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RESUMO

Alginatos sao polissacarideos lineares compostos pela co-polimerizagdo de unidades de
B-D-manuronato (M) e a-L-guluronato (G), arranjados em bloco homopoliméricos (poli-M
ou poli-G) ou blocos em sequéncia alternada, capazes de formar filmes resistentes quando
reticulados com calcio. Pesquisas no LEPPbio/FEQ/UNICAMP conduziram a um protocolo
préprio para a confeccao destes filmes em dois estagios de reticulacéo, pelo qual alginatos
de média viscosidade e baixo conteudo em G, originam biofilmes que sdo transparentes,
homogéneos, com boa resisténcia mecanica e pouco solUveis em agua. O presente
estudo compara o potencial de formacdo de filmes de alginatos contendo maior
quantidade de Blocos M (provenientes das algas Macrocystis pyrifera) ou com alto teor de
Blocos G (das algas Laminaria hyperboria) e usando amostras de média e de alta
viscosidade. Os quatro diferentes tipos de alginato foram caracterizados quanto a relagao
M/G, massa molar e comportamento reolégico. Filmes foram preparