25°C

por 5 dias para a contagem das coldnias formadas. As andlises foram realizadas em triplicata.
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4.7 Microscopia o6tica

Fatias de queijo em contato com filmes com e sem natamicina foram armazenadas em
placas de Petri a 8°C. Apés 1 e 10 dias de contato, os filmes foram retirados e avaliados por
microscopia oOptica (Leica, modelo DMLM, Inglaterra). As analises foram feitas no modo de luz
incidente e em campo claro com aumentos de 50, 100 e 200 vezes. Queijos armazenados sem

nenhum tipo de filme também foram analisados para comparagéo.

4.8 Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi efetuada por meio de andlises de variancia
(ANOVA) e do teste de Tukey, o qual foi utilizado para determinar as diferengas significativas
das meédias, a um nivel de probabilidade de 5% (p<0,05). Foi utilizado o programa
computacional SAS System (SAS Institute Inc., EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos, inicialmente, 0s resultados
experimentais obtidos para as propriedades funcionais dos filmes de alginato reticulados com
ions calcio e/ou bario em diferentes tempos de imersio. Definidas as melhores condicées para
as formulacées, serdo apresentados os resultados da caracterizacdo dos filmes ativos contendo
natamicina, ensaios de liberagdo em agua e o efeito dos diferentes métodos de impregnacdo do
agente antimicrobiano. Na utilma sessao serdo apresentados os resultados sobre as liberagbes

nos meios solidos e as eficiéncias antimicrobianas in vitro e no queijo.

5.1 Otimizacao das condicoes de reticulacao

Com o objetivo de obter flmes com adequadas propriedades de barreira e mecéanicas
para uma posterior aplicagdo em alimentos, foi realizada uma avaliagdo das condi¢des de
reticulagéo do alginato com os jons Ca®* e Ba®*. Para isto, este dois agentes reticulantes foram
utilizados individualmente ou em combinacéo no 12 e no 2° estagio, gerando quatro diferentes
formulacdes (Ca-Ca, Ca-Ba, Ba-Ca e Ba-Ba), conforme apresentado na Tabela 4.1 do Capitulo
Materiais e Métodos.

Durante os ensaios de reticulagdo foram observadas diferengas importantes entre as
interacdes dos fons Ca®* e Ba* com o alginato. Para o primeiro estagio, no qual os agentes
reticulantes sdo adicionados diretamente a solugéo, a concentragéo de calcio foi definida com
base em um estudo anterior (Bierhalz, 2010), em que foi verificado que 0,27% de Ca?* seria a
maior concentracao possivel de ser utilizada na solugéo pré-reticuladora, resultando em solucao
filmogénica fluida e obtencao de filmes homogéneos. Esta concentracdo de agente reticulante
no 1° estagio é critica, uma vez que pequenos incrementos podem promover pontos de
gelificagédo na solugdo e excessiva viscosidade que dificultam a moldagem e resultam em filmes

heterogéneos.

Utilizando esta mesma concentragcdo de bario (0,27%), no entanto, verificou-se que
ocorria uma gelificagao instantdnea da solugéo filmogénica. Foi necessaria a diminuigdo da
concentracdo em 4,5 vezes para que fossem obtidas solugbes com viscosidade adequada e

sem pontos de gelificagdo. Este comportamento indica um maior poder reticulante do bario com
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as cadeias do alginato, o que esté de acordo com a classificagdo de March et al. (2006), que
estabelece que o bario possui maior poder gelificante que o calcio.

O segundo estagio de tratamento consiste em imergir os filmes formados na primeira
etapa em uma solucdao mais concentrada de ions reticulantes e glicerol (3% v/v). Nesta etapa, a
concentracao de calcio também foi definida em estudo preliminar (Bierhalz, 2010) que apontou
um limite maximo de 1,2% de Ca®*" na solucdo reticuladora. Acima desta concentragdo, as
propriedades funcionais dos filmes eram prejudicadas devido a uma reticulagéo deficiente na
parte interna do filme. Verificou-se que em altas concentragdes ocorria um rapido bloqueio das
camadas superficiais do filme, impedindo a difusdo do célcio para o interior da matriz. Ou seja,
o filme era reticulado parcialmente, devido a dificuldade do reticulante em atingir as camadas

internas da estrutura.

Em relagcdo ao bario, o fator limitante no 2° estagio foi a aparéncia final dos filmes. Ja
nos primeiros instantes de contato com a solugéo reticuladora, observou-se a tendéncia dos
filmes tornarem-se esbranquigados e enrugados e, com maior tempo de exposi¢ao, tornavam-
se também muito rigidos. Desta forma, a caracterizacdo tornava-se muito dificil e sem
reprodutibilidade dos resultados. A concentracao de ions bario na solucdo de imersao teve que
ser ajustada para a metade da concentracao de calcio para que os filmes tivessem um aspecto
adequado e pudessem ser manuseados e suas propriedades avaliadas.

Como o tempo de imersao na solucao reticuladora mostrou-se um parametro critico
para os filmes contendo bario, avaliou-se a influéncia desta variavel nas propriedades de todos
os filmes. O tempo de tratamento com os ions reticuladores presentes na solucdo deve ser
suficiente para promover fortes ligacdes entre as cadeias poliméricas, resultando em alta

coesividade sem, no entanto, comprometer o aspecto visual do filme.

Para filmes confeccionados com as formulagbes Ca-Ca e Ba-Ca, que nao tinham a
aparéncia modificada durante a imersao, foram avaliados tempos de contato na faixa de 1 a 60
minutos. Os filmes Ca-Ba mostraram-se mais sensiveis a exposi¢do, sendo que somente foi
possivel avaliar o intervalo de 1 a 10 minutos. Para os filmes Ba-Ba, mesmo em concentragdes
muito baixas, nao foi possivel deixa-los imersos por mais de 1 minuto em solugao sem que sua
aparéncia ficasse indesejavel e as propriedades, como espessura e permeabilidade ao vapor
d’agua, tivessem sua reprodutibilidade comprometida. Portanto, a comparagcao das
propriedades em diferentes tempos de tratamento néo foi realizada para esta formulagao.
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As diferengas no aspecto da formulacao do filme Ba-Ba ap6s as imersées em solugao
reticuladora de Ba®* podem ser observadas na Figura 5.1.

(@)

Figura 5.1: Fotografias dos filmes de alginato reticulados com bario no 12 estagio (a); 2° estagio
com 1 minuto de imersdo em solucdo de 0,06% de Ba®* (b) e 2° estagio com 3 minutos de

imersao nesta solucao reticuladora (c).

Nas fotografias apresentadas na Figura 5.1 é possivel observar que os filmes de 1°
estagio (a) sao lisos e homogéneos. Com 1 minuto de imersdo na solucdo reticuladora (b) ja
ocorre uma pequena deformagao enquanto que os filmes com 3 minutos de imersdo adquirem
um aspecto enrugado e sdo muito quebradicos, tendendo a influenciar negativamente também
as propriedades mecanicas e de barreira.

Definidas as concentragdes dos ions na solugdo reticuladora, foi realizada a
caracterizagao dos filmes em relagcdo ao tempo de imersdo. Na Tabela 5.1 estao apresentados
os resultados de espessura, teor de umidade, massa solubilizadvel em agua e permeabilidade ao
vapor de agua das formulagdes em diferentes tempos de imersédo na solugéo reticuladora do 2°
estagio.

Os resultados apresentados na Tabela 5.1 indicam que ndo houve diferenga
significativa na espessura (8) entre as diferentes formulagdes e, também, que os diferentes
tempos de imersdo nao tiveram influéncia neste resultado. Este comportamento era esperado,
uma vez que foi adicionada a mesma quantidade de solugcado formadora de filme (50g) nos
moldes para todas as formulagdes. A equivaléncia de espessura entre as amostras é importante
para a comparagao entre as propriedades dos filmes, visto que algumas, como permeabilidade
ao vapor de agua e resisténcia mecéanica sao diretamente influenciadas por este parametro.
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Para o teor de umidade (w), observa-se que os filmes da formulacdo Ca-Ba
apresentaram um valor significativamente menor do que as demais formulagdes. Somente estes
filmes tiveram influéncia do tempo de imersao, uma vez que houve redugdo da umidade com o
aumento do tempo de imersao de 1 para 5 minutos. Esta reducao pode indicar que, com esta
formulacdo, ha a necessidade de maior tempo para os ions bario se difundirem para o interior
da matriz, reticulando efetivamente as cadeias e induzindo a mudanga na hidrofilicidade dos
filmes. Os valores de umidade obtidos estdo proximos aos valores geralmente observados em
biofilmes. Filmes de alginato confeccionados por Rhim (2004) apresentaram conteludo de
umidade entre 15,7 e 17,7%. Também para filmes de alginato, da Silva et al. (2009) obtiveram
filmes com 14% de umidade (reticulados com 5% de CaCl,.2H,0 e 3% de glicerol).

Tabela 5.1: Espessura (8), umidade (w), massa solubilizada (MS) e permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) dos filmes de alginato reticulados com calcio e/ou bario em diferentes tempos de
imerséo na solugéo do 2° estagio.

w MS

Filme Te”."p° ° (gH-O/100g (9/100g massa PVQA
(min) (um) filme) . (g.mm/m=.d.kPa)
1 31 +1,7° 22,51 + 1,242 21,70 +0,16° 5,42 + 0,09
5 32+1,7° 20,90 £2,41*® 20,07+ 0,28 5,02 +0,15°
10 31+1,9° 21,49 +1,14° 20,44 + 0,33 3,67+0,17¢
Ca-Ca 20 32+27° 21,82 +1,81° 19,89 + 0,65° 3,79 +0,19¢
30 31+2,5° 22,04 +0,79° 20,11 £ 0,47 3,88 +0,16°
60 33+2,7° 22,46 +0,63° 21,36 + 0,41 3,93 + 0,22°
1 32+34° 18,73 + 0,60 19,15 + 0,45° 7,48 +0,37°
Ca-Ba 33+25° 15,35 + 0,22 17,92 + 0,49% 4,79 + 0,42
10 32+1,8° 14,87 +0,30° 17,05 +0,10° 4,97 +0,14>
Ba-Ba 1 29 +1,8° 20,31 £0,17° 33,35 + 0,467 5,53 +0,16*
31+1,8 21,90 + 0,52° 19,94 +0,11° 5,98 + 0,48°
31+1,9° 20,86 + 0,112 18,73 + 0,28 6,15+ 0,43°
BaCa 10 32+1,4° 22,45 + 0,92° 19,15 +0,32° 4,04 +0,19°
20 30+1,8 21,25 + 1,432 20,54 +0,79° 3,94 + 0,26°
30 33+1,7° 21,32 +1,23° 19,50 + 0,71° 3,90 + 0,35¢
60 32+1,8° 20,51 £0,37* 20,33 £0,83° 3,96 + 0,40°

Média + desvio padrdo das repetigcbes. Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que nao ha diferenga

significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

62



Resultados e Discussao

A massa solubilizavel em agua (MS) deve ser a mais baixa possivel de forma a nao
comprometer a integridade dos filmes durante a aplicacdo. Em relacdo a esta propriedade,
observa-se que também houve uma diminuicao significativa ao aumentar o tempo de imersao
dos filmes Ca-Ba de 1 para 5 minutos. Esta formulagdo, com 5 e 10 minutos de imersao,
apresentou os menores valores de massa solubilizavel em agua, podendo estar relacionada a
uma reticulagdo mais eficiente, com maior compactacao das cadeias, o que dificultaria a
solubilizacdo do filme em &gua. A massa solubilizavel em agua é um parametro critico para o
potencial de aplicagdo dos filmes. Altos valores podem comprometer a integridade do filme e
sua atuagao como barreira ou até como carreador de agentes ativos (Ollé Resa et al., 2012).

Os menores valores de umidade e de massa solubilizavel em &gua dos filmes Ca-Ba
podem estar associados a um melhor preenchimento dos sitios ativos conforme esquema do
modelo caixa-de-ovos apresentado na Figura 3.4, tendo em vista que o maior raio atbmico do
bario em relacdo ao célcio tende a tornar a difusdo de agua para a matriz do filme mais lenta
(Loh et al., 2012).

Os filmes Ba-Ba apresentaram o maior valor de massa solubilizada em agua, o que
pode indicar que o tempo de imersdo de 1 minuto ndo é suficiente para promover uma
reticulacao efetiva das cadeias. Os resultados também indicam que o ion utilizado no primeiro
estagio ndo influencia estas propriedades, pois os valores obtidos para as formulacées Ca-Ca e
Ba-Ca nao apresentaram diferencas significativas.

Para os resultados de permeabilidade ao vapor de agua apresentados na Tabela 5.1,
verifica-se que 10 minutos de exposicdo na solugdo reticuladora promoveram uma diminuicdo
significativa da PVA dos filmes Ca-Ca e Ba-Ca. Para os filmes Ca-Ba houve diminui¢do da PVA
com 5 minutos de imersdo. Para estes casos, um maior tempo de tratamento promoveu
ligacoes mais efetivas que melhoraram a barreira ao vapor de dgua. Em um outro trabalho com
filmes de alginato, foi estudada a PVA em diferentes tempos de imerséo (0, 1, 3, 5, 10 e 20
minutos) em solugdo aquosa de célcio (1:9), e foi verificado que os melhores valores foram

obtidos com 3 minutos de imerséo (Olivas e Barbosa-Cénovas, 2008).

Na Tabela 5.2 estdo apresentados os resultados da resisténcia mecénica (tensao de
ruptura e alongamento) medidos com filmes equilibrados a 52% U.R, grau de intumescimento
(Gl) e relagao entre as espessuras antes e apos o ensaio de absor¢ao de agua (o4 &).
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Tabela 5.2: Tensao de ruptura (TR), alongamento (A), grau de intumescimento (Gl) e relagao
entre as espessuras antes e apos a imersao em agua (6+/0;), dos filmes de alginato reticulados

com calcio e/ou bario em diferentes tempos de imersao.

Tempo

Gl

Filme (min) TR (MPa) A (%) (g H,0/g filme) oild;
1 111,27 £6,25° 5,13 +1,04% 0,86 +0,01° 2,07+ 0,08°
5 109,77 +6,13% 5,34 + 0,66% 0,73 +0,03¢ 2,04 +0,09°
10 112,23 £7,26 5,07 +0,79% 0,66 +0,01% 1,82 + 0,05
Ca-Ca 20 108,95+ 5,65 5,12 +0,84% 0,50+ 0,07 1,60 £ 0,13
30 110,82 £3,51* 5,22 + 0,92% 0,51 +£0,04° 1,65+ 0,06™
60 111,34 £ 4,222 513 +0,85% 0,49 + 0,02 1,68 £ 0,15
64,80 +6,40° 12,34+1,38%2 506 +0,11° 7,16 + 0,172
Ca-Ba 79,35 +551° 10,43 £0,67° 0,55+0,02°  1,75+0,02
10 110,65 +6,67° 4,75+ 0,57° 0,48 + 0,02 1,55 +0,11¢
Ba-Ba 1 64,48 +7,21° 8,48 + 1,33° 5,73+ 0,19 7,49 + 0,242
104,58 £ 10,03 6,29 + 1,26° 0,81 +0,04* 1,98 +0,16™
97,76 +11,86* 6,68 + 1,05° 0,81 £0,02° 1,79 +0,09*
10 115,83 +541% 6,41 +1,32¢ 0,64 £0,01°  1,68+0,07
Ba-Ca 20 103,24 +7,82° 6,70+152°  061+0,04% 1,77 +0,08°
30 109,98 +6,04° 7,06 + 0,49° 0,62 + 0,06 1,88 +£0,03"
60 100,69 +5,99 6,51 +1,77¢ 0,62 +0,06%®  1,82+0,11%

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

A tensao de ruptura (TR) e o percentual de alongamento dos filmes Ca-Ca e Ba-Ca
nao foram influenciados pelo tempo de exposi¢do na solugéo reticuladora. Quando o tempo de
1 minuto de imerséao é utilizado na comparacao, observa-se que a tensao de ruptura dos filmes
Ba-Ba e Ca-Ba é cerca de 60% do valor atingido pelas formulagbes Ca-Ca e Ba-Ca. Para os
filmes Ca-Ba, porém, com 10 minutos de tratamento, a tensdo de ruptura observada foi

equivalente aos resultados dos filmes Ca-Ca e Ba-Ca.

Para filmes com diferentes tipos de alginato imersos em solugéo de 0,8% de CaCls,
Sartori et al. (1997) verificaram que o processo de troca i6nica € muito rapido, e que mais da
metade da conversao entre o sédio e o calcio ocorre nos primeiros 30 segundos, sendo que
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apdés 30 minutos praticamente ndo ha mais variacdo no conteudo de ions calcio. Em outro
trabalho, Roger et al. (2006) relatam que mais da metade da conversao acontece nos primeiros
5 minutos e apds 10 minutos, a concentracdo de célcio no filme permanece constante. Nos
instantes iniciais, todos os sitios ativos presentes nas cadeias do alginato estao disponiveis, ja
em tempos maiores, ha uma resisténcia da difusao devido as ligacoes ja existentes, fazendo
com que o processo seja mais lento nos instantes finais. Al-Musa et al. (1999) também citam
em seu trabalho que a reacao de reticulagao do alginato com o célcio é rapida e ndo apresenta

efeito em imersoes acima de 30 minutos.

O maior tempo de imersdo necessario para a reticulacdo das cadeias do alginato com
fons bario pode estar relacionado ao seu raio atémico, que é de 1,35 A contra 0,97 A dos ions
célcio. Como a superficie dos filmes é reticulada quase que instantaneamente, a passagem dos
ions bario para o interior da matriz seria dificultada, necessitando por isto, maior tempo de
contato do filme com a solugao reticuladora (Al-Musa et al., 1999). A difusdo dos ions célcio, por
seu menor tamanho, até as camadas internas do filme seria mais facil e rapida, fazendo com
que, para baixos tempos de imersao, as propriedades dos filmes de célcio sejam melhores em
relacédo as dos filmes de bario.

Nos resultados de alongamento mostrados na Tabela 5.2, também pode ser verificado
que os filmes com menor tensdo de ruptura apresentaram maior elasticidade. Este
comportamento deve-se ao fato de que as cadeias, ndo estando completamente reticuladas,
preservam certa mobilidade, que resulta em maior alongamento. As propriedades mecanicas
dos filmes podem ser consideradas as mais restritivas para aplicacdo como embalagem. Os
filmes devem ser resistentes a ruptura conferindo protecao e reforco e ainda, ser flexiveis, para

adaptar-se a possiveis deformagdes sem se romper (Sobral, 2000).

De acordo com uma classificacdo estabelecida por Krochta e de Mulder-Johnston
(1997), um filme com boa resisténcia mecénica deve apresentar valores de tensao de ruptura e
alongamento superiores a 100 MPa e 50%, respectivamente. Filmes com alongamento
inferiores a 10% sao considerados de pobre flexibilidade. Neste sentido, verifica-se que o baixo
alongamento € uma das maiores limitagcdes dos biofilmes de alginato, se comparados aos filmes
sintéticos convencionais. Alguns estudos reportam que filmes de polietileno de baixa densidade,
por exemplo, podem apresentar alongamento de até 500% e tensdes de ruptura de 13 MPa
(McHugh e Krochta, 1994). Alto alongamento e baixa tensao de ruptura sdo frequentemente
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obtidos com filmes de proteina. Gennadios et al. (1993) obtiveram filmes de gluten de trigo com
TR de 0,7 MPa e alongamento de 229%.

Valores de resisténcia mecanica muito semelhantes aos deste trabalho foram obtidos
por Valero (2011). Para filmes reticulados com calcio no 12 estagio e bario no 2° (Ca-Ba), nas
mesmas concentracdes e tempo de imersdo de 1 minuto, foi obtida uma tensao de ruptura de
58,76 MPa e alongamento de 15,10%.

Deve-se ressaltar que além do grau de reticulagao, outros fatores, como a umidade
relativa do ambiente no qual os filmes estdo expostos, podem influenciar fortemente a
resisténcia mecanica. Diversos trabalhos avaliaram a influéncia da umidade relativa no
comportamento mecénico dos filmes e observaram que a agua atua como um plastificante em
filmes hidrofilicos, sendo que altos valores de umidade relativa promovem aumento do

alongamento e redugéo da tensao de ruptura (Olivas e Barbosa-Canovas, 2008).

Para os ensaios de intumescimento, os filmes foram imersos em agua sob agitacéo e
pesados em diferentes intervalos de tempo até que ndo houvesse mais alteracdo na massa
total. Todas as formulacées atingiram o equilibrio em aproximadamente 5 minutos. Desta forma,
os resultados apresentados na Tabela 5.3 para o grau de intumescimento e relacdo entre as
espessuras (8/0;), sdo relativos ao estado de equilibrio. Apdés o periodo de imersao, os
didmetros dos filmes também foram medidos a fim de verificar diferencas em relacdo ao

original, porém, nenhuma amostra apresentou alteracao.

O intumescimento e a relacdo entre as espessuras dos fiimes Ca-Ca foram
influenciados pelo tempo de imersdo na solugdo reticuladora, sendo recomendado o uso de
tempos superiores a 10 minutos para que a absorcdo de agua seja baixa. A maior influéncia
pdde ser observada para os filmes Ca-Ba. Enquanto que em 1 minuto de imersao, o grau de
intumescimento dos filmes era de 5,06, 0 aumento do tempo para 5 minutos, fez com que o

grau de intumescimento fosse de apenas 0,55.

Darrabie et al. (2006) verificaram que os agentes reticulantes (célcio e bario) exercem
grande influéncia sobre o intumescimento de particulas de alginato. Os autores observaram que
particulas de varios tipos de alginato reticuladas com caélcio apresentavam maior grau de
intumescimento do que as reticuladas com bério, sugerindo que o célcio € mais higroscopico.
Também em estudo com microparticulas, Mgrch et al. (2006) estabeleceram que a influéncia do

agente reticulante depende do tipo de alginato. Para alginatos com alto teor de &cido
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gulurénico (blocos G), o bario promove um aumento na estabilidade e na resisténcia das
microparticulas enquanto que o célcio é mais eficiente para alginatos com maior contetdo de

acido manuronico (blocos M).

Os filmes Ba-Ba nao apresentaram resultados satisfatérios para o grau de
intumescimento, sendo observado quase 600% de aumento de massa apds a imersao em
agua. Devido a reticulagao deficiente, ocorreu uma rapida difus@do de moléculas de solvente
para o interior dos filmes, provocando um colapso no arranjo espacial das cadeias com o
consequente aumento do volume. Também foram observados altos valores para a relagéo

entre as espessuras do filme antes e apds o ensaio em agua.

De forma geral, a andlise dos resultados indicou que o bario apresenta potencialidade
para seu uso em filmes de alginato somente se a reticulagdo for combinada com a dos ions
célcio. Os filmes reticulados com bario no 12 e no 2° estagio (Ba-Ba) tiveram alta solubilidade
em 4gua e intumescimento, o que representa uma limitagcdo para aplicagées com liberagdo de

natamicina.

Devido as propriedades mais adequadas, as formulacées Ca-Ca, Ba-Ca e Ca-Ba com
10 minutos de imersédo foram selecionadas para as subsequentes avaliacbes complementares

em filmes contendo o antimicrobiano natamicina.

5.2 Confeccao e caracterizacao dos filmes ativos antimicrobianos

Para a confeccdo dos filmes ativos convencionais, em que o antimicrobiano €
adicionado diretamente a solucdo formadora de filme, natamicina foi utilizada como agente
antimicrobiano na concentracdo de 4% em relagdo a massa total de biopolimero (0,04g/g
biopolimero) segundo recomendagao de da Silva (2009). Estes filmes foram caracterizados e os
resultados comparados com os respectivos filmes sem antimicrobiano, a fim de avaliar a
influéncia da adicdo do antimicrobiano nas propriedades dos filmes com os diferentes

reticulantes.
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5.2.1  Morfologia

As micrografias da superficie e da secao transversal dos filmes com e sem natamicina

das diferentes formulacdes estdo apresentadas nas Figuras 5.2 a 5.4.

A

100 jum

Mag =500 X 10pum —— Mag=300KX

100 pm ————— Mag =500 X 10pum —— Mag= 300K X

Figura 5.2: Superficie e segdo transversal dos filmes Ca-Ca sem antimicrobiano (A) e com
natamicina (B).
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100pum Mag = 500 X 10 jun ——— Mag=3.00KX

100 pum

Mag = 500 X 10 pum —r Mag=300K X

Figura 5.3: Superficie e secdo transversal dos filmes Ba-Ca sem antimicrobiano (A) e com
natamicina (B).

A B

10pm  ———y Mag=300KX

100 jum Mag =500 X 10 pum —vof Mag=300KX

Figura 5.4: Morfologia da superficie e segéo transversal dos filmes Ca-Ba sem antimicrobiano
(A) e com natamicina (B).
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Observa-se que a incorporacao da natamicina aos filmes provocou grande alteracdo na
superficie, sendo encontrados granulos e cristais de natamicina depositados nos mesmos,
principalmente nas formulacbées Ca-Ca e Ba-Ca. Nas micrografias das fraturas, também séo
verificadas superficies irregulares e descontinuidade. J& se havia constatado visualmente que
os filmes ativos eram menos transparentes e apresentavam a superficie levemente aspera. Isto
pode ter sido ocasionado pela baixa solubilidade da natamicina na solugéo filme-formadora.
Durante a confecgao dos filmes, o antimicrobiano era adicionado a solugao pré-reticulada em
uma temperatura de 70°C, o que facilitava a solubilizagdo. No entanto, ap6s o resfriamento e
secagem dos filmes, ocorria a cristalizagdo. A analise das se¢des transversais nas micrografias
indica, de maneira geral, a existéncia de uma estrutura bem compactada, sem indicios de

separacao de fases.

Estruturas cristalinas também foram verificadas em filmes de gluten contendo
natamicina (Ture et al., 2008) e em filmes de metilcelulose adicionados de natamicina, nisina ou
a combinagcdo dos dois agentes antimicrobianos (Pires et al., 2008). Ollé Resa et al. (2012)
avaliaram filmes de fécula de mandioca com e sem natamicina por microscopia de forca
atébmica e observaram uma superficie mais lisa e homogénea nos filmes sem antimicrobiano
enquanto que os filmes ativos apresentavam mais picos e depressdes. Filmes de cloreto de
polivinilideno tiveram sua estrutura modificada com a adicdo de nisina, sorbato de potassio e

acido sérbico (Limjaroen et al., 2003).

Além dos cristais de natamicina, as microscopias dos filmes reticulados com bario no
2° estagio (Figura 5.4) ainda revelam diversas irregularidades cobrindo toda a superficie. Estes
granulos ndo estavam presentes nos demais filmes e podem estar relacionados a particulas de
bario precipitadas pela saturacdo do sistema. As figuras indicam que esses cristais se
encontram ancorados na camada superficial dos filmes e ndo se formaram no interior do filme.
Deve ser levado em consideragao o fato de que a solubilidade do cloreto de béario € a metade
daquela do cloreto de célcio e a medida que a solugao aderente ao filme se concentra devido a
secagem, pode ocorrer a precipitacao do cloreto de bério.

Al-Musa et al. (1999) também obtiveram uma morfologia muito semelhante, com uma
grande quantidade de particulas de bario anexadas a superficie. Estes autores atribuiram como
resultado desta ocorréncia a dificuldade dos ions bario em penetrarem no interior do filme pelo

seu grande tamanho.
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5.2.2 Analise elementar qualitativa (EDS)

A analise elementar qualitativa foi realizada com o intuito de verificar a composicao das
heterogeneidades presentes nos filmes observados por microscopia eletrénica de varredura. A
Figura 5.5 A corresponde ao resultado da analise geral do filme Ca-Ca com natamicina, e na
Figura 5.5 B esta apresentada uma avaliacdo pontual em um dos cristais presentes na
superficie. Filmes Ba-Ca apresentaram resultados equivalentes aos filmes Ca-Ca.

Ao comparar as Figuras 5.5 A e B verifica-se somente um aumento na quantidade de
carbono e uma diminuicdo na quantidade de oxigénio. Como a quantidade de calcio
praticamente nao foi alterada, conclui-se que os cristais presentes na superficie sao referentes

a natamicina.

Nas Figuras 5.6 A e B estdo apresentados, respectivamente, os resultados da analise
geral e de um ponto cristalizado na superficie de um filme Ca-Ba. Diferentemente dos
resultados obtidos para os cristais da formulagédo Ca-Ca, a andlise qualitativa elementar indicou
maior presenca de bario nos pontos brancos da superficie das formulagbes Ca-Ba, indicando
tratar-se de bario precipitado na forma de sulfato. Estes resultados corroboram com a hipétese
de que o bario permanece anexado a superficie do filme, por ndo conseguir migrar para o

interior da matriz polimérica.

A origem do enxofre provavelmente estd relacionada as impurezas do alginato de
sédio, uma vez que nao foi detectada a presenca deste elemento em outras matérias-primas

utilizadas para a confecgao dos filmes.

Counts Counts
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Figura 5.5: Analise elementar qualitativa geral do filme Ca-Ca com natamicina (A) e do cristal

presente no filme (B).
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Figura 5.6: Andlise elementar qualitativa geral do filme Ca-Ba (A) e qualitativa do
cristal/particula branca presente no filme (B).

5.2.3 Espessura e permeabilidade ao vapor de agua

Na Tabela 5.3 estdo apresentados os resultados de espessura e PVA dos filmes
confeccionados com e sem natamicina. O teste de Tukey foi realizado comparando os valores
de cada propriedade entre as formulacdes (colunas) e em relagéo a presenca do antimicrobiano
(linhas).

Tabela 5.3: Espessura (8) e permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) de filmes de alginato sem

antimicrobiano (controle) e com natamicina (4% na solucéo filme-formadora) reticulados com

célcio e bario.

. d (um) PVA (g.mm/m?.dia.kPa)
Fiime Controle 4% natamicina Controle 4% natamicina
Ca-Ca 311,924 35+2,7** 3,67 +0,17°F 4,14 +0,07*"
Ca-Ba 32+1,824 36 + 2,924 4,97 +0,14** 4,99 + 0,144
Ba-Ca 32 +1,4%* 34 +3,6*" 4,04 +0,19°4 4,20 +0,13*4

Média + desvio padrdo das repeticdes. Médias com letras mindsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas
iguais em cada linha indicam que n&o ha diferenga significativa (p< 0,05) na propriedade estudada de acordo com o

teste de Tukey.

Observa-se que a presenga da natamicina nao alterou a espessura dos filmes de forma
significativa. A adigdo do antimicrobiano aumenta a quantidade total de sélidos, no entanto, este

percentual € baixo e ndo afeta esta caracteristica dos filmes. Resultado semelhante foi
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observado por Zactiti e Kieckbusch (2009) em filmes de alginato com a adicdo de sorbato de

potassio como antimicrobiano.

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) nao foi alterada significativamente para os
filmes contendo bario como reticulante. Este resultado também foi observado em filmes de
gluten de trigo e metil celulose (Tire et al., 2009), amido (Ollé Resa et al., 2012), proteina de
soro de leite (Ramos et al., 2012) e quitosana (Fajardo et al., 2010) com adigéo de natamicina.

Para os filmes Ca-Ca houve um aumento significativo da PVA apds a adicdo do
antimicrobiano. Neste caso, a reticulagdo com o calcio pode ter sido prejudicada com a adigao

da natamicina, resultando em uma modificacao na estrutura polimérica.

O transporte de agua em materiais poliméricos ocorre através da difusdo molecular em
um processo que envolve trés etapas: a absorgdo na matriz polimérica; a migragéo através dos
poros formados na cadeia polimérica e a posterior dessor¢cdo a partir da outra superficie do
filme (Kester e Fennema, 1986). Desta forma, fatores que afetam as interagbes entre as
cadeias poliméricas e o volume livre, como o grau de reticulagdo e a presenca de plastificantes,
exercem forte influéncia na permeabilidade ao vapor dagua. Matrizes contendo maior
porcentagem de estruturas mais cristalinas e formadas por cadeias poliméricas lineares tendem

a apresentar menores valores de PVA.

Diversos trabalhos reportam o aumento no valor desta propriedade apds a adicao de
antimicrobianos, muitas vezes, devido ao carater hidrofilico do agente ativo. Limjaroen et al.
(2008), por exemplo, atribuiram um aumento de quase 8 vezes na PVA de filmes de cloreto de
polivinilideno com sorbato de potéssio ao carater hidrofilico deste antimicrobiano. Em filmes de
quitosana, a incorporacao de sorbato de potassio ou nisina em altas concentracdes provocou o
aumento da PVA. Para estes filmes, os agentes antimicrobianos seriam responsaveis por
diminuir as interagdes intermoleculares e a compactacao das cadeias poliméricas (Pranoto et
al., 2005b). Shen et al. (2010) observaram que concentra¢des de sorbato de potassio acima de
5% aumentavam em quase 300% a PVA de filmes de amido com quitosana.

No entanto, até mesmo a adicdo de componentes hidrofébicos pode levar a um
aumento da PVA. Em filmes de alginato reticulados por imersdo com 1% de caélcio, Pranoto et
al. (2005a) obtiveram PVA de 20,32 g.mm/m®.d.kPa e ao incorporar 0,4% de 6leo de alho, um
agente antimicrobiano natural, o valor aumentou para 30,89 g.mm/m®.d.kPa. Segundo os
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autores, o 6leo pode contribuir para a diminuicao das interagdes intermoleculares, facilitando a
passagem de umidade através da matriz do filme.

Baixos valores de PVA sao desejaveis principalmente quando houver aplicacdo em
alimentos com alto teor de umidade, visando retardar sua perda e aumentar a vida de prateleira
do produto. Os valores de PVA obtidos neste trabalho com os filmes de alginato sdo inferiores
comparados a outros filmes biodegradaveis a base de polissacarideos, como a pectina e
metilcelulose (Fontes et al., 2011) ou a base de proteinas (Ramos et al., 2012). Porém, a PVA
do alginato ainda € cerca de 180 vezes maior do que a de filmes sintéticos como polietileno de
alta densidade (0,02 g.mm/m?.dia.kPa) e baixa densidade (0,08 g.mm/m?.dia.kPa). Marcos et al.
(2010) por exemplo, compararam a PVA de filmes de alginato reticulados com célcio e filmes de
PVOH, ambos com enterocina, e verificaram uma PVA 6 vezes maior para o filme de alginato.
Isto expbe a deficiéncia dos filmes biodegradaveis em relacdo aos sintéticos e os classifica
como filmes de moderada barreira & umidade (valores de PVA entre 0,1 e 10 g.mm/m?.dia.kPa).
Em geral, filmes e coberturas que possuem grupos hidroxila, ester ou outros grupos polares,
tendem a apresentar alta permeabilidade a agua (McHugh et al. 1993).

5.2.4 Grau de intumescimento

Os resultados do grau de intumescimento e relagdo entre as espessuras antes e apos
a absorgao de agua estao apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4: Grau de intumescimento (Gl) e a relagdo da espessura (6/6;) dos filmes sem

antimicrobiano (controle) e com natamicina (4% nha solucéo filme-formadora) reticulados com

célcio e bario.
Gl (g H,O/ g filme) oS
Filme — —
Controle 4% natamicina Controle 4% natamicina
Ca-Ca 0,66 + 0,014 0,71 + 0,043A 1,82 + 0,05%* 1,76 + 0,08%*
Ca-Ba 0,48 + 0,02°A 0,49 + 0,034 1,55 +0,11>4 1,49 + 0,07°A
Ba-Ca 0,64 + 0,01%A 0,68 + 0,03*4 1,68 + 0,073 1,78 + 0,08%

Média * desvio padréo das repeticdes. Médias com letras minUsculas iguais em cada coluna e letras maiusculas
iguais em cada linha indicam que n&o ha diferenga significativa (p< 0,05) na propriedade estudada de acordo com o
teste de Tukey.
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O grau de intumescimento e a relacdo de espessura dos filmes ativos nao
apresentaram diferengas significativas em relagdo aos filmes controle e também atingiram o
equilibrio de hidratacdao em aproximadamente 5 minutos. Esta propriedade é importante, pois as
modificagdes na matriz polimérica causadas pelo intumescimento influenciardo na difusividade
da natamicina através do filme e as crescentes espessuras influenciardo a taxa de liberacao do

soluto.

Zactiti (2004) verificou que o grau de intumescimento dos filmes de alginato aumentava
com a quantidade de sorbato de potassio adicionada. Da Silva (2009) obteve, para filmes de
alginato com natamicina, um aumento proporcional ao da formulagcdo Ca-Ca, porém ao
contrario do presente trabalho, este aumento foi significativo. Este comportamento resulta da
baixa reprodutibilidade da técnica de determinagdo do intumescimento, que requer a remogao
manual do excesso de 4gua do filme antes das pesagens. Esta remocgao é feita pressionando o
filme entre folhas de papel-filiro e, portanto, dependendo da forga aplicada pelo analista, pode-
se ter resultados diferentes e ndo reprodutiveis.

5.2.5 Conteudo de umidade e massa solubilizada em agua

Na Tabela 5.5 estdo dispostos os resultados do conteddo de umidade e massa
solubilizavel em agua dos diferentes filmes acondicionados em ambiente com umidade relativa
de 52%. A comparagédo entre os resultados indica que o conteudo de umidade aumentou
significativamente somente para os filmes Ca-Ba. Para as demais amostras, a umidade e a

massa solubilizavel em agua néo foram alterados apés a adicao da natamicina.

Tabela 5.5: Umidade (w) e massa solubilizavel em agua (MS) dos filmes de alginato sem
antimicrobiano (controle) e com natamicina (4% na solucéo filme-formadora) reticulados com

calcio e bario.

- w (g H20/100 g filme) MS (g/100 g massa seca)
Controle 4% natamicina Controle 4% natamicina
Ca-Ca 21,49 +1,14** 20,59 + 0,47%" 20,44 +0,33** 20,09 + 1,64%"
Ca-Ba 14,87 +0,30°® 17,31 £0,19°* | 17,05+0,10° 17,50 + 0,35°*
Ba-Ca 22,45+0,92** 21,15+ 0,54*" 19,15 + 0,3234 19,09 + 0,474

Média * desvio padréo das repeticdes. Médias com letras minUsculas iguais em cada coluna e letras maiusculas
iguais em cada linha indicam que n&o ha diferencga significativa (p< 0,05) na propriedade estudada de acordo com o
teste de Tukey.
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Resultado semelhante foi obtido para filmes de amido, que nao tiveram a massa
solubilizavel em agua alterada apés adicdo de diferentes concentragdes de natamicina a
formulacdo. Os valores variaram de 18 a 24% (Ollé Resa et al., 2012). Para filmes de proteina
de soro de leite, a incorporacdo de natamicina ndo promoveu aumento na umidade e
solubilidade (Ramos et al., 2012)

Para os filmes de alginato do estudo de Zactiti e Kieckbusch (2009), a presenga de
sorbato de potassio dobrou a massa solubilizada em agua em relacdo ao filme sem
antimicrobiano. Os autores também atribuiram este comportamento a uma possivel lixiviagao do
antimicrobiano, visto que os ensaios de liberacdo destes filmes indicaram que o sorbato foi
totalmente liberado apds poucos minutos de imersdao em agua. Comportamento semelhante a
este também foi obtido por Bertan (2008), para a adicdo de sorbato de potassio a filmes de
amido, gelatina e glaten.

5.2.6 Resisténcia mecanica

Na Tabela 5.6 estdo apresentados os resultados de tens@o na ruptura e alongamento

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

Tabela 5.6: Tensdo de ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes de alginato sem

antimicrobiano (controle) e com natamicina (4% na solug¢ao filme-formadora) reticulados com

calcio e bario.
_ TR (MPa) A (%)
Filme
Controle 4% natamicina Controle 4% natamicina
Ca-Ca 112,23 (7,26)*" 94,10 (5,62)*8 5,07 (0,79)** 5,38 (0,69)*"
Ca-Ba 110,65 (5,41)4 94,91 (3,87)%® | 4,75 (0,57)*" 5,59 (1,37)%*
Ba-Ca 115,83 (4,47)>" 95,73 (4,77)*® | 6,41 (1,32)*" 5,55 (0,87)%"

Média * desvio padréo das repeticdes. Médias com letras minUsculas iguais em cada coluna e letras maiusculas
iguais em cada linha indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05) na propriedade estudada de acordo com o

teste de Tukey.

A tenséo na ruptura de todos os filmes teve seu valor reduzido significativamente com
a adigao da natamicina as formulagées, possivelmente, devido a modificagdo da estrutura e a

presenca de cristais de natamicina observados pelo MEV (Figuras 5.2 a 5.4).
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Apesar da redugédo da TR, o alongamento manteve a mesma tendéncia dos filmes
confeccionados sem o antimicrobiano. A diminuicdo das forgas coesivas entre as cadeias
geralmente promove o aumento da elasticidade do filme, porém, no presente trabalho, a
reducdo na tensao de ruptura pode ter sido pequena para que ocorresse uma mudanca
significativa no alongamento dos filmes. Ao avaliarem o efeito da umidade relativa na
resisténcia mecanica de filmes de alginato, Olivas e Barbosa-Canovas (2008) reportam que um
aumento significativo no alongamento somente é obtido quando a tensdo de ruptura é

diminuida em mais de 50% em relagao ao valor inicial.

A perda da resisténcia mecanica a partir da incorporagdo de natamicina também foi
verificada por Pires et al. (2008) em filmes de celulose, com reducao de 93,86 N para 57,27 N.
Os filmes tornaram-se menos elésticos, registrando uma redugédo no alongamento de 4,54 para
1,69%. Os autores atribuiram a redugédo a modificagdo da estrutura polimérica, afetada pelo
antimicrobiano. Em filmes de amido, a adicdo da natamicina também promoveu uma perda
significativa nas propriedades mecéanicas, o que seria devido a formagdo de uma estrutura

polimérica menos organizada (Ollé Resa et al., 2012).

Em outro estudo, Limjaroen et al. (2003) produziram filmes de cloreto de polivinilideno
contendo acido sorbico, sorbato de potassio e nisina e observaram uma redugéo na tensao na
ruptura (aproximadamente 35%) com o aumento da concentracdo de antimicrobiano. Todavia,
assim como no presente trabalho, o alongamento para estes filmes ndo sofreu alteracao.
Segundo os autores, a formacao de zonas de concentracdo heterogénea de antimicrobiano na

estrutura polimérica poderia provocar a diminuicdo da tensao na ruptura dos filmes.

Cha et al. (2002) também verificaram uma grande reducao da resisténcia a tracao e da
elasticidade ao compararem filmes de alginato com e sem adi¢ao de diversos antimicrobianos e
atribuiram este comportamento a modificacdo da rede polimérica dos filmes. Para filmes
adicionados de nisina, a reducao foi de aproximadamente 50%. Pranoto et al. (2005b) avaliaram
o efeito da adicdo de sorbato de potassio ou de nisina sobre as propriedades mecéanicas de
filmes de quitosana e verificaram, que para ambos agentes, houve grande reducéo na tenséo
na ruptura com aumento no alongamento. A redugédo da tensdo na ruptura chegou a 60%
quando altas concentragbes de antimicrobiano foram utilizadas. Estes autores verificaram que o
efeito foi ainda maior quando maiores concentragdes do agente foram utilizadas e salientaram
que a incorporagado de qualquer outro aditivo que ndo seja um agente reticulante, geralmente
provoca a diminuigéo da tensao na ruptura.
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Contrario a este comportamento, poucos trabalhos na literatura reportam que a adicao
de antimicrobiano ndo tenha provocado alteragéo nas propriedades mecéanicas, como em filmes
de alginato com sorbato de potassio (Zactiti e Kieckbusch, 2009) e filmes de metilcelulose com

natamicina (TUre et al., 2009).

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

incorporado adequadamente ao material.

5.2.7 Angulo de contato e rugosidade

Os diferentes filmes com e sem natamicina também foram caracterizados quanto a
rugosidade da superficie e ao angulo de contato, cujos resultados estdo apresentados na
Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Rugosidade e angulo de contato dos filmes sem antimicrobiano (controle) e com

natamicina (4% na solugao filme-formadora) reticulados com célcio e bario.

—_— Rugosidade, R, (um) Angulo de contato (°)
Controle 4% natamicina Controle 4% natamicina
Ca-Ca 0,13 +0,03°® 0,44 +0,05°% 47,05 +3,46*% 69,59 +5,10 2"
Ca-Ba 0,28 + 0,04*° 0,63 + 0,09%4 32,31 £3,23>% 4555 +5,07°*
Ba-Ca 0,23 + 0,05%® 0,48 +0,07°4 30,63+251>8 4427 +413°*

Média *+ desvio padrao das repeticdes. Médias com letras mindsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas
iguais em cada linha indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey na

propriedade estudada.

Comparando os valores dos filmes sem antimicrobiano, é possivel observar que os
filmes Ca-Ca apresentaram uma rugosidade significativamente menor do que os filmes Ca-Ba e
Ba-Ca. Uma vez que a rugosidade € caracterizada por reentrancias e/ou saliéncias presentes
na superficie do material, este resultado indica que os filmes Ca-Ca apresentam a superficie
mais lisa e homogénea. Este comportamento condiz com observagdes subjetivas, pois apos o
2° estagio de reticulagdo com bario, constatou-se tendéncia de formagcado de uma superficie
mais irregular e enrugada. A adicdo do antimicrobiano natamicina promoveu um aumento
significativo da rugosidade dos filmes, consequéncia da formacao de cristais na superficie do

filme conforme observado nas micrografias. Subjetivamente, também foi possivel verificar que a
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superficie dos filmes ativos era mais aspera ao contato e em virtude disto, apresentaram maior

rugosidade.

Em filmes de caseinato de sédio, Fabra et al. (2009) observaram um aumento
expressivo na rugosidade ao adicionar uma mistura de cera de abelha e &cido oleico na
formulacdo. Tendéncia semelhante foi obtida por Santiago-Silva et al. (2009), que verificaram
de forma subjetiva que a adigdo do antimicrobiano pediocina tornava os filmes de celulose mais
rugosos. Em filmes de alginato e quitosana, da Silva (2009) verificou um aumento da
rugosidade (Ra) de 0,20 para 0,73 um dos filmes apds adicionar 4% de natamicina.

O éangulo de contato representa o valor em graus medido na interface formada entre
uma determinada substancia liquida e a superficie sélida e pode ser um bom indicador do grau
de hidrofilicidade e da molhabilidade da superficie dos filmes, sendo de altos valores quando a
hidrofilicidade é baixa (Guerrero et al., 2011). Em termos quantitativos, superficies que formam
angulos de contato com a agua maiores do que 65° podem ser consideradas hidrofébicas.
Filmes de polietileno de baixa densidade, por exemplo, exibem angulos de contato superiores a
90° (Karbowiak et al., 2006).

Observa-se nos dados da Tabela 5.7 que, tanto para os filmes sem natamicina quanto
para os filmes ativos, a formulagdo Ca-Ca apresentou maior angulo de contato, o que indica
uma superficie mais hidrofébica do que os demais filmes contendo bario na reticulacao. Este
resultado, no entanto, ndo corrobora com os resultados de conteldo de umidade e grau de
intumescimento, que apontam os filmes Ca-Ba como menos hidrofilicos. Além disso, o angulo
de contato deve ser relacionado diretamente com a rugosidade superficial dos filmes
(Jayasekara et al., 2004). Isto também nao foi observado, uma vez que os filmes Ca-Ca, com
maior angulo de contato, apresentaram menor rugosidade. Os resultados de da Silva (2009)
também indicaram que os filmes com menor massa solubilizada em agua e menor

intumescimento apresentaram maior angulo de contato.

A falta de correlagdo entre os valores dos angulos de contato e as demais
propriedades sugere que os filmes Ca-Ca podem apresentar uma barreira inicial ao
espalhamento e absor¢cao de dgua, uma vez que as medidas séo obtidas logo apds a queda da
gota sobre o filme. Ap6s periodos maiores de contato com &gua, como nos casos das
determinacgdes de intumescimento e teor de umidade, a barreira é rompida e entao a absorgéao

de agua tende a ser maior em relagao aos outros filmes.
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Os dados na Tabela 5.7 também apontam um aumento significativo do angulo de
contato com a adicdo da natamicina. Estes resultados correlacionam bem com a rugosidade e
também no sentido de que, a natamicina possuindo baixa solubilidade em agua, torna a
superficie do filme mais hidrofébica.

5.2.8 Cor e opacidade

Os resultados de opacidade dos filmes com e sem natamicina estao apresentados na
Figura 5.7. Estas propriedades sdo importantes e devem ser avaliadas uma vez que influenciam
a aceitacao do produto no qual os filmes sao aplicados (Marcos et al., 2010).

A partir da analise realizada verificou-se que os filmes Ca-Ba foram os mais opacos
entre as formulagbes sem o antimicrobiano, seguido dos filmes Ba-Ca e Ca-Ca. Estes
resultados estdo de acordo com as microscopias (ver Figura 5.4), onde é possivel observar que
os filmes Ca-Ba apresentaram uma grande quantidade de granulos na superficie.
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Figura 5.7: Opacidade dos filmes de alginato sem antimicrobiano (=) e dos filmes com

natamicina (m) reticulados com célcio e bario.

Para todas as formulagbes, a incorporagdo da natamicina aos filmes provocou um
grande aumento na opacidade (aumento médio de 7 vezes). Visualmente, ja era possivel
observar que os filmes contendo natamicina eram mais opacos do que os filmes sem o

antimicrobiano, como mostra a foto comparando os filmes na Figura 5.8.
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A maior opacidade verificada nos filmes ativos pode ser explicada pela estrutura
quimica da natamicina, que apresenta simultaneamente em sua molécula, uma fracao
hidrofilica e outra hidrofébica, que faz com sua solubilidade em agua seja baixa. De forma
semelhante, Fajardo et al. (2010) obtiveram um aumento de quase 50% na opacidade ao
adicionar natamicina em coberturas de quitosana. De acordo com Fabra et al. (2010), em filmes
contendo compostos imisciveis, o tamanho das particulas da fase dispersa, a heterogeneidade
de sua distribuicdo e as diferengcas entre os indices de refracdo das fases afetam a

!

transparéncia do filme.

a-Ca

Ba-
?
Figura 5.8: Fotografias dos filmes sem antimicrobiano (Ca-Ca, Ba-Ca e Ca-Ba) e dos filmes
com natamicina (Ca-Ca-N, Ba-Ca-N, Ca-Ba-N).

\-

Varios trabalhos relatam o aumento da opacidade dos filmes devido a adigdo de
substancias hidrofobicas. Yang e Paulson (2000), por exemplo, verificaram que a adicao de
lipidios aos filmes de gelana torna-os mais opacos e com coloracéo esbranquicada. Ozdemir e
Floros (2008) observaram um aumento na opacidade de filmes de proteina de soro de leite com
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adicao de cera de abelha, sendo que a adicdo do antimicrobiano sorbato de potassio promoveu
a diminuicdo da opacidade desses filmes.

Apesar do aumento da opacidade dos filmes ativos, a simulacdo da aplicagdo dos
filmes em um alimento, como um queijo, por exemplo, demonstra que o aspecto visual do

conjunto nao fica comprometido (Figura 5.9).

Figura 5.9: Fotografias dos filmes Ca-Ca sem antimicrobiano (a) e com natamicina (b) sobre

uma amostra de queijo.

Os parametros de cor, L*, a* e b* dos filmes estao dispostos na Tabela 5.8, bem como
os resultados obtidos no calculo da diferenca total de cor AE*. A diferenga total de cor foi
calculada para as formulagdes dos filmes ativos, utilizando-se como padréo os filmes comuns
equivalentes.

A analise dos dados revela que a adigdo da natamicina provocou uma diminui¢do na
luminosidade L* dos filmes. Este parametro representa a qualidade pela qual se distingue uma
cor clara de uma cor escura. Os resultados do paradmetro b* indicaram que a natamicina

provoca um aumento significativo na tonalidade amarela dos filmes.

Tendéncia semelhante foi verificada por Pranoto et al. (2005a). A adicdo do
antimicrobiano natural de 6leo de alho aos filmes de alginato afetou a aparéncia dos filmes em
relacdo a transparéncia e também a cor. Os filmes apresentaram menor luminosidade e
tenderam ao amarelo, sendo que o parametro b* aumentou de -3,35 (flme sem antimicrobiano)
para 4,65 com a adicdo do 6leo. Marcos et al. (2010) adicionaram enterocina em filmes de
alginato e observaram uma diminui¢cédo do parametro L* e um aumento do b* indicativo de um
filme mais amarelado.
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Tabela 5.8: Parametros de cor L*, a* e b* dos filmes de alginato sem antimicrobiano (0%) e com
natamicina (4% na solucéo filme-formadora) reticulados com calcio e bario e diferenga total de

cor(AE) dos filmes ativos em relagao aos filmes sem natamicina.

Filme Natamicina (%) L* a* b* AE
0 96,31 +0,232  -0,03 +0,01° 1,32 + 0,01

Ca-Ca b )
4 93,73+ 0,32 0,21 + 0,06 3,10 £ 0,092 3,14

BaC 0 96,54 + 0,03? 0,18 + 0,03° 1,43 +0,03°

a-ca

4 93,51 +0,25° 0,30 + 0,05% 3,06 + 0,582 3,81
0 96,34 + 0,03? 0,16 +0,03° 1,37 + 0,02°

Ca-Ba b b
4 93,39 + 0,10 0,26 + 0,06 3,00 £ 0,072 3,37

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

A diferenca total de cor (AE), que compara de forma geral os parametros Opticos do
filme com natamicina e os filmes padrdes, mostra que os filmes Ca-Ca com natamicina

apresentam uma coloragao mais préxima a do filme original.

Na Tabela 5.9, estdo apresentados os resultados para a tonalidade cromatica (angulo
Hue) e o Croma dos filmes.

Tabela 5.9: Angulo Hue e Croma dos filmes de alginato sem antimicrobiano (0%) e com

natamicina (4%) reticulados com calcio e bario.

Filme Natamicina (%) °Hue Croma

0 88,56 + 0,512 1,33 +0,01°
Ca-Ca b

4 79,32 £ 0,70 3,12 + 0,092

0 88,34 + 0,582 1,37+ 0,01°
Ca-Ba

4 73,13 +1,22° 3,02 + 0,062

0 88,26 + 0,262 1,43 +0,03°
Ba-Ca b

4 79,67 £ 1,00 3,07 +0,06?

Média + desvio padréo das repeticbes. Médias com letras iguais em cada coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

O angulo Hue dos filmes variou entre 73,13 e 88,56°. Verifica-se, de acordo com o

diagrama CIELab (Figura 4.4), que os filmes possuem o angulo Hue orientado para o 1°
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quadrante, entre a (+) e 0 b (+). O valor do croma indica a intensidade da cor representada pelo
valor do Hue, cujo valor maximo é 16. Desta forma, observa-se que a cor dos filmes ativos é de
maior intensidade. Da Silva (2009) obteve caracteristicas gerais de cor semelhantes aos
encontrados neste trabalho, para filmes de alginato com natamicina. O angulo Hue situou-se
entre 85,70 e 92,55° e houve um aumento no pardmetro b* com a incorporagéo do agente ativo.

5.2.9 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada com o intuito de avaliar a influéncia da
reticulagdo com bario e calcio e da adicdo da natamicina no processo de decomposi¢ao térmica
dos filmes de alginato, bem como ter um indicativo da temperatura a que podem ser submetidos

em uma possivel aplicagao.

Na Figura 5.10 estdo apresentadas as curvas termogravimétricas (TGA) de perda de
massa em funcao da temperatura para os filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c) com e sem
natamicina. Para melhor visualizacdo dos eventos térmicos, foram sobrepostas as curvas da
primeira derivada da perda de massa (DTGA). Os picos destas derivadas correspondem ao

ponto de inflexdo na TGA e indicam a temperatura a qual ocorreu maior variacao de massa.

Para todos os filmes foram observados trés eventos térmicos, representados por T4, T,
e Tj, cujos resultados estado apresentados na Tabela 5.10.

O estagio inicial de perda de massa (T,) que vai até a regiao préxima de 200°C, esta
relacionado a desidratacao do filme, ou seja, uma perda de massa de dgua adsorvida ou agua
ligada (Soares et al., 2004, Xiao et al, 2002). Variagbes na area do pico (relacionada a
quantidade de perda de agua) e/ou a posi¢ao da temperatura de maxima velocidade de perda
de massa indicam que estes sistemas diferem em sua capacidade de ligacdo de agua e na
forca de interacao entre a agua e o polimero.
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Figura 5.10: Termogramas dos fiimes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c) sem tratamento

antimicrobiano (—) e com natamicina (---).
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Tabela 5.10: Eventos termogravimétricos dos filmes de alginato sem antimicrobiano (0%) e com
natamicina (4% na solugéo filme-formadora) reticulados com calcio e bério.

Fime MU Tee) o) Teo)  Tpmleese fesdes
Ca-Ca 68,6+05 2466+04 4153+08 11,8+0,2 37,8 +0,6
578+04 237,1+0,9 416,1+0,4 12,2+0,5 35,0+0,7

Ba-Ca 0 89,106 2395+0,9 432,1+05 8,5+0,3 36,0 £0,3
4 774+08 2383+0,7 4215%+09 8,6 +0,3 36,104

Ca-Ba 0 952+1,0 220,3+0,5 4152+0,7 6,1+0,1 39,5+0,5

89,6+0,7 221,3+0,8 4344+11 6,5+0,4 40,9+0,9

Média + erro padrao das repeti¢des.

Observa-se que os valores de T; foram mais baixos para os filmes Ca-Ca, indicando
uma ligagdo mais fraca da agua por pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila do alginato.
O percentual de perda de massa a 100°C foi determinado (Tabela 5.10) e mostra que estes
filmes também apresentaram maior perda, seguido dos filmes Ba-Ca e Ca-Ba. Na determinagéo
de umidade, os filmes Ca-Ba também apresentaram o menor valor, no entanto, esta foi proxima
de 15% para o filme sem natamicina. A comparacédo entre os filmes com e sem natamicina
revela que, para todas as formulag¢des, houve uma reducdo na temperatura desta transicdo com
a adicao do antimicrobiano. O percentual de perda de massa, no entanto, nao sofreu alteracéo
significativa. A diminuicdo da temperatura apds a adicdo do antimicrobiano pode ter
enfraquecido as ligagdes da agua com o polimero, fazendo que esta fosse eliminada mais
rapidamente.

Os dois eventos térmicos seguintes (T, e T3) sao atribuidos as duas etapas de
degradacdo do filme. Em T,, ocorre a degradacdo por desidratacdo dos anéis sacaridicos,
rompimento das ligagdes C-H e quebra das ligagdes glicosidicas C-O-C na cadeia principal do
alginato (Phang et al., 2011). Comparando as diferentes reticulagdes, observa-se que os filmes
Ca-Ba apresentaram menor temperatura de degradacédo do que os demais filmes, o que pode
estar relacionado com a reticulagdo deficiente da matriz polimérica. De acordo com Xiao et al.
(2002), a reticulacdo pode melhorar a estabilidade térmica dos fiimes. Estes autores
observaram um aumento de 50°C na estabilidade térmica de filmes de alginato e carboximetil

glucomanana apo6s a reticulagdo com ions célcio.
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A adicao da natamicina aos filmes Ca-Ca provocou uma diminuicdo da temperatura de
degradacao T, de aproximadamente 10°C. Esta temperatura ndo sofreu alteragdo significativa
para os demais tratamentos. De forma geral, os resultados observados em T, indicam que os
filmes poderiam ser submetidos a temperaturas préximas a 220°C, sem que houvesse prejuizos
na sua estabilidade ou degradacao.

A segunda etapa de degradacao (Ts3) ocorreu entre 415,2 a 434,5 °C e esta relacionada
a formacao de Na,COj e outros materiais carbonaceos (Phang et al, 2011). Nesta etapa os
filmes Ba-Ca apresentaram maior estabilidade e n&o foi observada uma tendéncia definida em
relagdo a presencga da natamicina. Ao final do processamento térmico, em 600 °C, os filmes
apresentaram residuos de 35 a 40,9%. As temperaturas de degradagéo T, e T, estdo préximas
aos valores observados na literatura para filmes de alginato (Sarmento et al., 2006; Phang et
al., 2011 e Soares et al., 2004).

5.2.10 Permeabilidade ao oxigénio

Os resultados obtidos do coeficiente de permeabilidade ao oxigénio dos filmes com e
sem natamicina estdo apresentados na Figura 5.11. Resultados mais realistas e bem
correlacionados com a aplicagao final seriam obtidos para filmes em ambiente com umidade
relativa de 52%. Porém, nestas condigcbes os filmes tornavam-se muito quebradicos no
equipamento utilizado, inviabilizando as medidas. Devido a isto, as determinag¢des foram
realizadas com o equipamento operando em ambiente a 75% UR.

De acordo com McHugh e Krochta (1994), a permeabilidade ao oxigénio de filmes
comestiveis aumenta exponencialmente com o aumento da umidade relativa. Assim, pode-se
esperar que o coeficiente de permeabilidade seja ainda menor em ambientes de
armazenamento, no qual o filme sera utilizado (UR em torno de 50%). O trabalho de McHugh e
Krochta (1994) com filmes de proteina de soja ilustram o efeito da umidade relativa nesta
propriedade. Ao diminuir a umidade relativa de 70 para 40%, a permeabilidade ao O, diminuiu
de 43,3 para somente 0,7cm®.um.m?.d " .kPa™.

Uma andlise dos resultados indica que os filmes Ca-Ba apresentaram permeabilidade
ao oxigénio significativamente maior que os demais filmes. Este resultado pode estar associado
a uma reticulacdo limitada no interior do filme, consequéncia da dificuldade dos ions bario
atravessarem a superficie compacta dos filmes. Uma reducdo no empacotamento da
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macromolécula aumenta o volume livre, aumentando a permeabilidade. Um esquema ilustrativo
destas possiveis diferencas na acomodacédo dos ions calcio e bario nas cadeias do filme de
alginato esta apresentado na Figura 5.12.

20

18 a
16 A
14
12 A c

10 A

Permeabilidade ao O, (cm3 um/m?.d kPa)

Ba-Ca Ca-Ba

Filme

Figura 5.11: Permeabilidade ao oxigénio dos filmes sem antimicrobiano (=) e filmes com
natamicina (m) a 75% UR.

O RXXX XX o cali
><><>< bario

(b)

Figura 5.12: llustracao da acomodacéao dos ions calcio (a) e bario (b) nas cadeias do alginato.

Para fins de comparagdo, na Tabela 5.11 estdo apresentados os valores de
permeabilidade ao O, obtidos da literatura para diversos filmes sintéticos e naturais. Ao avaliar
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os dados, torna-se evidente a maior eficiéncia dos biofilmes em relagdo aos filmes sintéticos
nesta propriedade de barreira. A permeabilidade ao O, dos filmes Ca-Ca do presente trabalho
foi cerca de 180 vezes menor do que o filme sintético de polietileno de baixa densidade e
semelhante aos filmes de PVDC e EVOH, que sdo comercialmente utilizados como barreira ao

oxigénio.

Tabela 5.11: Dados da literatura de permeabilidade ao oxigénio (PO,) para diferentes filmes.

Filme Condigoes do PO: Referéncia
ensaio (cm®.um/m?.d.kPa)

Polietileno alta densidade 23°C/50% UR 427 Salame (1986)*
Polietileno baixa densidade | 23°C/50% UR 1870 Salame (1986)*
Proteina de soja 23°C/70% UR 43,3 McHugh e Krochta (1994)
Proteina de soja 23°C/40% UR 0,7 McHugh e Krochta (1994)
Alginato 23°C/50% UR 0,55 Hartman et al. (2006)
Alginato + glicerol 23°C/50% UR 4,56 Hartman et al. (2006)
Alginato + puré maca 23°C/50% UR 10,20 Fontes et al. (2011)
Alginato 23°C/50% UR 5,66 Fontes et al. (2011)
Pectina 23°C/50% UR 19,44 Fontes et al. (2011)
PVDC 23°C/50% UR 0,4-5,1 Miller e Krochta (1997)
EVOH 23°C/95% UR 12 Miller e Krochta (1997)

* Citado porMcHugh e Krochta (1994).

A adi¢éo da natamicina ocasionou um aumento na permeabilidade ao O, em todas as
amostras. Para os filmes Ca-Ca e Ca-Ba, este aumento foi de aproximadamente 50% e, para os
filmes Ca-Ba, de 23%. Mesmo com estes aumentos observados apdés a adicdo do
antimicrobiano, o valor de permeabilidade ao O, obtido € atraente em comparagdo a outros

materiais.

Em filmes de quitosana, Fajardo et al. (2010) também observaram um pequeno
aumento na permeabilidade ao O, ao adicionarem natamicina. Aumento mais pronunciado, de
mais de 10000 vezes, foi verificado por Shen et al. (2010) ao adicionar 15% de sorbato de

potassio a filmes de quitosana.
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5.2.11 Isotermas de sorcao

As isotermas de sorcao tém sido amplamente utilizadas para descrever
matematicamente o comportamento entre o conteddo de umidade e a atividade de agua de
diversos materiais biol6gicos, inclusive filmes biodegradaveis. Esta determinacéao é importante,
uma vez que os filmes a base de polissacarideos ou proteinas sdo muito suscetiveis a absorver
agua do ambiente e sofrer alteracdes nas suas propriedades de barreira e na sua
funcionalidade em geral.

Na Figura 5.13 estdo dispostos os pontos experimentais das isotermas de sorgéo a
25°C e os ajustes baseados no modelo de GAB (Equacgédo 4.10) para os filmes com as trés
diferentes reticulagdes. Nas Figuras 5.14 a 5.16 estdo apresentados o comportamento da

isoterma para os diferentes filmes com e sem natamicina.
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0,6
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Figura 5.13: Isotermas de sorcao para os filmes Ca-Ca (o), Ba-Ca (o) e Ca-Ba (A) reticulados
em 10 minutos de imersdo. Modelo de GAB (—).
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Figura 5.14: Isotermas de sorcao para os filmes Ca-Ca sem natamicina (e) e com natamicina

(o) reticulados em 10 minutos de imersao. Modelo de GAB (—).
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Figura 5.15: Isotermas de sor¢do para os filmes Ba-Ca sem natamicina (e) e com natamicina

(o) reticulados em 10 minutos de imersao. Modelo de GAB (—).
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Figura 5.16: Isotermas de sorcao para os filmes Ca-Ba sem natamicina (e) e com natamicina

(o) reticulados em 10 minutos de imersao. Modelo de GAB (—).

Observa-se nas figuras que todas as curvas apresentaram um perfil sigmoidal,
revelando um baixo aumento na umidade de equilibrio até atividades de 4gua em torno de 0,7,
seguido de um aumento acentuado em altas atividades de 4gua. Este comportamento deve-se
ao fato de que em baixas umidades relativas, o efeito plastificante € muito pequeno e a
mobilidade das regides amorfas é restrita. Com o0 aumento da umidade relativa, ha uma
formacdo de agrupamentos de moléculas de agua na matriz polimérica, seguido de
intumescimento, 0 que ocasiona a exposicdo de um numero maior de sitios de ligacao

disponiveis para a sor¢ao de agua (Al-Muhtaseb et. al., 2004).

Estas isotermas, de acordo com a classificagdo de Brunauer, sdo do Tipo |l e indicam
que a &gua é adsorvida em camadas multimoleculares. Este tipo de isoterma é caracteristico de
materiais poliméricos e tem sido observado em outros trabalhos envolvendo filmes de alginato
reticulados com célcio (Rhim et al, 2004; Olivas e Barbosa-Canovas, 2008) e outros
biopolimeros como zeina (Gennadios e Weller, 1994), amido de tapioca (Chen et al., 2013) e
metilcelulose (de la Cruz et al., 2001).
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De forma geral, as isotermas foram influenciadas pelo agente reticulante. Observa-se
na Figura 5.13, que para mesmas atividades de agua, o filme reticulado com bério no 2° estagio
(Ca-Ba) apresentou umidade de equilibrio em base seca menor do que os filmes Ca-Ca e Ba-
Ca.

Os filmes Ca-Ba também apresentaram menores valores para o contetdo de umidade
na monocamada (Xm), que esta apresentado com os demais parametros obtidos do modelo de
GAB, na Tabela 5.12.

Tabela 5.12: Parametros do modelo GAB (Xm, C, k), coeficiente de determinagéo (R?) e desvio
relativo médio (DRM) para dos dados de sor¢ao dos filmes de alginato sem antimicrobiano (0%)

e com natamicina (4% na solugao filme-formadora) reticulados com célcio e bario.

, Natamicina 5 DRM
Filme (o/o) Xm C k R (°/o)
0 0,119 213,45 0,8902 0,9988 2,72

Ca-Ca
4 0,129 132,97 0,8987 0,9968 2,89
0 0,137 176,08 0,8635 0,9980 2,91

Ba-Ca
4 0,142 162,85 0,8373 0,9953 2,01
0 0,091 272,35 0,8941 0,9962 2,74

Ca-Ba
4 0,098 260,76 0,8824 0,9945 4,73

A umidade da monocamada (Xm) esta relacionada com a quantidade maxima de agua
que pode ser adsorvida em uma Unica camada por grama de filme seco (Cho e Rhee, 2002).
Valores mais baixos deste coeficiente indicam que uma menor quantidade de sitios ativos esta
disponivel para a adsorcdo de agua por pontes de hidrogénio, entre os grupos hidroxila e
carboxila (Chen et al., 2013).

O parametro C, que esta relacionado a diferengca no potencial quimico entre
monocamada e as subsequentes, em um dado sitio de sor¢cao (Timmermann et al., 2001), foi
maior para os filmes Ca-Ba, seguido dos filmes Ca-Ca e Ba-Ca. Segundo Chen et al. (2013),
quanto maior o valor de C, maior € a energia necessaria para a adsor¢do das moléculas de
agua nos sitios ativos dos filmes, o que implica em um grau de hidrofilicidade menor. Desta
forma, os resultados sugerem que os filmes reticulados com bario no segundo estagio sdo mais
hidrofébicos, o que esta de acordo com os valores obtidos para conteldo de umidade, massa

solubilizada em agua, grau de intumescimento e analise termogravimétrica obtidos inicialmente.
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Os filmes com natamicina apresentaram a mesma tendéncia sigmoidal dos filmes sem
antimicrobiano (Figura 5.14 a 5.16). No entanto, os valores do conteddo de umidade na
monocamada (Xm) foram ligeiramente superiores aos dos filmes sem antimicrobianos,
indicando que a adicao da natamicina aumentou a quantidade de sitios ativos para a adsorgao
de agua. O valor de C diminuiu para todos os filmes com antimicrobiano, sugerindo que a
adsorcao de agua nos filmes ativos € mais facil. Estas observagcbes podem estar relacionadas
ao fato da natamicina promover uma mudanga estrutural nos filmes, conforme ja havia sido

constatado nos resultados de tenséo de ruptura.

O parametro k é um fator de corregdo das propriedades das moléculas da
monocamada e € independente da composicdao do filme (Phan et al, 2005). Os altos
coeficientes de determinacao (R?) e os valores dos desvios relativos médios (DRM) inferiores a
5%, indicam um excelente ajuste do modelo de GAB aos dados experimentais de sorgéo de
agua dos filmes de alginato.

5.2.12 FTIR - ATR

Com o objetivo de avaliar possiveis interagdes entre a natamicina e o alginato, bem
como modificacdes na estrutura provocadas pela reticulacdo com os ions calcio e bario, foram
realizadas andlises de espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).
Os espectros obtidos para os diferentes filmes estao apresentados na Figura 5.17.

Em todos os espectros € possivel observar os picos caracteristicos dos filmes de
alginato (Papageorgiou et al., 2010), como nas regides de 1590 e 1400 cm™ que representam,
respectivamente, as vibragbes assimétricas e simétricas do grupo carboxilato (COQO"). Abaixo
dos 1500 cm™ situa-se a chamada regido de impressao digital, Unica para cada composto.
Nesta zona encontram-se uma série complexa de bandas que muitas vezes ndao podem ser
atribuidas sem ambiguidade a uma vibracdo em particular, pois estas sdo o resultado da

interacao de varios sistemas vibracionais complexos.

Os espectros dos filmes também apresentam uma banda larga na regido de 3200 cm™,
referente ao estiramento dos grupos O-H e as pontes de hidrogénio. Estas ligagdes estao
associadas a interacdes polares entre os componentes do filme e a agua livre presente na

matriz polimérica (Petrusic, 2012). Para os filmes reticulados com bario no 2° estagio, inclusive
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os filmes ativos, observa-se uma grande reducdo na intensidade destes picos. Como a
reticulacdo promove um aumento nas ligacdes intermoleculares, uma reducao na intensidade
do pico O-H pode estar relacionada a uma reducao das interagdes polimero-agua e absorgcéao
de umidade (Salmieri et al., 2006). Este comportamento & consistente com o conteudo de
umidade, massa solubilizada em agua, isotermas de sorcdo e grau de intumescimento

observado para os filmes Ca-Ba.

Absorbancia (u.a)

3800 3400 3000 2600 2200 1800 1400 1000 600

Niamero de onda (cm™)

Figura 5.17: Espectros FTIR-ATR dos filmes de alginato reticulados com calcio e/ou bario sem

antimicrobiano (=) e com natamicina (---). Colocar

Também foi observado que a reticulagdo com bario no 22 estagio promoveu
deslocamentos nos picos de vibragdo simétrica e assimétrica COO". O pico de vibragao
assimétrica ocorreu em 1598 cm™ para os filmes Ca-Ca; 1597 cm™ para os filmes Ba-Ca e 1589
cm™ para os filmes Ca-Ba. Ja os picos simétricos Ca-Ca ocorreram a 1413 cm™ para Ca-Ca e
Ba-Ca e 1423 cm™ para os filmes Ca-Ba. De acordo com a literatura, o aumento da forca da
interacao idbnica entre as cadeias do alginato e os agentes reticulantes sao caracterizadas
principalmente por um deslocamento do pico assimétrico para valores de energia mais baixos,

um deslocamento do pico simétrico para valores mais altos e uma redugao geral na intensidade

95



Resultados e Discussao

destes picos (Tam et al., 2011; Lawrie et al., 2007, Salmieri et al., 2006, Pascalau et al., 2012,
Sartori et al.,, 1996). Desta forma, os resultados comprovam que o bario apresenta maior
afinidade ao alginato do que o calcio.

Lawrie et al. (2007) também observaram maior for¢a de interagéo iénica em filmes de
alginato reticulados com Ba?*. Enquanto picos assimétricos para o alginato de sédio foram
obtidos em 1596 cm™, a reticulacdo com célcio e bario deslocou os picos para 1586 e
1581 cm™', respectivamente.

Para filmes de alginato, Sartori et al. (1996) observaram que os picos das vibragdes
simétricas COO" foram deslocadas para valores superiores e diminuiram sua intensidade com o
aumento do percentual de Ca®*, ou seja, quanto maior a reticulacdo, maior a interacéo idnica.
Semelhantemente, Vidal-Urquiza et al. (2012) avaliaram a intensidade das interacées dos
reticulantes pelo deslocamento do pico assimétrico. Filmes de alginato de sddio apresentaram
pico em 1597 cm™ enquanto que a vibracdo para filmes reticulados ocorreu em 1589 cm™ para
célcio e em 1585 cm™ para o bério.

Nao foram observadas mudancas relevantes nas caracteristicas estruturais apoés a
adicdo da natamicina. Picos na regido de 3500 a 3300 cm™ s&o também atribuidos as ligacdes
N-H, caracteristicas da natamicina, mas provavelmente foram sobrepostas pelos picos O-H.

5.2.13 Cristalinidade

A cristalinidade dos filmes contendo natamicina com os diferentes reticulantes foi
determinada por difracdo de raios X, conforme apresentado na Figura 5.18. Para os filmes
Ca-Ca, observa-se um pico pronunciado em torno 13,5° cuja intensidade diminui para as outras
amostras. Este resultado indica que os filmes Ca-Ca possuem um maior grau de organiza¢ao
das moléculas e uma maior cristalinidade. Isto pode ser consequéncia de uma reticulagdo mais

efetiva promovida pelos ions calcio.

A existéncia de uma estrutura mais amorfa nos filmes Ca-Ba ajuda a explicar os maiores
valores de PVA e de permeabilidade ao O, obtidos para estas amostras. A transferéncia de
massa do oxigénio em um polimero é altamente afetada pela estrutura polimérica e é uma
funcao da fase amorfa, uma vez que a fase cristalina pode ser considerada impermeavel (Miller
e Krochta, 1997). Nos filmes de polietileno, por exemplo, um aumento na cristalinidade de 43%
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para 74% diminui a permeabilidade ao oxigénio em 5 vezes. Desta forma, uma reticulacdo mais
eficiente dos ions calcio, induz a um aumento da cristalinidade dos filmes, dificultando a

permeabilidade.

Os espectros dos filmes sem antimicrobiano ficaram totalmente sobrepostos aos dos
filmes ativos e, devido a isto, ndo estao apresentados. A sobreposicao dos espectros demonstra

que a adigcao do antimicrobiano nao influencia no grau de organizagéao das cadeias poliméricas.
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Figura 5.18: Difratogramas de raios-X dos filmes de alginato com natamicina.

5.3 Ensaios de liberacao de natamicina em agua

Os filmes ativos foram submetidos aos ensaios de liberacdo em agua a 25°C utilizando
a sequéncia de imersées em recipientes conforme procedimento descrito no ltem 4.4a. Na
Figura 5.19 estdo apresentados os resultados da evolugdo da fragdo de natamicina liberada

com o tempo de filmes Ca-Ca, Ba-Ca e Ca-Ba.

Uma comparagao entre as curvas indica que a liberagéo da natamicina foi mais rapida
para os filmes Ca-Ba. Para esta formulagéo, cerca de 80% da natamicina presente no filme foi
liberada nas primeiras 55 h. Este tempo aumenta para 95 h e 290 h para os filmes Ca-Ca e Ba-
Ca, respectivamente. A liberagcdo mais rapida dos filmes Ca-Ba est4 de acordo com a sua
menor cristalinidade e reforca a hipétese de que o tratamento com ions bario no segundo
estagio promove uma reticulagcao deficiente no interior do filme. Al-Musa et al. (1999) estudaram

a liberacao do farmaco cloridrato de metoclopramida a partir de filmes de alginato reticulados
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com ions bério, aluminio ou célcio e observaram uma liberagdo mais rapida para os filmes com
béario. Os autores atribuiram este comportamento a uma reticulagao limitada no interior do filme,
devido a dificuldade de difusdo destes ions através da camada superficial.
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Figura 5.19: Fracdo de natamicina liberada com o tempo de filmes Ca-Ba (e), Ca-Ca (o),Ba-Ca

(0).

A liberacdo mais lenta foi observada para os filmes Ba-Ca. Esta tendéncia indica que a
interacdo entre a natamicina e as cadeias do alginato nestes filmes é mais forte. Como as
caracteristicas fisicas e mecanicas dos filmes Ca-Ca e Ba-Ca foram similares, o resultado
obtido sugere que o agente reticulante utilizado no primeiro estagio pode influenciar fortemente
0 processo difusivo sem, no entanto, promover modificagdes substanciais nas propriedades

funcionais dos filmes.

Para a certificagédo de que toda a massa de natamicina presente no filme havia sido
liberada, fez-se a quantificagcdo desta antes do processo de liberagao, ou seja, determinou-se a
massa total presente em uma amostra de flme com a mesma area das amostras submetidas
aos ensaios em agua. Este procedimento foi feito pela dissolugao do filme em solugéo de citrato
de sddio e leitura em espectrofotémetro UV/Vis. Os resultados da massa total inicial (Miyicial), @
massa total liberada (M.) de cada filme bem como suas respectivas espessuras, estao

apresentados na Tabela 5.13.
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Tabela 5.13: Espessuras inicial e final, relagdo entre as espessuras e quantidade total de
natamicina antes e ap6s o ensaio de liberacao.

A 8 (Hm) S (Hm) o/ (mgl\//lgi]m;ii;lrlne) (mg/l\;?ilme)

Ca-Ca 33+2,9° 57 3,12 1,72 17,74 +1,20%* 16,07 + 0,10%*
Ba-Ca 34 +1,9° 55 + 0,67 1,62 14,93 + 1,20%* 15,48 + 1,05%"
Ca-Ba 38 +2,6° 58 +5,0° 1,53 17,71 £1,5134 15,10 + 0,83%#

Média * desvio padrdo das repeticdes. Médias com letras minlsculas iguais em cada coluna e mailsculas em cada
linha indicam que nado ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os valores da relacdo entre as espessuras final e inicial para os filmes séao
semelhantes aos obtidos pela analise de intumescimento (Tabela 5.4). Estes resultados indicam
que, mesmo apos o longo periodo em que os filmes estiveram imersos em agua, o valor do
grau intumescimento de equilibrio ndo foi alterado. Para os calculos das difusividades, utilizou-
se a espessura final dos filmes, uma vez que o tempo para o equilibrio do intumescimento (~ 5

minutos) é considerado pequeno em relacdo ao tempo total de liberacao.

Verificou-se, ainda, que a massa inicial de natamicina dos filmes antes de serem
submetidos a liberagéo (Miicia)) € 0s valores determinados ao final do experimento (M.) foram
estatisticamente iguais (p<0,05), confirmando que praticamente toda a massa de antimicrobiano
presente no filme é liberada.

Alguns autores usam os valores médios da massa de soluto remanescente em cada
fase para calcular concentragdes de equilibrio, sem atentar para os erros experimentais. Esses
erros sao amplificados pela grande diferenca de massa total das fases, pois a amostra de filme
tem cerca de 80 mg, enquanto que o total de liquido usado foi de 25 mL, e desta maneira
coeficientes de particdo pouco realistas sdo encontrados.

O procedimento adotado neste trabalho faz com que o filme entre em contato com
amostras renovadas de agua sem natamicina e, portanto, a concentragdo de equilibrio na
superficie do filme pode ser assumida como zero, evitando a necessidade do uso de

coeficientes de parti¢ao.

Os coeficientes de difusao da natamicina nos filmes foram estimados através do ajuste
da solucao em série da 22 lei de Fick (Equacdo 3.3) aos pontos experimentais dos ensaios de

liberagao. O modelo de difusdo em solidos semi-infinitos (tempos curtos) (Equagao 3.5) também
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foi ajustado aos dados experimentais, a fim de determinar a difusividade nos instantes iniciais
de liberacdo (M/M..). Para este caso, os valores para a fracdo de massa liberada devem exibir
ajuste linear em fungéo da raiz quadrada de t. As curvas obtidas pelo ajuste das Equacdes 3.3 e
3.5 aos dados experimentais para os filmes estudados estao apresentadas nas Figuras 5.20 e
5.21, respectivamente.
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Figura 5.20: Ajuste ao modelo em série da 22 Lei de Fick (Equagédo 3.3) para os filmes Ca-Ba
(e), Ca-Ca (o) e Ba-Ca (n).
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Figura 5.21: Ajuste ao modelo de sélidos semi-infinitos (Equacao 3.5) para filmes Ca-Ba (e),
Ca-Ca (o), Ba-Ca (o).

Na Tabela 5.14 estdo dispostos os resultados obtidos no calculo da difusividade pelas
duas equagdes, bem como os respectivos coeficientes de determinacdo (R?) dos ajustes aos
modelos.

Tabela 5.14: Coeficientes de difusdo (D) e coeficientes de determinacdo (R? dos filmes de
alginato reticulados com calcio e bério.

Filme D; (x 10'") (cm?s) R D, (x 10'") (cm?s) R.”

Ca-Ca 1,27 +£0,18°* 0,9971 1,46 +0,26°" 0,9984
Ca-Ba 1,88 +£0,18%" 0,9969 1,74 £0,10%* 0,9992
Ba-Ca 0,61 +0,01°* 0,9988 0,40 + 0,02°° 0,9972

Média * desvio padrdo das repeticoes. Médias com letras minUsculas iguais em cada coluna e mailsculas em cada
linha indicam que nédo ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

1Coeficiente de difuséo e coeficiente de determinagédo estimados pela Equagéo 3.3.

2Coeficiente de difusao e coeficiente de determinacao estimados pela Equagéo 3.5.

Conforme esperado, os coeficientes de difusdo foram maiores para os filmes Ca-Ba,
seguido dos filmes Ca-Ca e Ba-Ca, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
determinacdo (R?) superiores a 0,99 mostram que os ajustes dos modelos foram bons. As
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difusividades encontradas pela equacédo de tempos curtos estao relativamente proximas as
obtidas pela solucdo em série, 0 que indica baixa influéncia do processo de embebicao e

aumento do volume da matriz na difusividade.

De forma geral, os valores de difusividade encontrados sdo mais baixos comparados
aos dados publicados na literatura sobre liberacdo de agentes antimicrobianos. Franssen et al.
(2004) determinaram coeficientes de difusdo da natamicina em filmes de proteina de soro de
leite entre 3,76x10° a 6,16x10"'° cm?s, dependendo da concentracdo de glicerol na
formulacdo. Hanusové et al. (2010) também obtiveram coeficientes nesta ordem de grandeza
para filmes de polietileno/PVC com natamicina. Valores de difusividade de &cido sorbico em
filmes de alginato s&o da ordem de 10 cm?s (Torres e Karel, 1985) e 10® cm?/s em filmes de
gluten de trigo (Redl et al, 1996). Para sorbato de potassio e lisozima, valores tipicos de
difusividade sao da ordem de 10® (Buonocore et al. 2003a, Ozdemir e Floros, 2001).

Pela capacidade de reticulagdo com ions divalentes, os filmes de alginato
confeccionados pelo grupo de pesquisas do LEPPBio sdo 0s que proporcionam menores
difusividades da natamicina em filmes. Uma liberacdo rapida, e consequentemente, altos
coeficientes de difusdo nao sado desejaveis, uma vez que apresentardo um periodo de atividade
menor e podem promover a migracao para partes internas do alimento, reduzindo a prote¢do na

superficie (Appendini e Hotchkiss, 2002).

Com o objetivo de avaliar o mecanismo envolvido no processo de difusdo, utilizou-se o
Modelo da Lei da Poténcia (Equacao 3.6) que relaciona a perda de soluto no periodo inicial de
liberacao (Mt/M..< 0,60) com o tempo. Para todas as formulacdes foi plotado o grafico In(Mt/M..)
versus In (t), conforme apresentado na Figura 5.22. Com a linearizacao, o expoente difusional n
foi obtido a partir do coeficiente angular das retas enquanto a constante difusional k foi
calculada a partir do coeficiente linear. A difusdo fickiana é caracterizada por um coeficiente
difusional igual a 0,5, ou seja, o processo de transferéncia de massa é controlado pelo
coeficiente de difusdo. Em casos em que a difusdo € muito rapida comparada ao processo de
relaxacao da matriz polimérica, o coeficiente difusional sera igual a 1. Valores de nentre 0,5 e 1
sao caracteristicos da difusdo anémala, caso em que a taxa de difusdo do soluto e a relaxagéo
do polimero sdo de magnitude equivalentes.
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Figura 5.22: Curva In (M/Miqsinite) VS In (t) para filmes Ca-Ba (o), Ca-Ca (o), Ba-Ca (o).

Os valores do expoente difusional, da constante difusional e os coeficientes de
determinacao de todas as formulacdes estdo apresentados na Tabela 5.15.

Tabela 5.15: Expoente difusional (n) e constante difusional (k) dos filmes reticulados com célcio
e bario apds a liberacdo em agua.

Filme n k(s R?

Ca-Ca 0,67 + 0,004 2,1 x10* 0,9994
Ca-Ba 0,62 + 0,02 5,4 x10™ 0,9989
Ba-Ca 0,58 + 0,002 2,6 x10™* 0,9992

Os valores do coeficiente de determinacédo (R?) indicam que o modelo da lei da
poténcia obteve um bom ajuste aos dados experimentais. Os expoentes difusionais variaram
entre 0,58 e 0,67, valores caracteristicos do comportamento anémalo, porém préximos ao
comportamento fickiano. Pequenos desvios em relagdo ao comportamento fickiano indicam que
o fendmeno de relaxagdo do polimero € pouco relevante, mas pode influenciar a liberacao da
natamicina nos primeiros instantes do processo. Este resultado € coerente com a proximidade
observada para os valores de difusividade obtida pelo modelo de tempos curtos e pelo modelo

em série.
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Mecanismo de difusdo anédmalo foi obtido por Zactiti e Kiecbusch (2009) para filmes de
alginato reticulados com caélcio com sorbato de potassio cujo valor do expoente difusional foi
aproximadamente 0,80. No entanto, 95% da liberagdo do sorbato de potassio nos filmes
acontecia nos primeiros 4 minutos de contato coma &agua, ou seja, ainda no periodo de
intumescimento dos filmes. Da Silva (2009) obteve um expoente difusional de 0,608 para os
filmes de alginato incorporando 4% de natamicina. Ozdemir e Floros (2001) obtiveram expoente
difusional entre 0,55 e 0,86 para liberacao de sorbato de potassio em filmes de proteina de soro
de leite e cera de abelha.

Em relagdo a constante k, quanto maior forem os valores, menor é o tempo para
liberacdo do agente ativo. O maior valor desta constante foi obtido para os filmes Ca-Ba, que
liberaram a natamicina em menor tempo. No entanto, para os demais filmes, os valores de k

foram préximos e ndo seguiram a tendéncia prevista.

O modelo que leva em consideragéo a relaxagdo da matriz polimérica (Equacao 3.7)
também foi avaliado. Os resultados do coeficiente Xg, que é uma medida do desvio do
mecanismo de transporte em relacdo ao comportamento fickiano, do tempo de relaxagdo da
matriz polimérica (t) e dos coeficientes de difusdo (D) obtidos por este modelo estdo
apresentados na Tabela 5.16.

Tabela 5.16: Desvio do comportamento fickiano (Xg), tempo de relaxa¢cado da matriz polimérica
(t) e difusividade (D) obtidos a partir do ajuste do modelo da Equacédo 3.7 aos dados
experimentais de liberacdo em agua.

Filme Xe 7(S) D (cm?s) R?

Ca-Ca 0,349 36 3,67 x10™ 0,9989
Ca-Ba 0,996 9 2,51x10™" 0,9976
Ba-Ca 1,000 16,2 0,38x10™" 0,9967

Neste modelo, quanto menor o valor do parametro Xg e maior o tempo de relaxacao
polimérica (t), mais relevante € o intumescimento no processo difusivo, ou seja, o sistema esta
mais distante do equilibrio de intumescimento quando colocado em contato com o meio de
liberagao (Fajardo et al., 2010). Pode-se observar pelos dados da Tabela 5.16, que os filmes
Ca-Ca apresentaram esta caracteristica mais fortemente que as demais amostras. Pelo

coeficiente Xg de 1, os filmes  Ca-Ba e Ba-Ca apresentariam um comportamento fickiano, em
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que a relaxacao polimérica nao exerce influéncia na liberacdo. Embora os filmes Ca-Ba tenham
apresentado uma liberagdo mais rapida, seu grau de intumescimento é mais baixo do que os

dos demais filmes, corroborando com os resultados de Xg.

Em um filme de quitosana contendo natamicina que apresentava um elevado
intumescimento no meio de liberacao, Fajardo et al. (2010) obtiveram um Xrde 0,36 e tempo de
relaxagao polimérica de 400 s.

Os coeficientes de determinagao indicam que o modelo teve um bom ajuste aos dados
experimentais. A comparagdo entre os coeficientes de difusdo obtidos pelo modelo
convencional (apresentados na Tabela 5.14) e este, revela que os valores foram mais diferentes
para os filmes Ca-Ca. De acordo com o valor de Xg, esta diferenca deve estar relacionada ao
fendmeno de relaxagdo polimérica, uma vez que este filme apresentou o maior desvio em
relagdo ao comportamento Fickiano. Para os filmes Ca-Ca, portanto, 0 modelo da Equacéo 3.7
seria mais adequado, pois leva em consideragéo este fenbmeno, corrigindo o coeficiente de
difuséo.

5.4 Morfologia apés a liberacao

Observagbes microscédpicas da morfologia da superficie e da sec¢do transversal dos
filmes apdés 90 dias de imersdo em agua (periodo apds o qual ndo havia mais liberacdo de
natamicina) foram realizadas com o intuito de avaliar possiveis modificacdes microestruturais

ocorrridas apos este processo. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.23.

As micrografias mostram que os filmes mantiveram sua integridade, com uma estrutura
continua, regular, bem compacta e sem poros apos os 90 dias em contato com a agua. Na
superficie dos filmes verificam-se pequenas depressodes, local onde se situavam os cristais de

natamicina, dissolvidos durante o ensaio de liberacao.

Em relagéo aos filmes Ca-Ba (c), uma compara¢do com a micrografia realizada antes
da liberagao (Figura 5.4) revela que as particulas brancas, atribuidas ao bario na superficie,
foram lixiviadas apds a imersao por 90 dias em agua. Este resultado indica que houve uma
deposicao superficial do excesso de bario no filme e que uma lavagem mais vigorosa apds a
imersdo na solucdao do 2° estagio de reticulacdo deve ser avaliada, de forma a evitar sua
transferéncia para o meio de liberagao.
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20un —  Mag= 500 X  10um — Mag= 1.08 K X
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Figura 5.23: Superficie e secao tranversal dos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c) apds 90
dias de imersdo em agua.

5.5 Teor de bario e calcio

Os filmes nao submetidos a liberagdo, com as diferentes reticulagbes, foram
solubilizados em solugdo de citrato de sédio e analisados por espectrometria de absorgao
atdmica com o intuito de quantificar o teor de célcio e bario presente nas matrizes. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.17.

Os valores apresentados na Tabela 5.17 indicam que os filmes Ca-Ca e Ba-Ca néo
apresentaram diferencas significativas de teor de célcio, possivelmente pela baixa quantidade
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de reticulante utilizada no primeiro estagio. Nao foi possivel determinar a concentracdo de
bario presente no filme Ba-Ca, pois a quantidade utilizada (4,5 vezes menor que a quantidade
de célcio) foi inferior ao limite de detecgéao do equipamento.

Tabela 5.17: Teor de célcio e bario nos filmes apds o 2° estagio de reticulagao.

Filme Célcio (umol/mg filme seco) Bario (umol/mg filme seco)
Ca-Ca 4,64 +0,05% -

Ba-Ca 4,29 +0,08% Nao detectado
Ca-Ba 0,39 + 0,002° 1,08 £ 0,04

Média + desvio padrao das repeticdes. Médias com letras iguais em cada coluna ndicam que nédo ha
diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

No filme Ca-Ba, em que a reticulagdo no 2° estagio de tratamento é feita com ions
bario, observou-se que a concentracao deste reticulante nos filmes foi aproximadamente 4
vezes menor do que a concentracdo de calcio. Este resultado reforca a hipdtese de que existe
uma maior dificuldade de reticulagdo das cadeias do alginato pelos ions bario, podendo, os

filmes acabados, apresentarem uma reticulagao limitada no interior da matriz.

Apo6s o 2° estagio de reticulagdo, os filmes Ca-Ba foram submetidos a lavagens por
diferentes tempos em agua contendo glicerol (3% m/v) a fim de verificar as variagdes do teor de
bério e comparar os resultados com os filmes que haviam sido submetidos a 90 dias de imersao
em agua. Os resultados obtidos para o teor de bario nas diferentes condi¢cdes estdo
apresentados na Tabela 5.18. Os filmes de lavagem rapida foram utilizados nos ensaios de
liberagdo e na caracterizagao dos filmes e séo referentes a uma rapida imersédo na solugéo de

lavagem.

Embora as micrografias dos filmes Ca-Ba apés a liberacdo (Figura 5.23c) tenham
evidenciado a perda de bario da superficie, ndo foram observadas diferengcas significativas
(p<0,05) no teor de reticulante entre as amostras. Uma hip6tese para esta discordancia é a de
que o teor de bario que estava visivel microscopicamente na superficie dos filmes, seja muito
baixo e, portanto, ndo detectavel nas leituras de espectrometria de absorcdo atémica. No
entanto, testes mais aprofundados devem ser realizados para a certificacdo de que ndo haveria
migracao destes ions para a superficie na qual o filme estaria em contato em situagbes de

liberagao controlada.
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Tabela 5.18: Teor de bario nos filmes Ca-Ba apds diferentes tempos de lavagem.

Lavagem do filme Bario (umol/mg filme seco)
Sem lavagem 1,090,012
Lavagem rapida (~5 s) 1,08 £ 0,042
1 min de imerséo 1,04 £ 0,032
5 min de imersao 1,00 £ 0,05°
15 min de imersao 1,07 £0,012
90 dias (apés liberagao) 1,13+0,012

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

5.6 Métodos alternativos de incorporagao da natamicina

O procedimento convencional de obtencao dos filmes ativos, que consiste na adicao do
antimicrobiano diretamente a solugéo polimérica, apresentou algumas limitacées devido a baixa
solubilidade da natamicina em agua. Os filmes apresentavam cristais nas superficies que
prejudicaram, sobretudo, a transparéncia e as propriedades mecanicas. Com o intuito de
conseguir filmes com atributos funcionais adequados através de uma melhor homogeneizagéao

da natamicina, métodos alternativos foram avaliados.

5.6.1 Impregnacao no 2° estagio de reticulacao

Filmes pré-reticulados com Ca®* ou Ba** foram imersos em uma solugdo contendo
cloreto de calcio, glicerol e natamicina, na concentragdo de 0,06% (m/v). A concentragdo do
antimicrobiano nesta solugdo foi selecionada de forma que fosse a mesma utilizada na
formulacdo da solucdo formadora dos filmes convencionais. A impregnagcdo durante a
reticulacdo com bario no 2° estégio (para formar o filme Ca-Ba) nao foi avaliada, uma vez que o
tempo maximo possivel de imersédo destes filmes (10 minutos) era insuficiente para incorporar
uma quantidade significativa de antimicrobiano. Acima de 10 minutos de imersédo, o aspecto
visual destes filmes tornava-se pouco atraente, com grande opacidade e zonas enrugadas e
quebradigas.
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Durante o contato com a solucéo reticulante contendo o antimicrobiano, foram retiradas
amostras de filme em diferentes intervalos de tempo para quantificar a taxa de natamicina

impregnada. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.19.

Tabela 5.19: Massa de natamicina impregnada pela imersao dos filmes em solugéao reticuladora
de 2° estagio (5% de CaCl,.2H,0, 3% de glicerol, 0,06% natamicina).

Filme (12 estagio) Tempo Massa impregnada
g (minutos) (mg natamicina/g filme)
15 1,64+0,11°
30 2,03+0,20°
60 4,27 +0,27%
Ca
120 5,78 + 0,43°
180 562+0,41°
240 5,13 + 0,342
15 3,53 +0,35¢
30 4,07 + 0,24 *°
60 3,36 +0,26¢
Ba
120 3,97+0,31™
180 3,57 +0,37%
240 4,53 + 0,42 b

Média *+ desvio padrdo das repetigbes. Médias com letras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os valores apresentados na Tabela 5.19 indicam baixo nivel de impregnacéo, tanto
para os filmes pré-reticulados com calcio quanto para os filmes com bario. Este comportamento
pode ser atribuido a rapida reagao de reticulagdo do alginato com os ions calcio e bario, que
costuma ocorrer em aproximadamente 10 minutos. Este processo se desenvolve até que todos
os sitios de ligagao disponiveis estejam saturados, porém, apos este periodo, ions reticulantes
remanescentes na solugdo ainda podem competir com a natamicina, dificultando a

impregnagao.

Observa-se que a incorporagcdo da natamicina foi significativamente maior para os

filmes com caélcio e que, para estas amostras, houve aumento de massa impregnada com o
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aumento do tempo de imersao. Este resultado pode estar relacionado com uma reticulagao
mais eficiente do bario no 1° estagio, que dificultou a incorporacdo da natamicina.

5.6.2 Impregnacao no filme acabado

Os ensaios realizados com os filmes de baixa reticulacdo indicam que o processo de
impregnacgao dos filmes com natamicina é lento, necessitando de um prévio intumescimento
para acelerar. Além disso, 0 aspecto mais limitante é a baixa solubilizacdo da natamicina em
agua. A fim de aumentar a solubilidade da natamicina e poder promover uma incorporacao mais
homogénea nos filmes, duas outras técnicas foram avaliadas para os filmes acabados e estao

descritas a seguir.

5.6.2.1 Imersao em solucao hidroetandlica contendo natamicina

Neste processo foram utilizadas solugcées aquosas com diferentes concentragdes de
etanol (2 a 8% molar). Ensaios preliminares indicaram que, em concentracdes de etanol de 1%
(molar) e inferiores, havia uma dissolucao incompleta da natamicina e, consequentemente,
baixa impregnagédo. Concentragbes acima de 8% favoreciam a dissolucdo da natamicina,
porém, os filmes ndo intumesciam quando imersos nestas solucbes, dificultando a

impregnacao.

A concentracdo de natamicina na solucdo foi de 0,1% (m/v), uma vez que esta foi a
maxima quantidade possivel de ser solubilizada em todas as condi¢des estudadas. Acima desta
concentracdo, a solubilizacdo era incompleta nas solugcdes com baixas fragdes de etanol e o
residuo nao dissolvido se depositava na superficie dos filmes. Para que as caracteristicas dos
filmes nao fossem prejudicadas pela lixiviagao de plastificante durante a imersao, foi adicionado

glicerol a solugdo de impregnacao na concentracdo de 3% (m/v).

Uma avaliagao visual dos filmes, ap6s o procedimento de imersdo e secagem, revelou
que todos eles apresentaram uma aparéncia mais atraente do que os filmes impregnados de

forma convencional, principalmente em relagéo a transparéncia.

Na Figura 5.24 estdo apresentados os valores de massa total de natamicina
impregnada nos filmes Ca-Ca, Ba-Ca e Ca-Ba nas diferentes condigdes estudadas. A tabela

dos resultados com a respectiva analise estatistica estd apresentada no Apéndice D. Uma
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comparagao simples com os valores da Tabela 5.19 indica que o grau de impregnacao
praticamente duplicou em relagdo ao contato com a solugao sem etanol.
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Figura 5.24: Quantidade total de natamicina impregnada nos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-
Ba (c) imersos em diferentes concentragdes de etanol (% molar).
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Os resultados evidenciaram que o tempo para que o sistema atingisse o equilibrio, ou
seja, ndo houvesse mais alteracdo detectavel da quantidade de natamicina impregnada no
filme, variou de acordo com a concentragdo de etanol na solugdo. Para os filmes Ca-Ca
(Figura 5.24a), por exemplo, quando em contato com a solu¢cdo de 2 mol% de etanol, o
equilibrio ja foi atingido em menos de 2 horas, mas serdo necessarias mais de 24 horas nas
imersdes em solugdes de 8 mol% de etanol. Este comportamento pode estar relacionado ao

intumescimento dos filmes nas solucdes alcodlicas.

Para avaliar a relacdo da eficiéncia de incorporagdo da natamicina com o grau de
intumescimento dos filmes nas solugbes de impregnagdo, foram realizados ensaios de
intumescimento (Secéo 4.3.5¢) em solugdes hidroetandlicas. Os filmes permaneceram imersos
nas solugdes durante 24 horas, porém o equilibrio de hidratagdo foi atingido nos primeiros
minutos, ndo havendo alteragdes significativas apds este periodo inicial. Os resultados do grau
de intumescimento de equilibrio para as diferentes amostras estdo apresentados na Tabela
5.20.

Tabela 5.20: Grau de intumescimento de equilibrio (Gl) dos filmes imersos em solugdes de
impregnacao com concentragdes de etanol.

Gl (g H2O/g filme)
Etanol (mol%)
Ca-Ca Ba-Ca Ca-Ba
2 0,38 +0,02° 0,32 +0,01° 0,37 +0,02°
3 0,23+0,05° 0,21 +0,02° 0,22 +0,03°
5 0,17 +0,02° 0,18 +0,01¢ 0,17 £0,01°
8 0,08 + 0,01 ¢ 0,10 + 0,01¢ 0,10 + 0,01¢
0 0,66 + 0,012 0,48 + 0,022 0,64 + 0,012

Média + desvio padrdo das repeticdes.Médias com letras iguais em cada coluna indicam que nédo ha diferenga
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Para todos os filmes ocorreu uma diminuigao do grau de intumescimento a medida que
a concentragdo de etanol na solugdo foi aumentada. Esta tendéncia explica o aumento do

tempo exigido para que o sistema atingisse o equilibrio em concentragbes elevadas de etanol.

Este comportamento pode ser atribuido a diminuicao da atividade de agua no meio e

uma consequente reducdo na quantidade de agua que penetra a matriz polimérica. Tendéncia
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semelhante foi observada em outros trabalhos envolvendo membranas de alginato (Xu et al.,
2003).

Pelos gréficos da Figura 5.24, observa-se que para os 3 tipos de filme, a quantidade de
natamicina impregnada aumentou significativamente com o aumento da fracdo de etanol na
solugdo, principalmente acima de 3 mol%, possivelmente pela melhor solubilizagdo da

natamicina, elevando assim a diferenga de potencial quimico entre as fases.

Comparando as diferentes amostras, a analise dos resultados indica que os filmes Ca-
Ca apresentaram maiores quantidades impregnadas do que os demais. Esta tendéncia pode
ser melhor visualisada na Figura 5.25, em que se compara a massa de natamicina impregnada

nas diferentes amostras na imersdo em solugdo com 5 mol% de etanol.

Como os filmes nesta condigao apresentaram intumescimentos equivalentes, ndo era
esperado que houvesse diferengas na quantidade de natamicina impregnada. No entanto,
diferencas de reticulagdo entre os filmes também podem ter interferido na absorcdo da
natamicina. Uma vez que o bario possui maior tamanho, pode levar a diminuicdo do niumero de
sitios de ligacao disponiveis, principalmente na superficie do filme, saturando mais rapidamente
a estrutura polimérica e, consequentemente, impedindo a incorporacdo de outros agentes a

matriz.
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Figura 5.25: Quantidade total de natamicina impregnada nos diferentes filmes utilizando
solugéo de etanol 5% (molar).
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De forma geral, os resultados sugerem que a concentracdo 6tima de etanol a ser
utilizada no procedimento de impregnacdo a umido deve promover uma alta solubilidade da
natamicina, permitir o intumescimento do filme e a incorporacdo no menor tempo possivel. Uma
vez que a quantidade impregnada nao foi fortemente alterada em concentragdes acima de 5%
(molar) de etanol e 5 horas de imersao, esta condi¢édo foi selecionada para as caracterizacdes

posteriores.

5.6.2.2 Impregnacao com CO; supercritico

A técnica de impregnagdo com solvente supercritico também foi realizada como
alternativa a impregnacdao convencional. Neste processo, foi avaliada a impregnagcdo da
natamicina aos filmes utilizando CO, em condi¢des supercriticas (200 bar e 40 °C). Foram
utilizados diferentes tempos de impregnacédo (2,5, 4 e 14 h) empregando-se uma taxa de
despressurizacado de 5 bar/min e, além disso, também foi avaliado o efeito do uso do etanol
(10% molar) como cossolvente.

As amostras processadas com CO, supercritico ndo apresentaram alteragdo na cor e
mantiveram-se homogéneas, sem bolhas e com a transparéncia original (filme sem natamicina).
Apl6s a despressurizagdo, observou-se que os filmes tornavam-se mais rigidos do que os
originais. Esta catacteristica, no entanto, suavizou-se apds as amostras serem mantidas em

dessecador com umidade controlada (52%).

Na Figura 5.26 estdo apresentados os resultados de massa de natamicina impregnada
nos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c) nas diferentes condigdes de operagao. Observa-se
que houve um aumento significativo da incorporagdo de natamicina com o aumento do tempo
de processamento, tanto na impregnacdo com CO, quanto no processo com uso de etanol
como cossolvente. A fungcado dos cossolventes € aumentar a solubilidade do composto a ser
impregnado e melhorar a interacdo do CO, com a matriz polimérica. Além do etanol, foram
realizados estudos preliminares com glicerol e com agua como cossolventes, mas que nao

resultaram em uma boa eficiéncia.

A utilizacdo de etanol como cossolvente aumentou significativamente a quantidade de
natamicina incorporada, principalmente nos filmes Ca-Ca. A natamicina possui uma natureza
anfifilica, sendo que a cadeia que contém os dois grupos hidroxila apresenta caracteristicas

hidrofilicas e hidrofébicas, enquanto que a cadeia com 4 duplas ligagbes é completamente
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hidrofébica (Thomas et al., 1976). Devido a isto, a natamicina € mais facilmente solubilizada em
solventes organicos fortemente polares. Como o etanol é polar e soluvel em CO, supercritico,
sua adicdo em pequenas quantidades como cossolvente pode aumentar a polaridade geral da
mistura supercritica e, consequentemente, a solubilidade da substancia é aumentada (Costa et
al., 2010). Além disso, uma pequena quantidade de cossolvente permite manter a mistura como
uma fase homogénea e no estado supercritico. Os longos tempos de processamento (14 h),
mesmo ndo sendo muito adequados do ponto de vista pratico, melhoraram a eficiéncia de
incorporacao, provavelmente devido a baixa difusdo do CO, supercritico na matriz polimérica.
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Figura 5.26: Quantidade de natamicina impregnada nos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba
(c) durante 2,5( ),4 (») e 14 h (m).

Ensaios de impregnagao com outras densidades de CO,-sc em 14 h de processamento
também foram realizados nos filmes Ca-Ca, com o intuito de verificar se a quantidade

115



Resultados e Discussao

impregnada era melhorada. Os resultados obtidos para cada densidade de CO, utilizada estao
dispostos na Tabela 5.21.

Tabela 5.21: Concentracao final de natamicina nos filmes Ca-Ca apés processamento por 14
horas em diferentes densidades de CO, com etanol como cossolvente.

Pressao Temperatura Densidade Concentragao natamicina
(bar) (°C) CO; (kg/m®)* (mg/g filme)
100 40 628 3,90 + 0,22°
150 40 780 10,91 +1,14°
200 40 839 16,29 + 0,312
300 40 909 16,71 + 0,45°

Média + desvio padrdo das repeticoes. Médias com letras iguais em cada coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.* Fonte: NIST (2011).

Observa-se que a concentragdo de natamicina aumentou significativamente até o CO,
alcancar a densidade de 839 kg/m® confirmando que o aumento da densidade do CO,-sc
aumenta a solubilizagdo e a impregnagdo de compostos na matriz. No entanto, acima desta
condigcdo, ndo houve alteragdo na quantidade incorporada. Devido a isto, a condicdo de
processamento dos filmes na densidade de 839 kg/m® foi mantida nas avaliagdes posteriores.

5.6.3 Comparacao entre os métodos de impregnacao

Na Tabela 5.22 estdo apresentadas as quantidades maximas incorporadas em cada
método alternativo para fins de comparacao com o método convencional, em que a natamicina

€ adicionada diretamente a solugao formadora de filme.

O uso do cossolvente com CO, supercritico em 14 horas de processamento promoveu
0 aumento da incorporacado de natamicina nos filmes Ca-Ca, sendo que a quantidade total foi
equivalente a quantidade adicionada pelo método convencional. Para os demais filmes, o
processamento com fluido supercritico ndo se mostrou eficiente, ficando em niveis de
impregnacao semelhantes ao obtido pela imersao do filme j4 acabado, provavelmente pelas
diferencas na reticulagdo e pelo baixo intumescimento do filme nas condigdes do

processamento.
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Tabela 5.22: Concentragdo de natamicina incorporada pelos filmes nas diferentes condi¢des de

impregnagao.
Concentragao total de natamicina no filme
Método de impregnacéo (mg/g filme)

Ca-Ca Ba-Ca Ca-Ba
Convencional (4g/100 g alginato) 17,74 £1,20* | 14,93 +1,20* | 17,71 £1,512
Imersdo em solugéo 5% EtOH por 5 h 10,68 £0,29° | 9,05+0,38° | 8,27 +0,28°
COz-sc por 14 h (20 MPa e 40°C) 8,89 £ 0,24° 5,61+0,51° 3,10 £0,10°
CO,-EtOH-sc por 14 h (20 MPa e 40°C) | 16,29 + 0,312 9,11 £ 1,05° 4,43 +0,47°

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

A concentracao final da natamicina no filme é importante, pois deve ser suficiente para
promover a inibicao de bolores e leveduras. Desta forma, os filmes Ca-Ba e Ba-Ca impregnados
com os métodos alternativos ndo foram considerados nas caracterizagdes subsequentes, uma

vez que a quantidade final no filme poderia ndo ser eficiente contra micro-organismos.

Ressalta-se que a solubilidade da natamicina em CO, supercritico ndo é conhecida,
mas presume-se que a eficiéncia de incorporacdo poderia ser aumentada pelo uso de
natamicina com maior pureza (pimaricina). A natamicina comercial utilizada neste trabalho é
composta de 50% de lactose (soluvel em &gua), que pode influenciar na solubilidade do produto
no CO, supercritico.

5.6.3.1 Observacoes morfologicas

Os filmes selecionados foram observados por microscopia eletronica de varredura com
o intuito de avaliar possiveis modificagbes morfolégicas apds os diferentes processamentos de
impregnacgao. As micrografias da superficie e da segdo transversal dos filmes processados por
CO. supercritico, CO, supercritico + etanol e imersdo estao apresentados na Figura 5.27a, b e

c, respectivamente.
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10 pum — Mag=1.00KX 10 pm — Mag=2.00 KX

B

10 pum — Mag=1.00 KX 10 pm — Mag=2.00KX

20mum — Mag=100KX 10 jum — Mag=2.00K X

Figura 5.27: Micrografias dos filmes Ca-Ca com natamicina incorporada pelo método de CO,
supercritico (a) e CO.+ etanol supercritico (b) e imersao (c).

A comparacgao entre as micrografias dos filmes Ca-Ca controle (sem natamicina) e dos
convencionais apresentadas no Item 5.2.1, havia revelado uma estrutura irregular e
heterogénea nos filmes ativos, consequéncia da baixa solubilidade em agua do antimicrobiano.
Na Figura 5.27c, referente aos filmes de imersdo, também sdo observados alguns cristais na
superficie, porém em menor quantidade. As micrografias dos filmes processados com CO,
supercritico, com etanol como cossolvente (Figura 5.27b), exibiram uma estrutura muito similar
aos filmes controle, sem heterogeneidades e sem cristais na superficie. Estas observagdes
confirmam uma incorporacdo homogénea, provavelmente, devido a uma maior solubilizagéo e

micronizag&o da natamicina durante o processamento (Ker¢ et al., 1999).
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5.6.3.2 Atributos fisicos dos filmes

Os filmes Ca-Ca com natamicina incorporada pelos diferentes métodos foram
submetidos as caracterizagdes fisico-quimicas e mecanicas, de modo a avaliar a influéncia
destas técnicas nos atributos funcionais dos filmes. Os valores de espessura, angulo de
contato, rugosidade e diferenca total de cor estdo listados na Tabela 5.23. Para facilitar a
comparacdo em termos de analise estatistica, as propriedades dos filmes controle (sem

natamicina) e convencionais (natamicina adicionada a solugao) estdo reapresentadas.

Tabela 5.23: Espessura, rugosidade, angulo de contato e diferenca total de cor (AE) em relacao
aos filmes controle dos filmes Ca-Ca com natamicina impregnada pelos diferentes processos
ap6s armazenamento em ambiente 52% UR por 72 horas.

Método de impregnacao Es?ﬁsms)ura Rug(isr]:c;ade CA;%:E ?f) AE
Convencional 31+2,7° 0,44 +0,06° 69,6 +512 |471+0,112
Imersao (5 h) 28+0,8° 0,26 + 0,06° 72,3+4,7% | 270+0,08°
CO,-sc 28 +0,3°2 0,22 +0,03° 544+24° | 161+0,03°
CO»-EtOH-sc 29+19° 0,19 + 0,04 57,8+2,9° | 155+0,05°
Controle 31+19°2 0,13 +0,03° 471+35° -

Média + desvio padrao das repeticdes. Médias com letras iguais em cada coluna indicam que nao ha diferenga
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.

A andlise dos resultados indica que, estatisticamente, a espessura dos filmes nao
variou com o método de processamento. Em relagdo a rugosidade, os maiores valores foram
observados nos filmes obtidos pelo método convencional, o que corrobora com as observacoes
das micrografias. A rugosidade dos filmes processados pelos métodos alternativos foi menor,
sendo que os filmes processados com etanol como cossolvente apresentaram valores
equivalentes aos dos filmes sem natamicina. Estes resultados confirmam que a impregnagao
com solvente supercritico pode ser utilizada como um método alternativo para obter uma
distribuicdo homogénea de solutos, devido a sua capacidade de micronizagao (Ker¢ et al.,
1999).

Os valores de angulo de contato dos filmes processados com solvente supercritico

foram os mais proximos aos dos filmes controle. Entre os diferentes filmes, os maiores valores
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foram verificados nos filmes processados por impregnagao por imersao em solugées contendo

antimicrobiano.

A diferenga total de cor (AE) dos filmes com natamicina em rela¢do aos filmes controle
foi menor para os filmes com natamicina impregnada com CO, supercritico (com e sem
cossolvente), indicando que estes filmes possuem um aspecto e transparéncia muito similares

aos filmes sem antimicrobiano.

Os resultados da permeabilidade ao vapor de agua (PVA), grau de intumescimento em
agua e propriedades mecanicas estdo apresentados na Tabela 5.24. A adigdo de natamicina
provocou um aumento significativo na PVA em todas as condi¢gbes de impregnagédo. Os dados
indicam que o maior aumento foi obtido para os filmes com impregnacao por imersdo. Como
glicerol foi adicionado a solu¢do de impregnagao a fim de impedir a lixiviagdo do plastificante ja
contido no filme, o longo tempo de contato pode ter provocado uma captura de plastificante pelo
filme, aumentando o volume livre no interior da estrutura polimérica, o0 que aumenta a

permeabilidade.

Tabela 5.24: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA), grau de intumescimento (Gl), tensdo de
ruptura (TR) e alongamento (A) de filmes Ca-Ca com natamicina impregnada pelos diferentes

métodos.
mei;[?ggonggéo (g.mm/Pr;/?d.kPa) (9 HZOC;; filme) TR (MPa) A (%)
Convencional 4,05 +0,07° 0,54 +0,05° 94,1 +542° | 538+0,69°
Imersao (5 h) 6,10+ 0,13 0,76 £0,03 2 97,8+5,74° | 7,55+0,16°
COy-sc 4,31 £0,06° 0,59+0,04® | 87,9+391° | 2,67 +0,56%
CO,-EtOH-sc 411 +£0,23° 0,60 +0,02% | 90,2+275” | 2,99 +0,25
Controle 3,67 +0,17° 0,66 +0,01° | 1122+7,26* | 5,07 +0,79°

Média + desvio padrdo das repeticbes. Médias com letras iguais em cada coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey na propriedade estudada.

* Resultados para filmes processados com fluido supercritico, sem impregnacéo de natamicina.

Os resultados do grau de intumescimento de equilibrio em agua apresentaram uma
tendéncia semelhante a PVA. Os filmes processados por imersdo apresentaram maior
intumescimento, reforcando a hipétese de que houve absorgao de glicerol apds o tratamento.
Filmes processados com solvente supercritico apresentaram intumescimento equivalente ao

dos filmes controle e convencional.
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Os dados de tensdao de ruptura apresentados na Tabela 5.24 mostram que os
diferentes métodos de impregnacgéo provocaram diminuicdo em relacao aos filmes controle. No
entanto, ndo é possivel fazer uma avaliacao detalhada porque os resultados desta propriedade
para os filmes processados com solvente supercritico (CO,-sc e CO,-EtOH-sc) séo referentes a
filmes sem natamicina. A impregnacao em filmes com as dimensdes exigidas para o ensaio
mecanico (10 x 2,54 cm) era inviavel devido a limitagbes operacionais do equipamento e a
avaliacao do efeito do processamento com CO, supercritico sobre esta propriedade foi feita em

filmes sem natamicina.

Os diferentes processos de impregnacao afetaram fortemente o alongamento dos
filmes. Para as amostras expostas ao ambiente com fluido supercritico, o alongamento foi
significativamente menor (reducao de 41 e 47%) comparado ao dos filmes controle. Com isto,
pode-se supor que uma fragdo de glicerol e/ou de umidade, contido inicialmente no filme, foi
extraido pelo fluido supercritico durante o processamento, o que provavelmente induz um
aumento na temperatura de transi¢ao vitrea e, portanto, a uma diminuigdo do alongamento dos
filmes. Em contrapartida, os filmes impregnados por imersdo apresentaram 0 maior
alongamento na ruptura (aumento de 49%), reforcando a hipétese de conter um maior teor de
plastificante. Uma comparacado entre os dados de propriedades mecanicas na Tabela 5.24
confirma que uma possivel variacdo na concentracao de plastificante pode exercer um efeito
substancial sobre 0 alongamento do filme, mas apenas um efeito moderado sobre a tensdo de
ruptura, conforme reportado por da Silva et al.(2009).

Para filmes processados por imersdo, analises de FTIR (Figura 5.28) mostraram que
os picos na regido de 2940 cm”, referentes & ligagdo C-H, foram deslocados para valores
inferiores (2920 cm™) e as bandas das ligagdes O-H (regido de 3200 cm™) foram deslocadas
para valores superiores. De acordo com Cerqueira et al. (2012), o aumento da concentragéo de
glicerol pode ser responsavel por este comportamento. Estes resultados complementam a lista
de evidéncias que apontam para um aumento de glicerol e teor de agua no filme tratado por
esta técnica.
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Figura 5.28: Espectros de FTIR para os filmes com natamicina impregnada pelas diferentes
técnicas.

5.6.3.3 Liberacao da natamicina em agua

O processo difusivo da migragdo da natamicina nos filmes ativos Ca-Ca obtidos
usando os diferentes métodos de impregnacao foi comparado pelos ensaios de liberacdo em
agua. Os testes foram conduzidos com amostras de 1 cm? de 4area em 5 mL de &gua, sem
renovagao do meio de liberacdo, ou seja, apds a leitura para determinacdo da concentragdo de

natamicina liberada, a aliquota utilizada era devolvida para o recipiente.

A Figura 5.29 mostra a massa de natamicina liberada dos filmes obtidos pelos 4
métodos de impregnacao.

A comparagdo entre as curvas indica que os filmes em que a incorporagdo do
antimicético foi feita pelo método convencional liberam a natamicina muito mais lentamente do
que as demais amostras. A liberagcao da natamicina em filmes obtidos pelo método de imerséao
e pelo tratamento com CO,-sc (com e sem etanol) atingiram o equilibrio em 4-5 horas, enquanto

que este periodo aumentou para aproximadamente 140 horas para os filmes convencionais.
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Figura 5.29: Massa de natamicina liberada com o tempo. Filmes Ca-Ca com natamicina
impregnada por CO, supercritico e etanol (m), CO, supercritico (o), imersdo (e) e método

convencional (o) durante 9 horas (A) e até o equilibrio para o filme convencional (B).
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Como ja descrito anteriormente, os filmes obtidos pelo método convencional contém
mais cristais dispersos na estrutura polimérica (observados pelo MEV, Figura 5.2). Como estes
cristais primeiro necessitam ser dissolvidos para entdo migrar para o meio, a cinética de
liberacdo é reprimida. A difusdo do agente ativo € dependente de caracteristicas como
tamanho, forma, polaridade bem como da estrutura quimica e do nivel de reticulagdo dos filmes
(Zactiti e Kieckbusch, 2006, Sanches-Silva et al., 2009).

O reduzido tamanho da particula nos filmes processados pela técnica supercritica
aumentou a area superficial total e a grande curvatura destas particulas também pode ter
contribuido, pelo efeito de Gibbs-Thomson, na intensificacdo de sua solubilizagdo. Em diversos
estudos, a micronizagado das substancias, principalmente farmacos de baixa solubilidade em
agua, utilizando CO, supercritico, foi utilizada como alternativa para aumentar a solubilidade,
reduzindo o tamanho da particula sem o uso de solventes organicos (Ker¢ et al., 1999).

A quantidade total de natamicina liberada de cada amostra de filme (M,) esta
apresentada na Tabela 5.25. Uma comparacéo entre os valores de M..e a massa de natamicina
inicial contida no filme (Tabela 5.22) que, com excecdo dos filmes cuja natamicina foi
impregnada pelo processo de imerséo, pode-se considerar que toda a massa do antimicrobiano
adicionada aos filmes foi liberada.

Tabela 5.25: Massa total (M.) de natamicina liberada, tempo (t.), coeficientes de difusdo (D,
and D) e coeficiente de determinacéo (R?) para os filmes Ca-Ca.

grorto | (matgiime) | =) | DG | RE | duone | R7

Convencional | 16,51 +0,69 | 191,4 | 1,64 x10™ | 0,9991 | 1,81x10" | 0,9987
Imersao 6,65+0,23 | 30,2 | 1,06 x10™ | 0,9673 | 1,30x10™ | 0,9932
CO,-sc 8,13 + 0,21 6,1 2,06 x10"° | 0,9883 | 2,45x10™ | 0,9965
CO.-EtOH-sc | 14,06 0,93 | 234 | 1,43x10™ | 0,9744 | 1,93x10™ | 0,9882

Os coeficientes de difusdo da natamicina nos filmes de alginato foram estimados pelo
ajuste da série derivada da Lei de Fick (Equacao 3.3) e também do modelo de tempos curtos
(Equacéo 3.5) aos dados experimentais e estdo apresentados na Tabela 5.25. Como esperado,
os coeficientes dos filmes convencionais foram uma ordem de grandeza menor do que os filmes

obtidos com as demais técnicas. As maiores difusividades correspondem aos filmes
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processados com solvente supercritico, confirmando a maior facilidade de solubilizacdo da

natamicina.

Uma comparacao entre os resultados do coeficiente de difusdo no filme convencional
obtido pelo método experimental de renovacdo do meio (apresentado na Tabela 5.14) e sem
renovagao (Tabela 5.25) indica uma diferenca de aproximadamente 20% para ambos o0s
modelos (série completa e tempos curtos). Os maiores valores de difusividade foram
observados para os filmes submetidos ao ensaio de liberagcdo sem renovagdo do meio. No
entanto, o resultado mais interessante é relativo ao expoente difusional (n) do modelo da Lei da
Poténcia. Quando o experimento foi conduzido com renovacado do meio (Tabela 5.15), este
parametro foi de 0,67, caracteristico de uma difusdo anémala. Para o experimento sem
renovagao (Tabela 5.26), o parametro foi de exatamente 0,5, coeficiente que indica que a
difusdo segue o comportamento fickiano e a maior parte da liberagdo ocorre na matriz ja
intumescida. Estes resultados sdo mais coerentes tendo em vista que a analise de
intumescimento indica que o equilibrio € atingido em um tempo muito curto em relacdo ao
tempo de liberacdo. Além disso, a renovagdo constante do meio de liberacdo pode ter
prejudicado a avaliacdo do processo difusivo, levando a erros nos coeficientes e parametros
determinados.

Tabela 5.26: Expoente difusional (n), constante difusional (k) e coeficiente de determinacéo (R?)

da liberacdo da natamicina estimados pelo Modelo da Lei da Poténcia (Equagéo 3.4).

Método de impregnacao n kx10%(s™) R?

Convencional 0,50 1,8 0,9986
Imerséo 0,57 5,0 0,9943
COs-sc 0,57 5,3 0,9954
CO,-EtOH-sc 0,52 5,0 0,9917

Em relacdo aos parametros das demais técnicas de impregnacéo, verifica-se que os
expoentes mantiveram-se préximos a 0,5. A constante difusional k foi menor nos filmes
convencionais, o que € consistente com os coeficientes de difusdo e os valores de tempo total

de liberacao.

De forma geral, o estudo dos métodos alternativos de impregnacdo revelou que a
tecnologia supercritica, até entdo nunca utilizada para natamicina e para filmes de aplicacao em
alimentos, é promissora, tendo em vista que permite a incorporagao de quantidades adequadas
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de natamicina aos filmes Ca-Ca, e corrige o problema da opacidade dos filmes ativos
convencionais. No entanto, esta técnica ainda é dispendiosa e deve ser aprimorada em
diversos aspectos, como por exemplo, em relagdo a capacidade de processamento de filmes
com maiores dimensdes e com menor tempo de impregnacédo. Por estas razdes, as analises
posteriores do efeito antimicrobiano e de liberacdo em meios sélidos foram realizadas

utilizando-se filmes com a impregnacgéao de natamicina pelo método convencional.

5.7 Efeito antimicrobiano - in vitro

A efetividade antimicrobiana da natamicina contra micro-organismos de ocorréncia
comum em queijos foi avaliada na temperatura de 25°C pela medida do diametro de inibigao
formado ao redor dos filmes ativos convencionais quando discos dos mesmos foram
depositados sobre meio de cultura em placas de Petri. Como controle, foram utilizados filmes
sem natamicina. Os resultados dos halos de inibigao para os diferentes micro-organismos apos
5 dias de incubagéao podem ser visualisados nas Figuras 5.30 a 5.32.

Penicillium roqueforti Aspergillus niger

Figura 5.30: Avaliacdo do efeito antimicrobiano dos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c)
contra Penicillim roqueforti e Aspergillus niger apés 5 dias de incubagéo a 25°C. As colunas da
esquerda sao referentes aos filmes sem natamicina (controle) e as colunas da direita, aos filmes
ativos.
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Penicillium crustosum

Penicillium chrysogenum

Figura 5.31: Avaliacao do efeito antimicrobiano dos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c)
contra Penicillim chrysogenum e Penicillium crustosum apés 5 dias de incubagédo a 25°C. As
colunas da esquerda sao referentes aos filmes sem natamicina (controle) e as colunas da
direita, aos filmes ativos.

Yarrowia lipolytica Cladosporium cladosporioides

Figura 5.32: Avaliacdo do efeito antimicrobiano dos filmes Ca-Ca (a), Ba-Ca (b) e Ca-Ba (c)
contra Yarrowia lipolytica e Cladosporium cladosporioides ap6s 5 dias de incubagao a 25°C. As
colunas da esquerda sao referentes aos filmes sem natamicina (controle) e as colunas da
direita, aos filmes ativos.
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Filmes controle (sem natamicina) apresentaram inibicdo por contato somente nos
ensaios com fungos Aspergillus niger e Penicillium crustosum, como pode ser observado nas
Figuras 5.30 e 5.31. Nestes dois casos, houve crescimento dos fungos por toda a extensao da
placa, exceto na regido que estava em contato com os filmes. Este resultado pode ter sido
promovido pela baixa permeabilidade ao oxigénio destes filmes, privando esses micro-
organismos de seu desenvolvimento aerébio. Para todos os demais casos, é possivel visualizar

nitidamente o crescimento dos fungos e da levedura, inclusive sob os filmes.

Nao foram encontrados registros na literatura sobre efeito inibitério de um filme de
alginato sem que houvesse a presencga de antimicrobianos na formulagdo. Em outras matrizes,
este tipo de observagdo também € escasso. Tire et al. (2008), por exemplo, também avaliaram
o efeito inibitdério de filmes de metilcelulose e gliten com e sem natamicina contra o fungo
Aspergillus niger e nao observaram inibicdo por contato pelos filmes sem antimicrobiano. A
maioria dos registros de inibicdo por contato esta limitada a filmes de quitosana, que segundo
diversos autores, possui um efeito antimicrobiano intrinsico, principalmente contra bactérias
(Pranoto et al., 2005b; Rodriguez-Nunez et al., 2012). Da Silva et al. (2012), entretanto,
estudando o efeito de filmes de quitosana contra bolores e leveduras, ndo observaram inibicao
por contato.

Nas figuras também é possivel observar que todos os filmes contendo natamicina
inibiram o crescimento dos micro-organismos testados, com formacao de halos cujos diametros

medidos estao apresentados na Tabela 5.27.

Estatisticamente, a comparagdo entre o desempenho dos filmes reticulados com
diferentes cétions indica que os filmes Ba-Ca desenvolveram menores didametros de inibicao
para os fungos P. roqueforti, P. chrysogenum e C. cladosporioides. Estes resultados estdo de
acordo com os coeficientes de difusdo, que foram menores para estes filmes. A migragdo mais
lenta da natamicina para o meio de cultura resulta em uma menor inibicdo do crescimento

microbiano.

Da Silva et al. (2012) compararam os efeitos antimicrobianos de filmes de alginato e
alginato/quitosana contendo natamicina contra as espécies Debaromyces hansenii, Penicillium
commune e Penicillium roqueforti e observaram a mesma correlagdo entre cinética de liberacao

lenta e menor didmetro de inibigao.
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Tabela 5.27: Diametros dos halos de inibicao dos filmes controle e ativos contra os diferentes

micro-organismos alvo.

Diametro de inibigao (cm)
Micro-organismo Ca-Ca Ba-Ca Ca-Ba
Controle” Ativo Controle” Ativo Controle* Ativo
A. niger + 5.7 £0.1° + 5.0+0.1° + 52+0.2°
P. roqueforti - 6.0+0.1° - 52+0.1° - 6.0 +0.2°
P. chrysogenum - 5.7 +0.12 - 53+0.1° - 5.7 +0.12
P. crustosum + 5.8+0.1° + 5.7 +0.12 + 55+0.2°
C. cladosporioides - 6,8+0.1° - 59 +0.2° - 6,8 +0.2°
Y.lipolytica - 5,0+0.1% - 4,7+0.12 - 50+0.1%

*Com inibicdo (+) e sem inibicdo por contato (-).
Média + desvio padrdo das repeticdes. Médias com letras iguais em cada linha indicam que ndo ha diferenca
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Diversos trabalhos na literatura relatam o efeito inibitério da natamicina incorporada em
diferentes matrizes poliméricas, como por exemplo, filmes de proteina de soro de leite (Pintado
et al, 2010), metilcelulose e gluten (Ture et al., 2008), fécula de mandioca (Ollé-Resa et al.,
2012), proteina isolada de soja (Ramos et al., 2012) e polietileno (Hanusova et al., 2010). No
entanto, a maioria destes estudos limita-se a avaliagdo antimicrobiana in vitro, sem anélise
conjunta das propriedades funcionais dos filmes e sem quantificacdo da massa de natamicina

migrada, condigbes importantes para aplicagdo em um alimento.

5.8 Efeito antimicrobiano — em queijos

Amostras de queijo tipo Prato em forma de fatias (5,5 x 6,0 cm) também foram
inoculadas com os mesmos micro-organismos alvo utilizados no item anterior com o intuito de
investigar o potencial inibitério em um alimento real. A fatia de queijo foi colocada em placas de
Petri entre filmes Ca-Ca com e sem natamicina e, para fins de comparacao, queijos sem filme
foram utilizados como controle. As placas contendo os queijos inoculados foram mantidas
tampadas a 8°C (em geladeira) e a 25°C (em estufa BOD), fazendo-se periodicamente o

monitoramento visual do crescimento microbiano.
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A temperatura de 8°C simula a temperatura de armazenamento normal do queijo em
refrigerador doméstico. Nao foi visualizado nenhum crescimento microbiano nas amostras por
até 14 dias de avaliacdo. Com o objetivo de verificar se alguma mudanga microscépica havia
ocorrido neste periodo, as amostras de queijo foram analisadas por microscopia 6tica, corfome
sera apresentado no item 5.9. Como nao se observou modificagcbes macroscépicas quando o
armazenamento foi a 8°C, foram realizados testes acelerados, a 25°C. A temperatura de 25°C,
por sua vez, simula uma condicdo drastica de armazenamento e também serve como
comparagdo com o ensaio de difusdo em é&gar, discutido no ltem 5.7. Nas Figuras 5.33 a 5.38
estdo apresentadas as fotografias das fatias de queijo em diferentes tempos de armazenamento
a 25°C.

Sem filme Filme controle Filme ativo

| Sdias

7 dias

Figura 5.33: Fotografias das fatias de queijo inoculadas com Penicillium roqueforti em
diferentes tempos de armazenamento a 25°C.
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Sem filme Filme controle Filme ativo

14 dias

Figura 5.34: Fotografias das fatias de queijo inoculadas com Aspergillus niger em diferentes
tempos de armazenamento a 25°C.

Sem filme Filme controle Filme ativo

5dias

7 dias

14 dias

Figura 5.35: Fotografias das fatias de queijo inoculadas com Penicillium crustosum em
diferentes tempos de armazenamento a 25°C.
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Sem filme Filme controle Filme ativo

5 dias

7 dias

14 dias

Figura 5.36: Fotografias das fatias de queijo inoculadas com Penicillium chrysogenumde

armazenamento a 25°C.

Sem filme Filme controle Filme ativo

5 dias

7 dias

14 dias

Figura 5.37: Fotografias das fatias de queijo inoculadas com Cladosporium cladosporioides em
diferentes tempos de armazenamento a 25°C.
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Sem filme Filme controle Filme ativo

7 dias

W 14 dias

Figura 5.38: Fotografias das fatias de queijo inoculadas com Yarrowia lipolytica em diferentes
tempos de armazenamento a 25°C.

As fotografias revelam que em 5 dias de armazenamento, as placas com 0s queijos
sem filmes ja apresentavam crescimento dos micro-organismos inoculados. Nas amostras com
aplicagéo de filmes (com e sem antimicrobianos) nao foi observado crescimento na superficie
durante este periodo.

Na amostra de queijo com aplicagcdo do filme controle verifica-se um pequeno
crescimento em 5 dias, mas somente para o fungo Penicillium crustosum. O crescimento, no
entanto, ocorreu em uma pequena area em que o filme enrugou e ndao manteve a total
aderéncia ao queijo. Como grande parte dos bolores e leveduras é aerdbia, pode ter havido seu
desenvolvimento nestes espacos. Este comportamento destaca a importdncia da baixa
permeabilidade ao oxigénio dos filmes, pois mesmo sem conter antimicrobianos, sua funcdo de
barreira dificulta a contaminagdo nos primeiros dias de armazenamento. Os resultados dos
filmes controle também apontam para a importancia de se avaliar a eficiéncia antimicrobiana em
um alimento real. Enquanto somente 2 fungos, Aspergillus niger e Penicillium crustosum,
apresentaram inibigdo por contato nos testes de difusdo em &agar em 5 dias (ver ltem 5.7),
praticamente nenhum fungo conseguiu se desenvolver nas fatias de queijo recobertas com

filmes sem natamicina.
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Em 7 dias de armazenamento a 25°C, foi observado um crescimento consideravel do
micro-organismo inoculado e também de outras espécies fungicas nas amostras de queijo com
filmes sem antimicrobiano. Este crescimento se intensificou em 14 dias. Ao final do periodo
avaliado, as fatias de queijo sem filme ficaram totalmente deterioradas, com crescimento por
toda a extensdo do alimento. As amostras que foram armazenadas entre os filmes ativos
permaneceram sem crescimento, com excegdo aquela exposta ao fungo Cladosporium

cladosporioides.

Foram necessarios cerca de 30 dias para que as fatias de queijo com filme ativo
apresentassem crescimento microbiano. Estes resultados comprovam o potencial de aplicagao
dos filmes ativos, que podem contribuir para a manutengéo da integridade do alimento, inclusive

em condigbes ndo favoraveis e prolongar sua vida-de-prateleira.

Fajardo et al. (2010) imergiram queijos Saloio em uma solu¢cdo de quitosana com
natamicina para a formacao de coberturas antimicrobianas. Os autores avaliaram o efeito contra
Aspergillus niger, a 25°C por 7 dias. Os queijos com cobertura ndo apresentaram
contaminacéao, ao contrario dos queijos sem cobertura. Var et al. (2006) trataram amostras de
um queijo tipico da Turquia com uma solucéo de natamicina e utilizaram embalagens de PVC e
Sperdex durante o periodo de maturacao. Foi verificado que a natamicina previne o crescimento
de bolores durante os 2 meses de maturacdo quando combinada com Sperdex, nao
apresentando eficiéncia na presenca do PVC.

Um filme sintético a base de polietileno contendo natamicina e nisina foi aplicado sobre
dois tradicionais queijos tchecos por Hanusova et al. (2010). O sistema foi capaz de prevenir o
crescimento do fungo Penicillium expansum por 18 dias a 23°C; no entanto, mesmo em altas
concentragcdes de nisina, o filme ndo foi eficiente contra a bactéria patogénica Listeria
monocytogenes.

Em outra pesquisa, flmes de celulose contendo natamicina e nisina foram aplicados
entre fatias de queijo mussarela e armazenados a 12°C durante 15 dias. A cada 3 dias foi
realizada uma contagem geral de bolores e leveduras, sendo observado que ja no 3° dia de
armazenamento os queijos sem antimicrobianos eram impréprios para o consumo. Os filmes
inibiram o crescimento até o 9° dia. ApGs este periodo, a contagem ndo apresentou diferengas
entre o queijo controle e o queijo com filme ativo (Pires et al., 2008).
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Este tipo de filme também foi aplicado em queijos gorgonzola e comparado com o
tratamento por imersdo em solugcéo de natamicina 0,2% e avaliado apo6s 45 dias de maturacgao.
Os autores observaram maior inibigdo ao Penicillium roqueforti no queijo embalado com o filme.
No entanto, o crescimento foi observado apenas nas partes em que o filme nao ficou totalmente

aderido ao queijo, devido a este apresentar uma superficie ondulada (Oliveira et al., 2007).

Tire et al. (2011) aplicaram filmes de metilcelulose e gliten contendo natamicina em
amostras de um queijo semi-duro turco inoculado com Aspergillus niger e Penicillium roqueforti.
Além do exame visual, foi quantificado o numero de esporos durante 30 dias de
armazenamento a 10°C e obteve-se uma redugdo no crescimento do Aspergillus niger em
queijos tratados com natamicina em relagdo aos queijos sem cobertura. Porém, na comparagao
entre o efeito dos dois biopolimeros, foi observado que a maior inibicdo ocorreu quando os
filmes de gluten, cuja permeabilidade ao O, € maior, foram utilizados. Segundo os autores, este
comportamento € contrario ao esperado, uma vez que 0S micro-organismos se desenvolvem
com maior facilidade em ambientes com mais oxigénio. Isto teria ocorrido porque os filmes de
gluten também absorviam uma quantidade maior de umidade do queijo, que atuou como um

plastificante e facilitou a maior liberagéo de natamicina.

Neste mesmo trabalho de Tire et al. (2011), foi observado que filmes de metilcelulose
com natamicina ndo causaram nenhuma reducdo na populacdo do Penicillium roqueforti
durante 30 dias de armazenamento do queijo a 10°C, embora a inibicao tenha sido comprovada
anteriormente em testes in vitro. Estes autores ressaltam a importancia da avaliagdo da
eficiéncia antimicrobiana em alimentos reais. Para filmes de glaten, concentracdes de 2 mg de
natamicina/10 g de solugao filmogénica foram eficientes nos ensaios in vitro, enquanto que no
queijo foi necessaria uma concentragdo de 5 mg/ 10 g solugcdo para se obter inibigao.
Concentragdes acima de 5 mg ndo aumentaram a eficiéncia de inibicdo. Segundo os autores, a
temperatura de refrigeracéo e as proprias condicbes do queijo criaram um ambiente favoravel
para o desenvolvimento deste fungo. No presente trabalho, a concentracdo de natamicina
utilizada foi equivalente a 5,58 mg/ 10 g solucao filmogénica, portanto, similar a concentragcao

minima inibitoria obtida pelos autores citados acima.

Amostras de queijos sem indculo também foram avaliados nas mesmas condi¢des de
armazenamento que os queijos inoculados (25°C). Na Figura 5.39 esta apresentado o resultado
visual ap6s 7 dias de armazenamento. Observa-se a contaminacdo de diversas espécies
fungicas na placa contendo o queijo sem o filme e com o filme controle. A amostra de queijo
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que possuia o filme com natamicina manteve-se sem crescimento na superficie por até 30 dias.
Na amostra de queijo contendo o filme controle, o crescimento microbiano foi visualizado apds 5

dias de armazenamento.

Figura 5.39: Fotografias dos queijos sem inoculacao apés 7 dias de armazenamento a 25°C.

De forma a se obter uma estimativa quantitativa do efeito inibitério dos filmes, para as
amostras de queijo inoculadas com os fungos Aspergillus niger e Penicillium roqueforti, fez-se a
contagem do numero de unidades formadoras de col6nias apds o contato com os filmes Ca-Ca
por 2 e 7 dias a 25°C. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.28.

Tabela 5.28: Contagem das colbnias nas amostras de queijo inoculadas com os fungos
Aspergillus niger e Penicillium roqueforti armazenadas por 2 e 7 dias a 25°C.

) _ Contagem x 10° (UFC/qg)
Amostra de queijo Tempo (dias) - -
A. niger P. roqueforti
2 4,27 x 10’ 4,36 x 10’
Sem filme
7 5,91 x 10’ 5,64 x 10’
2 1,36 x 107 1,18 x 107
Filme controle
7 2,00 x 107 1,64 x 108
_ _ 2 3,64 x 10° 5,45 x 10°
Filme ativo 5 6
7 8,18 x 10 8,29x 10

Em conformidade com a inibicdo observada visualmente, os resultados da contagem
do numero de unidades formadoras de colbnia indicam que a carga microbiana das amostras
de queijo armazenadas com filme ativo se manteve mais baixa (1 ciclo logaritmico) em relagéo
as amostras sem filme. Para os filmes controle, apesar da contagem ter sido mais baixa, nao foi
observada a reducao de um ciclo logaritmico em relacao as amostras sem filme.
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Deve-se ressaltar que esta andlise foi realizada em condi¢gdes drasticas de
armazenamento com o intuito de avaliar o potencial maximo dos filmes antimicrobianos. Em
estudos sem inoculagdo e em uma temperatura de armazenamento normal (< 8°C), é provavel
qgue nos primeiros dias houvesse pouca diferenca na contagem das colénias entre as diferentes
amostras. Isto foi observado por Fajardo et al. (2010) ao aplicarem coberturas de quitosana com
e sem natamicina em queijos Saloio armazenados a 4°C. Foram obtidas diferencas
significativas na contagem de bolores e leveduras somente apds 27 dias de armazenamento.
Os autores relatam que o efeito protetor da natamicina é mais evidente em condi¢cdes que
excedam a temperatura de refrigeracdo normal ou em situagbes de contaminagdo durante o

armazenamento.

Em temperaturas de armazenamento de 12°C, Pires et al. (2008) avaliaram o efeito de
filmes de celulose contendo nisina e natamicina sobre queijos muzzarela (ndo inoculados).
Foram obtidas diferencas nas contagem de bolores e leveduras apés 3 dias de
armazenamento, sendo que apos 9 dias, a redugcdo das colénias nas amostras com filmes
chegou a 2 ciclos logaritmicos em relacdo as amostras sem filme. Ap6s 12 dias, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as amostras.

5.9 Microscopia 6tica dos queijos armazenados a 8°C.

Queijos armazenados sob refrigeracao a 8°C por 10 dias ndo apresentaram col6nias
de crescimento visiveis macroscopicamente. Para confirmar um possivel inicio de
contaminacdo, utilizou-se a microscopia 6tica, para investigar alteracoes e diferencas na
estrutura dos queijos que tiveram a superficie coberta ou ndo com os filmes. Nas Figuras 5.40 e
5.41 estdo apresentadas as micrografias 6ticas da superficie dos queijos apos 1 dia (queijos

sem filme) e 10 dias de armazenamento a 8°C, respectivamente.

E possivel visualizar em todos os aumentos das micrografias da Figura 5.41 que a fatia
de queijo que havia sido armazenada entre filmes ativos permaneceu com um aspecto
semelhante ao da fatia de queijo ap6s 1 dia de armazenamento (Figura 5.40), com a estrutura
mais lisa e regular do que as demais amostras. A fatia com o filme controle exibiu um aspecto
irregular intermediario. Ja o queijo que foi armazenado sem filme apresentou uma estrutura com
irregularidades e um aspecto poroso, que podem ser indicios de um maior ressecamento e/ou

deterioragédo incipiente.
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Queijo sem
flime

Figura 5.40: Microscopia 6tica dos queijos sem aplicacao de filme ap6s armazenamento por 1
dia a 8°C.
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Figura 5.41: Microscopia 6tica dos queijos apds armazenamento por 10 dias a 8°C.

Estes resultados indicam que o filme ativo tende também a proteger o alimento quando
armazenado a 8°C e os sinais visiveis de deterioragdo microbiana, quando surgirem, ocorrerao

antes e serdo mais intensos nos queijos sem protecao.
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5.10 Liberacao em solugdes hidroetandlicas

Ensaios de liberacdo de natamicina foram conduzidos tendo solu¢des agitadas de
etanol como sorvedouro. A agéncia americana responsavel pelo controle de alimentos e
medicamentos (Food and Drug Administration, 2007) recomenda que solugdes etandlicas sejam
utilizadas como simulantes de alimentos, mas no presente caso, o objetivo era averiguar o
efeito da atividade de agua do meio sobre a difusividade. Além disso, conforme visto no ltem
5.6, solugdes etandlicas mostraram ter excelente poder de solubilizagdo da natamicina, fazendo
com que o coeficiente de particao filme-solugdo permaneca muito baixo, permitindo determinar
o coeficiente de difusdo da natamicina no filme de forma mais precisa. No presente trabalho,
foram selecionadas solucdes de etanol com concentracdes de 1, 4, 8 e 12% (v/v), fornecendo
atividades de agua de 0,997, 0,980, 0,971 e 0,957, respectivamente.

Na Figura 5.42 estdo apresentadas as curvas de liberagdo da natamicina a partir dos
filmes em contato com as diferentes solugbes, bem como o ajuste ao modelo em série da 22 Lei
de Fick (Equagéo 3.3).
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Fragao de natamicina liberada(M/M..)
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Figura 5.42: Fracdo de natamicina liberada com o tempo de filmes em contato com solugées de
atividade de agua 0,997 (e), 0,980 (A), 0,971 (m) € 0,957 (+).

A anadlise do perfil das curvas de liberacdo da natamicina indica que houve aumento

consideravel no tempo necessario para o sistema atingir o equilibrio com a diminuicdo da
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atividade de agua. Este resultado é coerente uma vez que a absorcdo de agua pelo filme e,
consequentemente, a migracao da natamicina é dificultada em baixas atividades de agua.

Na Tabela 5.29 estdo apresentados os resultados da espessura final e o grau de
intumescimento dos filmes ao término da liberacdo nas diferentes solugcées. Para comparacao,

também estéo incluidos os valores obtidos na liberagdo em agua pura (aw=1).

Tabela 5.29: Espessura final (8), relagéo entre as espessuras (8+/0;) e grau de intumescimento
(Gl) de filmes de alginato Ca-Ca em contato com solugdes de etanol a 25°C.

Atividade de agua O (Um) O/, Gl (g H2O/g filme)
1,000 57 +3° 1,72+ 0,082 0,71 +0,04 2
0,997 42 +2° 1,13 £0,05° 0,63 +0,06°
0,980 40 £1° 1,08 £0,03° 0,39 £ 0,04°
0,970 38+1° 1,02 £0,03° 0,39 +£0,05°
0,960 38+2° 1,03 £0,05° 0,25 +0,01°

Média + desvio padrao das repeticoes. Médias com letras iguais em cada coluna indicam que ndo ha diferenca
significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Ap6s o periodo de contato com as diferentes solucbes etandlicas, nao foram
observadas diferengcas na espessura final dos filmes. J& o grau de intumescimento foi
significativamente maior para os filmes que permaneceram em contato com a solucéo de maior
atividade de agua. O menor grau de intumescimento dos filmes antevé a liberagcdo mais lenta do
antimicrobiano nos meios com menores atividades de agua, pois nestes casos € necessario um
maior tempo para que 0 solvente penetre a matriz polimérica, dissolvendo os cristais de

natamicina.

Ao final do processo de liberagdo, verificou-se que toda a massa de natamicina
presente no filme havia sido liberada, permitindo determinar o coeficiente de difusdo de forma
simplificada pelo modelo em série da 22 Lei de Fick (Equacao 3.3) e pela equagao de tempos
curtos (Equacao 3.5) sem a necessidade do coeficiente de particdo. Os resultados obtidos pela
aplicacdo de ambos os modelos, o coeficiente de determinacéo (R?), bem como o resultado
obtido no ensaio com agua estdo apresentados na Tabela 5.30.
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Tabela 5.30: Coeficientes de difusdo (D, e D,) da liberagao da natamicina de filmes de alginato
Ca-Ca em contato com solugdes de etanol a 25°C e coeficiente de determinagao (R?).

Atividade de 4gua | D; x10'? (cm?/s) R D, x10" (cm?/s) R.?

1,000 12,70 + 1,80 °A 0,9971 14,60 + 2,60 °* 0,9984
0,997 5,30 + 0,354 0,9921 4,99 +0,27 A 0,9989
0,980 3,71 £0,292A 0,9889 3,14 £ 0,222A 0,9954
0,970 1,28 + 0,004 0,9905 1,39 £0,1224 0,9990
0,960 0,52 + 0,084 0,9897 0,45 +0,05* 0,9910

D, estimado pela série da lei de Fick (Eqg. 3.3)

D, estimado pela equagao de tempos curtos (Eqg. 3.5)

Média * desvio padrdo das repeticdes. Médias com letras minlUsculas iguais em cada coluna e letras mailsculas
iguais em cada linha indicam que n&o ha diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Seguindo a tendéncia observada nos perfis de liberacdo, os valores dos coeficientes
de difusao diminuiram significativamente com uma pequena diminuicdo da atividade de agua do
meio de liberacdo. A influéncia da atividade de agua do meio sobre a difusividade fica
evidenciada ao comparar os valores obtidos com os do ensaio de liberacdo em agua. Esta
comparacao esta apresentada na Figura 5.43. Com relacdo a agua pura, uma diminuicao de
0,003 na atividade de agua diminui o valor da difusividade para menos da metade. Apds esse

degrau inicial, a relacéo entre a, € D tende a ser linear.

CRT
(o]
E
o 14 1
o
512—
O
ag '1[}_
2
T g4
[k}
° G
=
Lk}
o 44
% ﬁ
O 27
0 - , , I.—x—‘lﬁ—'ﬁ
1 0,997 0,98 0,97 0,9

Afividade de agua, a,,

Figura 5.43: Coeficientes de difusdo D, (m) e D, (m) obtidos para liberagdo de natamicina de

filmes Ca-Ca em contato com solugdes de diferentes atividades de agua.
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Os valores das difusividades D; e D, apresentados ns Tabela 5.29 para os meios
alcéolicos foram correlacionados com as respectivas atividades de agua por meio das
Equacdes exponenciais 5.1 e 5.2:

D, =12x10"2a,° (5.1)

D,=11x10"a,” (5.2)

A liberacao mais lenta de agentes ativos com a diminuicdo da atividade agua do meio
no qual o filme é colocado em contato foi relatada em diversos trabalhos. Petersson et al.
(2007) estudaram a liberacdo de diversos acucares de filmes de kafirina, uma proteina do
sorgo, em géis de gelatina e sacarose com atividades de agua de 0,85 e de 0,95. Foi observado
que a difusividade dos acucares em atividades de agua de 0,85 foi aproximadamente 10 vezes
menor do que em atividade de dgua de 0,95.

Diminuicdo ainda mais expressiva foi observada por Fajardo et al. (2010), que
estudaram coberturas de quitosana contendo natamicina. Na liberacdo em solucao de PBS
(tampéo fosfato salino), a difusividade obtida foi de 3,6 x 10" cm?/s e em queijos Saloio, houve
uma reducdo para 1,29 x 102 cm?s. Os experimentos foram conduzidos a 4°C. Ressalta-se,
porém, que os filmes de quitosana ndo possuem uma cadeia reticulada e o intumescimento em
solucao de PBS foi de 1717%.

O mecanismo envolvido no processo difusivo foi avaliado, levando-se em consideragéo

0 Modelo da lei da Poténcia (Equacao 3.6) e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.31.

Tabela 5.31: Expoente difusional (n), constante difusional (k) e coeficiente de determinacéo (R?)
da liberacao da natamicina de filmes em contato com diferentes solu¢des etandlicas.

Atividade de dgua n k(s”) R?

0,997 0,52 0,46 0,9980
0,980 0,48 0,012 0,9974
0,970 0,43 0,0027 0,9947
0,960 0,50 0,0003 0,9994
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Os valores dos coeficientes difusionais obtidos para a natamicina nos filmes estudados
encontram-se entre 0,43 e 0,52, confirmando que a difusao fickiana tende a ser o mecanismo
predominante e que, conforme ja constatado com o modelo de tempos curtos, o intumescimento
exerce pouca influéncia no processo difusivo. A constante k seguiu a tendéncia prevista de que

maiores valores estao relacionados a liberacao mais rapida.

5.11 Liberacdao em sélidos

Para se obter a perspectiva mais ampla do processo difusivo da natamicina no filme
em contato com um alimento semi-solido, ensaios de liberagcdo foram realizados em géis de
agar e de gelatina e em um queijo Prato, conforme descrito nos itens 4.4c e 4.4d. Na Tabela
5.32 estado apresentadas as atividades de agua de cada meio sélido estudado. Como pode ser
observado, os géis possuem atividades de agua inferiores a 1,0 e, desta maneira, podem

simular um sistema alimenticio real.

Tabela 5.32: Atividade de agua (a,) dos géis de agar, gelatina e do queijo a 25°C.

Meio aw

Gel de agar (3g/100 mL H,0) 0,996 + 0,00°
Gel de gelatina (30g/100 mL H,0) 0,990 + 0,01°
Queijo Prato 0,965 + 0,01°

Média + desvio padrdo das repetigbes. Letras iguais em cada coluna indicam que nao ha
diferenca significativa (p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Trés diferentes temperaturas (8, 15 e 25°C) foram utilizadas nestes ensaios de
liberacdo. Apéds o intervalo de tempo pré-determinado, o filme era removido do gel e do queijo e
dissolvido em solugéo de citrato de sodio para determinar a massa de natamicina residual. Esta
massa foi entdo subtraida da massa inicial presente nos filmes, tendo como resultado, a massa
de natamicina liberada. Conhecendo o volume final do filme, calculava-se a concentragdo média
de natamicina remanescente no filme, no tempo t de contato com o alimento. As curvas que
demonstram a evolucao da liberacdo da natamicina em filmes em contato com géis de agar,

gelatina e queijo podem ser visualizadas nas Figuras 5.44 a 5.46.
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Figura 5.44 - Liberacdo de natamicina de filmes em contato com gel de agar 3% a 8°C (e),
15°C (o) e 25°C (o).
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Figura 5.45 - Liberagdo de natamicina de filmes em contato com gel de gelatina a 8°C (e).
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Figura 5.46 - Liberacado de natamicina de filmes em contato com amostra de queijo a 8°C (e).

As curvas de liberagdo tém o formato tipico de um processo difusivo, como as ja
apresentadas na Figura 5.42. Mas é importante entender que a forma de obter os pontos
experimentais € diferente. Nas Figuras 5.44 a 5.46, cada ponto corresponde a média de trés
determinacdes e cada determinacéo foi obtida com um conjunto individual filme-produto. Desta
maneira foi preciso aproximadamente 60 dispositivos de liberagdo, considerando-se como

tempo zero o momento em que o filme foi colocado em contato com o gel ou o queijo.

A excelente continuidade dos pontos experimentais nas curvas das Figuras 5.43 a 5.46

confirmam a boa precisédo obtida com esse procedimento.

Infelizmente, nos ensaios com gel de gelatina a 15 e 25°C, os longos tempos de
liberagcdo provocaram sua degradacao, impedindo que o experimento fosse conduzido até o
final. De forma semelhante, apds alguns dias de contato nas temperaturas de 15 e 25°C,
observou-se degradagédo das amostras de queijo, inviabilizando a quantificacdo da natamicina e
a caracterizagdo das amostras nestas condi¢cdes. A superficie do queijo ficava com aspecto
pastoso, ndo sendo possivel remover o filme da amostra. Estes problemas evidenciam a
importancia de se obter um simulante de alimento representativo e estavel, para que se possam

estudar diferentes condicées sem que ocorram alteragées na amostra durante o experimento.

As curvas revelam que a taxa de liberacdo de natamicina foi maior nos filmes em
contato com os géis de agar em comparagcao com os géis de gelatina e o queijo. Este resultado
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também pode ser atribuido as diferentes atividades de agua nos meios. No caso do gel de agar,
que possui maior atividade de agua do que os géis de gelatina, os filmes absorveram mais
umidade, facilitando a migragdo da natamicina. O queijo, além de uma atividade de agua menor
do que os outros sistemas, tem um teor consideravel de sélidos e de gordura, que dificulta as
comparagoes.

Os resultados do percentual de natamicina liberado, da espessura final e do grau de
intumescimento dos filmes ao término dos ensaios estao apresentados na Tabela 5.33.

Tabela 5.33: Espessura final (8) grau de intumescimento (Gl), relacdo entre as espessuras

(6¢/8;) e percentual de natamicina liberada dos filmes Ca-Ca em contato com &gar, gelatina e

queijo.
Meio T 6 Gl Oi/O; % liberado

(°C) (um) (9 H20/g filme)
8 90 +2° 1,75+ 0,07° 2,71 +£0,08° 86,4
Agar 15 100 £ 42 1,95+0,07* 3,11 +0,15° 85,1
25 100 £ 4% 2,12 +0,05° 3,02+0,18° 86,4
Gelatina 8 110 +3°? 1,71 +0,11° 2,75+0,13° 84,9
Queijo 8 40+1° 0,33 +0,02° 1,05 + 0,09° 33,6

Média + desvio padrdo das repetigdes. Letras iguais em cada coluna indicam que nao ha diferenga significativa (p<
0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Para os géis de agar e gelatina, verifica-se que os valores de intumescimento e a
relagdo entre as espessuras final e inicial sGo maiores do que os obtidos nos ensaios de
liberacdo em agua (apresentados na Tabela 5.4). Este comportamento ndo era esperado, uma
vez que os filmes tendem a apresentar maior intumescimento em meios com maiores atividades
de agua. No entanto, deve-se ressaltar que houve uma dificuldade na determinagdo do
intumescimento, sobretudo no caso da gelatina, pois ao retirar o filme do sélido, uma camada
de gel ficava aderida ao filme. A massa de sélidos pastoso era muito dificil de ser retirada sem
que o filme fosse danificado, fato que deve ter contribuido para o aumento do valor do
intumescimento.

Os filmes em contato com o queijo apresentaram menor espessura final e

intumescimento, o que esta coerente com a menor atividade de agua deste sistema.
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O resultado mais surpreendente € a baixa porcentagem de natamicina liberada.
Aproximadamente 86% da massa presente inicialmente no filme migrou para os géis e,
somente 33,6% para o queijo. Este resultado difere dos ensaios realizados em agua e em
solugcdes alcodlicas. Uma hipétese plausivel para explicar essa alta retencdo € atribui-la aos
cristais de natamicina (ver Figura 5.2), que nao tem condicdes adequadas para sua
solubilizacdo devido ao baixo conteludo de agua existente no filme pouco intumescido. Desta
maneira 0 mecanismo de liberacao passa a ser controlado pela lenta taxa de solubilizagao,
criando uma situagao de pseudo-equilibrio, conforme apresentam a curva da Figura 5.46.

No queijo, outros fatores como o conteudo de gordura podem interferir na migracao da
natamicina, uma vez que se trata de um sistema mais complexo do que um gel. Em filmes a
base de polietileno, Cruz et al. (2008) avaliaram a migragao de aditivos em trés tipos de queijo
com diferentes teores de umidade e gordura. Os autores observaram que a difusividade
diminuiu com o aumento do teor de gordura e de umidade, mas ressaltaram que outras

propriedades fisico-quimicas do alimento podem influenciar a difusao.

Petersson et al. (2007) observaram que, para atividades de agua de 0,95, entre 40 e
60% dos acucares presentes em um filme de kafirina haviam migrado para o gel, enquanto que
este percentual ficou entre 20 e 40% para atividades de agua de 0,85.

5.12 Modelagem da liberacao em sélidos

O modelo fisico-matematico descrito pela Equacédo 4.12 foi utilizado na modelagem
apresentada a seguir. Ele assume que as duas fases em contato se comportam como meios
semi-infinitos e se baseia no ajuste da curva da variacao da concentracao média de natamicina
no filme, com o tempo. Os resultados experimentais ja apresentados nas Figuras 5.44 a 5.46
sdo reapresentados, mas sem as barras de erro. Nestas figuras estdo tracadas as curvas
correspondentes ao ajuste ao modelo.

Os parametros utilizados na modelagem estdo baseados em suposi¢des simplificadas

e os resultados devem ser considerados como preliminares. As principais limitagcdes sao:

1. A difusividade no filme foi assumida como sendo igual a obtida com filmes expostos as
solucdes etandlicas de mesma atividade de agua a 25°C (Equacdo 5.2). E aceitavel supor que
o grau de intumescimento (fungdo da atividade de agua) controle a difusédo no filme, mas o fato

da maior parte dos ensaios ter sido realizado a 8°C, e néo a 25°C pode conduzir a erros.
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2. Infelizmente, o coeficiente de particdo da natamicina entre o filme e os géis e entre o filme e o
queijo nao foi determinado experimentalmente na presente pesquisa. Nao sado conhecidos
valores da particdo da natamicina entre filmes de polissacarideos e alimentos. Em relagéo a
plastificantes encontrados em embalagens de poliolefinas, valores do coeficiente de particao
variam de 9 a 360 (Cruz et al., 2008) entre a embalagem e queijos € de 19 a 40 para filmes em
contato com alimentos como farinha, arroz, leite em pé e torradas (Sanches-Silva et al., 2009).
A diretiva européia sobre a migracdo de componentes de embalagens para alimentos
(European Comission, 2003) recomenda que o coeficiente de particdo seja considerado igual a
1000 quando a substancia ndo é soluvel no alimento ou simulante. No resultado da simulagéo
apresentado aqui, o valor do coeficiente de particao (k) entre o filme e os géis de agar e de
gelatina foi assumido igual a 2,0. E uma hipétese plausivel, baseada na experiéncia de ensaios
de liberagdo da natamicina de filmes em &gua. A estimativa do coeficiente de particdo entre
filmes e queijo é mais dificil. E intuitivo assumir que a solubilidade da natamicina no queijo seja
muito mais baixa do que no filme, mas ndo existe embasamento cientifico nesta afirmag¢do. Em

principio, adotou-se k=3. Uma varredura usando k>3 indicou pouca variacao nos ajustes.

3. A geometria das fatias de queijo e dos géis permite assumir, sem erro, a situagéo de soélido
semi-infinito, isto &, uma difusao livre. Mas os filmes (40 um em contato com o queijo e em torno
de 100 um em contato com os géis) s6 tem comportamento de meio semi-infinito nos primeiros

dias de contato. O ajuste considerou, portanto, apenas os primeiros pontos experimentais.

4. A concentracao inicial, Co, foi calculada proporcional a quantidade de natamicina adicionada
por ocasido da confeccéo dos filmes, e dividida pelo volume final da amostra de filme utilizada.
Desconsiderou-se, portanto, 0 tempo necessario para o intumescimento por ser muito pequeno

em relagdo ao tempo da 12 medicao.

5. A resisténcia de contato foi assumida igual a zero, pois uma excelente aderéncia foi

observada entre o filme e as superficies.

6. A presenga de cristais de natamicina e a hipotese de considerar a necessidade de uma
resisténcia adicional a transferéncia de massa devido a lenta dissolugdo destes cristais nao foi

incluida no modelo.

Os parametros utilizados em cada situagdo, assim como os coeficientes de difusdo no

sélido (Da) estimados pelo ajuste dos dados experimentais ao modelo proposto (Equacéo 4.12)
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estdo apresentados na Tabela 5.34. As curvas obtidas pelo ajuste do modelo supracitado aos

dados da liberacao estao tracadas nas Figuras 5.47 a 5.49.

Tabela 5.34: Difusividade no filme (D), coeficiente de particao (k), difusividade no sélido (Da) €

coeficiente de determinagao (R?).

Meio sélido Dr (cm?/s) Ke/a Da (cm?/s) R?

Agar 8°C 8,31x10"? 2 2,62 x10™" 0,9923
Agar 15°C 8,31x10"? 2 4,22 x10™" 0,9975
Agar 25°C 8,31x10™ 2 1,76 x107° 0,9852
Gelatina 8°C 5,46 x1072 2 1,09 x10°™" 0,9919
Queijo 8°C 0,92 x10*2 3 0,70 x10°*2 0,9431

Uma andlise destes resultados, em termos absolutos, estd prejudicada devido as
suposicoes listadas acima. O modelo, entretanto, confirma as tendéncias de forma adequada.

CiCqy

0.3

0.2

Tempo (dias)

Figura 5.47: Ajuste da Equacéo 4.12 aos dados experimentais de liberacdo de natamicina de

filmes em contato com géis de agar a 8 (), 15 (o) e 25°C ().
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Figura 5.48: Ajuste da Equacao 4.12 aos dados experimentais de liberagdo de natamicina de

filmes em contato com gel de gelatina a 8°C.
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Figura 5.49: Ajuste da Equagéo 4.12 aos dados experimentais de liberacdo de natamicina de

filmes em contato com queijo a 8°C.

Seguindo a tendéncia observada na liberagdo em solugbes hidroetandlicas, os valores
de difusividade nos sdélidos (Da) estimados pelo modelo foram maiores nos meios com maior
atividade de agua. Nos géis de agar, observa-se que as difusividades aumentaram com o

aumento da temperatura. Este resultado era esperado, uma vez que maiores temperaturas
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aumentam o grau de mobilidade das moléculas, facilitando a migracao do soluto para o meio
(Rossi-Marquez et al., 2009). Este comportamento ja foi observado em diversos trabalhos
envolvendo a migracao de compostos a partir de filmes poliméricos, como por exemplo, sorbato
de potassio em filmes de carragena (Choi et al., 2005), acido acético e acido propiénico em
filmes de quitosana (Ouattara et al., 2000) e nisina em filmes de proteina (Teerakarn et al.,
2002).

Os elevados valores dos coeficientes de determinacéo (R®) para os géis de &gar e
gelatina indicam que o modelo é adequado para a predicdo dos coeficientes de difusao da
natamicina nestes meios. O ajuste do modelo a curva de liberacdo de natamicina do filme em
contato com o queijo apresentou menor qualidade, o que pode estar relacionado ao fato da
difusividade no filme ter sido determinada somente em fungéo da atividade de dgua. Como o
gueijo € um meio mais complexo do que os géis de agar e gelatina, sua composi¢cao pode ter
influéncia significativa no mecanismo difusivo. Além disto, o efeito da diferenca de temperatura
entre a realizagdo do ensaio de liberagdo no queijo pode ter sido mais significativo, assim como
a indefinicdo quanto ao valor do coeficiente de particao.

Em trabalhos envolvendo a migracao de substancias de filmes poliméricos para meios
sélidos, os coeficientes de particdo sao frequentemente altos e obtidos por modelos
matematicos que consideram o meio de liberagdo como um meio agitado. Nestes, sao
observados valores entre 9 e 360 para filmes em contato com queijos (Cruz et al., 2008). No
presente trabalho, no entanto, a simulacdo do modelo com altos valores de coeficiente de
particdo ndo promoveu mudancgas significativas na qualidade do ajuste.

Considerando os resultados dos coeficientes de difusividade da natamicina no filme e no
queijo apresentados na Tabela 5.34, foi possivel obter os perfis de concentragao para diferentes
tempos de armazenamento pelas Equacdes 3.8 e 3.9. Na Figura 5.50 estdo apresentados os
resultados da simulacao para 5, 10 e 20 dias de armazenamento.

Apesar de corresponderem a uma aproximagao, os perfis obtidos confirmam que a
quantidade de natamicina migrada para o queijo € baixa e permanece a curta distancia da
superficie. A concentragdo da natamicina na face exposta do filme (40 um) se mantém
constante, igual a inicial, por pelo menos 20 dias, indicando que mesmo o limite mais restrito da

aplicacdo do modelo de tempos curtos foi obedecido (ver Apéndice A).
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Figura 5.50: Simulagéo dos perfis de concentracdo no filme e no alimento em 5, 10 e 20 dias
de contato.

O modelo indica também que em 20 dias de contato, a penetragdo da natamicina no
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queijo alcancou apenas uma profundidade de cerca de 40 um. Este resultado é satisfatorio

levando em consideracdo que, segundo a legislagdo, a natamicina pode estar presente
somente até 2 mm de profundidade em queijos.



6 CONCLUSOES

6.1 Conclusoes gerais

Esta pesquisa permite afirmar que filmes de alginato de sédio reticulados com Ca* no
primeiro e no segundo estagios (filmes Ca-Ca) formam estruturas atraentes com caracteristicas

fisico-quimicas e mecanicas adequadas para uso geral em embalagens ativas de alimentos.

Filmes de alginato em que o Ba** foi usado como reticulante no 1° estagio e Ca®* no 2°
estagio (flmes Ba-Ca) apresentaram potencial para uso em embalagem ativa, mas em
aplicagdes mais restritas. Os resultados desta pesquisa ndo recomendam o uso de bario como
reticulante no 2° estagio (em filmes Ca-Ba, e sobretudo, em filmes Ba-Ba).

Ensaios in vitro e no alimento indicaram que os filmes contendo natamicina como
antimicrobiano apresentam excelente perspectiva para aplicagcdo como filmes ativos para

alimentos.

A liberagdo da natamicina mostrou-se dependente da atividade de agua do meio e o
consequente intumescimento dos filmes. Um modelo matematico que considera que as duas
fases em contato se comportam como meios semi-infinitos permitiu estimar a difusividade da
natamicina no sélido, com bom ajuste aos dados experimentais. A penetracao da natamicina no
queijo alcancou uma profundidade de cerca de 40 um, valor inferior ao maximo estipulado pela
legislacao.

6.1 Conclusoées especificas

Conclusbes especificas obtidas pela analise das tendéncias observadas na avaliacao
de caracteristicas, atributos e do comportamento destes sistemas com atividade de liberagéo

controlada e que conduziram as conclusdes gerais acima estao apresentadas a seguir.

a) Em relagdo aos procedimentos de reticulagdo:

A reticulagdo do alginato com fons Ba®* no 2° estagio provoca mudancas drasticas no
aspecto visual dos filmes. Estas mudancas sao intensificadas para filmes pré-reticulados com

Ba?* e com o aumento do tempo de imersédo na solugao reticuladora.
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As propriedades dos filmes Ca-Ba foram influenciadas pelo tempo de imersdo na
solucao reticuladora. Estes filmes apresentaram, em comparacéao aos filmes Ca-Ca e Ba-Ca,
maior permeabilidade ao vapor d’agua e ao oxigénio, maior opacidade e rugosidade,

consequéncia de uma reticulacao ineficiente da estrutura interna do filme.

O processo de reticulagdo do alginato com fons Ca®* no 2° estagio é rapido, ndo
havendo mais alteragbes nas propriedades apds 5 minutos de imersao na solugao.

b) Em relagcdo aos métodos de impregnagdo da natamicina

Filmes ativos confeccionados pelo método convencional apresentaram cristais na

superficie que influenciaram negativamente a transparéncia, rugosidade e resisténcia mecanica.

A impregnacao por imerséo dos filmes em solu¢do hidroetandlica contendo natamicina
foi dependente da concentragdo de etanol e do tempo de contato, sendo ineficiente devido a
baixa quantidade de antimicrobiano incorporada.

Filmes com natamicina impregnada com CO, supercritico (200 bar, 40°C) e o uso de
etanol como cossolvente (10 % molar) apresentaram uma carga adequada de antimicrobiano e
foram visualmente mais atrativos do que os filmes convencionais, porém menos elasticos e com
alto tempo de processamento. Para os filmes reticulados com ions Ba®*, o processamento com

CO, supercritico nao foi eficiente.

c) Em relagdo a liberagdo da natamicina

A difusividade foi fortemente influenciada pelo agente reticulante utilizado no 1°
estagio. Para ensaios de liberacdo em agua, os coeficientes de difusao obtidos foram de 0,61,
1,27 e 1,88x10™"" cm?/s para os filmes Ba-Ca, Ca-Ca e Ca-Ba, respectivamente. O mecanismo
envolvido no processo de liberagdo da natamicina de filmes de alginato em agua é

predominantemente difusivo, tendo pouca influéncia do intumescimento polimérico.

Entre os diferentes métodos de impregnagdo de natamicina nos filmes Ca-Ca, os
menores coeficientes de difusdo foram obtidos para os filmes convencionais (10" cm?s),
devido a presenca de cristais de natamicina. Os métodos de impregnacao por imersao e por
processamento em CO, supercritico promoveram melhor solubilizagdo da natamicina na matriz
polimérica, acelerando a sua liberagdo. Os coeficientes de difusdo para estes dois métodos
foram da ordem de 107° cm?s.
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Para filmes ativos em contato com amostras de queijo Prato, a difusividade da
natamicina estimada pelo modelo dos dois meios semi-infinitos justapostos foi de 0,92x1072
cm?/s no filme e de 0,70x107? cm?/s no queijo.

d) Em relagdo a atividade antimicdtica de filmes ativos contendo natamicina

Todos os filmes ativos apresentaram inibicao in vitro frente as espécies Aspergillus
niger, Cladosporium cladosporioides, Penicillium chrysogenum, Penicillium crustosum,
Pencicillium roqueforti e Yarrowia lipolytica. Na aplicacdo em queijos tipo Prato inoculados com
0S mesmos micro-organismos, os filmes controle (sem natamicina) foram capazes de inibir o
crescimento por 5 dias a 25°C, devido a baixa permeabilidade ao O,. Os filmes ativos foram
eficientes por até 30 dias. Amostras de queijo em contato com filmes ativos apresentaram uma

carga microbiana um ciclo logaritmico menor do que as amostras sem filme.

6.2 Sugestoes para trabalhos futuros
Para continuidade deste trabalho, sugere-se:

- Avaliar o uso de um polimero sintético, como a policaprolactona (PCL), como um dos

constituintes do filme visando o aumento do alongamento;

- Fazer a contagem microbiana geral de bolores e leveduras em alimentos ndo inoculados,
embalados com os filmes e em diferentes temperaturas para avaliagdo do potencial de

aplicacao dos filmes em condigbes reais de armazenamento;

- Estudar o processamento dos filmes em CO, supercritico em maior escala para a
determinacao mais precisa das propriedades mecénicas dos filmes impregnados.

- Fazer a quantificacdo de Ba* migrado dos filmes para o alimento de forma a confirmar a

segurancga do uso deste agente reticulante.

- Avaliar o efeito do pH sobre a cinética de liberagdo e sobre o potencial antimicrobiano dos
filmes ativos contendo natamicina. O aumento do pH acima de 5,5 em alimentos, como queijos,
favorece a deterioracdo microbiana, o que pode exigir uma maior taxa de liberagdo de

natamicina dos filmes.

- Fazer um estudo aprofundado da migracdo da natamicina de filmes para soélidos para
determinacdo experimental, de forma independente, da difusividade no alimento e do

coeficiente de partigéo.
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APENDICE A

Meios semi-infinitos

O modelo de difusao livre (sem restrigbes geométricas) ou difusdo em um meio semi-
infinito se ajusta bem aos eventos de transferéncia de massa em regime transiente, devido aos

baixos valores da difusividade de massa, em liquidos e em soélidos.

De acordo com a Figura A.1, o soluto penetra na matriz pela face x=0, e 0 modelo

matematico assume que ele jamais atingird a face x=L. Essa face, portanto, mantera sua

concentracao inicial.

Csup

Concentracao

Cinicial
0 L

Posicdo

Figura A.1: Perfis de concentracdo de um soluto em uma matriz.

Nestes casos, a integracdo da 22 Lei de Fick (Equacgao 3.2), utilizando a condigédo

inicial [t=0, C=Ci.ia] € as condigdes de contorno:

x=0 C=Csyp
x=L (_>°°) C=Cinicial

Conduz a:
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Cx,t - Cinicial _1_ erf[ X J (A1)
CopC

inicial
Se a difuséo livre ocorrer em um meio finito com uma distdncia maxima para a difuséo,

L, demonstra-se que a concentracdo média do soluto, C, nesta matriz, no instante t, é
calculavel por:

C-Ciow _ 2 [p
inicial _ < [Fo A.2
Csup - Cinicial \/; ( )

onde Fo é o tempo adicional (D.t.L?) e conhecido como Ntmero de Fourier de massa.

Uma questao a ser definida € o limite de Fo que mantém a Equagédo A.2 vélida. Na
Figura A.2 estdo comparadas as curvas de liberacdo de um soluto contido em um meio,
calculadas pela Equacao (A.2) e pela solucdo em séries de Fourier da 22 Lei de Fick para esta
situacao, aqui re-escrita como Equacao A.3.

E—C...l 8”-’00 1 271_2
_~ " Yinicial _ _ _©_ (on+ 2 F_F A3
Csup ~ Ciniciar 7% ;0(2”_,_ 1) exp( (2n+1) 4 Oj (A.3)

14 .-
® -
w® S -
& = - _-
£ 08 -
O ==
| o
O3 06
&
Il
§---- EH 04
0,2 4
U T T T T
0 0,2 04 0,6 08 1

Numero de Fourier

Figura A.2: Relagdo entre a fragdo de soluto liberada e o numero de Fourier calculada pela
solucao em série (—) e pela solugéo para meios semi-infinitos (- -).
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Observa-se pela Figura A.2, que até uma liberacdo de 60% da massa total do soluto
que poderia difundir, as duas curvas se mantém praticamente superpostas. Desta maneira,
assumindo um Fo limite de 0,30, ter-se-ia um erro menor do que 0,8% se a Equacéao A.2 fosse

usada para calcular a massa total transferida.

Caso Fo = 0,40 (isto é, M/M..= 0,70) fosse adotado como limite, 0 erro maximo seria
2,25%.

Esses limites foram definidos em relacdo a massa transferida ou concentracao média.
A integracao do perfil de concentracdo tende a atenuar o desvio. Se a concentra¢do pontual for
importante, e assumindo um erro de maximo 1% da variagdo possivel da concentracao na

posi¢ao x=L, tem-se, pela Equagéo A.1:

Essa igualdade fornece Fo <0,075 como limite. Voltando a Figura A.1, observa-se que
nesse caso, o limite de massa transferida seria apenas 0,30.

E pertinente observar que para uma difusividade fixada pela estrutura fisica do evento,
Numero de Fourier pode ser mantido baixo caso o L seja grande, tendendo ao infinito, ou um t
baixo. Por causa disto, a Equacao A.2 também é chamada de solucao para tempos curtos.
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APENDICE B

Derivacao da Equacao 4.12.

Considere dois meios infinitos justapostos conforme a Figura B.1.

Filme Alimento

-0 —— x=0 — o0

Figura B.1: Representagao de dois meios infinitos justapostos.

Assumindo que no tempo zero o principio ativo esteja uniformemente distribuido no
filme e sua concentracao seja zero no alimento, Crank (1975) obteve a seguinte equacgao para o
perfil de concentragéo neste filme:

c, - %o {1—(—)# X } (B.1)

~ (1+kh) 2/D,t

onde Cg é a concentragdo de migrante no filme, Cy € a concentragéo inicial de migrante no
filme, k é o coeficiente de particdo da concentracdo de equilibrio entre o filme e o alimento
(CH/Cp), h = (De/Da)*®, sendo Dr e D, as difusividades do migrante no filme e no alimento,
respectivamente.

Combinando as variaveis x e t em n, sendo: n =

2 /Dt

Tem-se: dCr __ Cok d erfn)
dn _ 1+khdy

(B.2)
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Sendo erfn a fungéo erro, erfn = g'fe’gzdg’
T
0

O fluxo instantdneo do soluto ativo (Ng) em qualquer posicao x no filme é calculavel
pela Lei de Fick:

N - aCF:_D dCFa_n:_/&dCF
F Fox F dn ox 4t dn

A derivada da concentracdo Cg em relagéo a n é obtida da Equacao B.2:

D, C,k d
Ny = |8 So d (o B.3
Fe g 1+khd77(e”7) (B3

Usando a definicao da funcéo erro e aplicando a Regra de Leibnitz para a derivada de

uma integral como limites chega-se a:

a lerfn]= 2 g

dn Jr

Fazendo a substituicdo na Equacéo (B.3) tem-se a expressdo do fluxo instantdneo em
qualquer posicao x, no instante t.

XZ
D.| Cok 2 -
N _ ~F 0 £ e 4Dkt
Fo\ 4t {H kh Jx
O fluxo do migrante pela interface (x=0) € o mais importante.

N __Cok &
oo 14 kh\ at

O fluxo médio é obtido pela integral:

— 1 [4D; Cyk
N.==|N.dt=|—F Z0— B.4
: t-([ g at 1+ kh (54

onde N, sdo gramas que atravessam a area Aqy da interface no intervalo de tempo entre 0 e t.

Portanto, a massa de soluto difundida neste intervalo de tempo sera:
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M, = N-Ap,t (B.5)

A massa difundida que saiu do filme durante esse mesmo periodo de tempo também
pode ser calculada em fungéo da variagdo da concentracao média.

M, =c, - C; Volume

Sabendo que o volume do filme é o produto A;, x &, tem-se:

M, =|C, - C; |Anso (B.6)
Igualando-se as duas expressodes, D.5 e D.6, para M; chega-se a:
[Co - C_F]AW5 = N_FAWt

Substituindo a expressao do fluxo médio (Equacao B.4) e rearranjando, obtem-se a
equacao que relaciona a difusividade do principio ativo no alimento com a variagao de sua

concentragdo média no filme:

Ce 2 |Det Kk
=1- .
Co (,/ﬂ 5% 1+ khJ (87)

A Equacéo B.7 corresponde a Equacéo 4.12. Nesta equacéo, Di.5° é o Numero de

Fourier de massa do filme.
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APENDICE C

Formulacdo dos meios de cultura utilizados nos ensaios de eficiéncia antimicrobiana in

vitro

Tabela C.1: Formulacdo do meio de cultura MEA (Malt dextrose agar).

Ingrediente Quantidade
Extrato de malte (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 20¢g
Peptona (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 19
Glicose (Synth, Brasil) 209
Agar (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 20 g
Agua destilada 1L

Tabela C.2: Formulagdo do meio de cultura DG18 (dicloran glicerol agar).

Ingrediente Quantidade
Glicerol (Synth, Brasil) 220 g
Glicose (Synth, Brasil) 109
Peptona (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 59
Fosfato de potassio monobésico (Merck, Alemanha) 19
Sulfato de magnésio (Merck, Alemanha) 0,59
Dicloran (0,2% m/v, em etanol) 1mL
Agar (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 15¢
Cloranfenicol (Inlab, Brasil) 0,1g
Agua destilada 1L

Tabela C.3: Formulagao do meio de cultura MA (Malt Agar)

Ingrediente Quantidade
Extrato de malte (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 20¢g
Agar (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 20¢g
Agua destilada 1L
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Tabela C.4: Formulacdo do meio de cultura YMA (Yeast malt agar)

Ingrediente Quantidade
Extrato de levedura (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 39
Extrato de malte (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 39
Peptona (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 59
Glicose (Synth, Brasil) 10 g
Agar (Bacto, Becton Dickinson, EUA) 20 g
Agua destilada 1L
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APENDICE D

Dados da impregacao por imersao

Tabela D.1: Massa de natamicina

impregnada utilizando

concentra¢des molares de etanol e diferentes tempos de imerséo.

solugbes com diferentes

Etanol Tempo
(% mol) | (horas) Ca-Ca Ba-Ca Ca-Ba
2 258+0,13™ 6,67 £0,12 9 4,28 +0,41K
5 245+0,09™ 7,55 + 0,23 © 5,34 + 0,559
1 10 254+0,09™ 6,92 + 0,16 9" 4,99 + 0,32k
18 266+0,19™ 7,76 +0,34 © 4,75 + 0,29 'k
24 272+0,16™ 6,84 +0,19" 5,18 +0,33"
2 8,83 +0,21 M 6,72 +0,149%" 5,06 +0,32"
5 862+0,19' 6,79 £0,10" 6,07 £0,37
2 10 8,69+0,23" 7,38 +0,35°% 5,19 + 0,42
18 8,34 +0,25" 7,15 +0,31 " 5,22 +0,25"
24 7,80 + 0,08’ 7,03 +0,26 9" 5,33 +0,29 "
2 9,58 +0,22 ¢ 9,43 + 0,26"° 590 +0,16""
5 9,49 + 0,319 9,10 + 0,54 6,52 + 0,23 °
3 10 9,71 +0,28 ¢ 9,02 +0,47 % 6,33+0,19"
18 9,92 +0,25 9 9,41 + 0,49 6,21 + 0,36
24 10,55 + 0,17 % 9,71 +0,223%° 7,41 + 0,42
2 10,02 + 0,17 ©% 8,36 + 0,25 % 7,98 + 0,223
5 10,68 + 0,29 °% 9,05 + 0,38 8,27 +0,28%
5 10 11,01 + 0,33 ¢ 9,34 + 0,31 8,76 +0,312
18 11,57 +0,30° 9,98 + 0,29 %° 8,71 +0,342
24 11,39 + 0,09 10,45 + 0,302 8,54 +0,272
2 5,24 + 0,20 6,29 +0,24 " 8,39 + 0,332
5 6,88 + 0,25 525+0,17' 8,48 +0,412
8 10 7,69 0,31 6,39 +0,29" 7,99 + 0,29 2°
18 8,74 + 0,27 7,60 + 0,381 8,09+0,31%
24 12,95 + 0,29 2 10,29 + 0,46 8,04 +057%

Médiat desvio padrao das repeti¢cdes. Letras iguais em cada coluna indicam que ndo ha diferencga significativa (p<
0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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APENDICE E

E.1 - Ensaios de penetracao de natamicina em queijo

a) Em contato com solucdo de natamicina

Foram feitos ensaios preliminares para determinar a capacidade de penetracdo da
natamicina no queijo. Os resultados obtidos, entretanto, foram insatisfatérios devido a
dificuldades na amostragem e nas analises quimicas e apenas confirmaram a difusividade
extremamente baixa da natamicina no queijo. A seguir, sdo apresentados os procedimentos
adotados para servir como guia inicial para ensaios futuros. Nestes ensaios, uma face do queijo
foi colocada em contato com uma solucdo agitada contendo o antimicrobiano conforme o
esquema ilustrado na Figura E.1, baseada em Han e Floros (1998). A solucdo de 10% de
etanol, além de favorecer a dissolugéo de natamicina nao provocou alteragées significativas nos

sélidos. A concentracdo de natamicina utilizada foi de 0,1% m/v.

I e 1T— solugdo natamicina

o 0 —}——= agitador magnético

Figura E.1: Esquema ilustrativo da posi¢do do sélido (queijo) na solugao etandlica (10% v/v)

contendo natamicina (0,1% m/v).

As laterais do queijo foram cobertas com filme de PVC e as amostras colocadas no
interior de um tubo plastico de se¢ao quadrada (1cm x 1cm x 10 cm). O tubo contendo o sélido
foi fixado por uma garra em uma posigao de forma a permitir que somente sua extremidade
inferior ficasse em contato com a solugéo agitada. O sélido ficou em contato com a solugéao
agitada durante diferentes periodos e entao foi retirado do tubo e cortado manualmente com um

bisturi em fatias de 0,8 mm para andlise da concentragéo de natamicina.

A determinagdo da natamicina no queijo foi realizada de acordo com o método de
Fletouris et al. (1995), em que as amostras sdo dissolvidas em uma solugdo contendo
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acetonitrila e acido fosférico (4:1), homogeneizadas e filtradas para posterior medida em
espectrofotémetro UV/Vis a 319 nm.

Estes ensaios, no entanto, foram de pouca reprodutibilidade e ndo forneceram um
resultado satisfatério. A presenca de natamicina foi detectada somente na primeira camada de
queijo (0,8 mm) e ndo se pode descartar a possibilidade de contaminacdo do queijo pela
solugdo. A dificuldade em se obter fatias mais finas pelo uso de um micrétomo, por exemplo,
impediu o levantamento do perfil de concentragcdo no sélido. Além dos problemas relatados,
apo6s periodos de aproximadamente 20 dias, a integridade da superficie do queijo em contato
com a solugdo ficava comprometida. Esta técnica estd sendo aprimorada, pois permitira
confirmar valores de difusividade obtidos pelo Modelo dos dois meios semi-infinitos. Han e
Floros (1998) conseguiram determinar a difusividade de sorbato de potassio em queijos com
esta metodologia porque além de poderem usar concentragbes mais altas, a difusividade do
sorbato é 5 ordens de grandeza maior do que a encontrada no queijo.

a) Em contato com filmes contendo natamicina

Para a determinacdo da quantidade de natamicina presente no alimento apds ensaios
de liberagédo, as amostras de filmes ativos foram colocados em contato com uma das faces de
um conjunto de 6 fatias de queijo, cada uma com 0,8 mm de espessura e 3,2 cm de diametro. O
sistema foi armazenado em temperatura de 8°C e apés diferentes periodos de contato, as fatias
foram analisadas individualmente para a quantificagdo de natamicina conforme descrito no item

anterior.

Na Figura E.2 estdo apresentados os resultados obtidos em diferentes tempos para a
primeira camada de queijo, ou seja, em 0,8 mm de profundidade. A partir da segunda camada
de queijo, nao foi detectada a presenca de natamicina. No entanto, nao € possivel afirmar que a
migracao ocorreu até 0,8 mm de profundidade. Para isto seria necessario subdividir a amostra

em camadas com menor espessura.

186



0,6

0,537

05 -

04 -

0,309

0,3 -

0.2 1

0,1 1

Concentrac¢ao de natamicina (mg/dm?)

14
Tempo (dias)
Figura E.2: Concentracdo de natamicina presente em uma fatia de queijo de 0,8 mm de
espessura, apods diferentes tempos de contato com o filme ativo.

A quantidade de natamicina por area de queijo aumentou com o0 aumento do tempo de
contato de 7 para 14 dias e permaneceu sem alteracdo significativa apds este periodo. A
quantidade de natamicina observada (0,54 mg/dm?) é aproximadamente metade da quantidade
méaxima permitida pela legislagéo, que é 1 mg/dm? (Brasil, 2001). Estes resultados em conjunto
com as analises antimicrobianas no queijo mostram que a aplicagdo dos filmes de alginato
neste alimento é viavel.
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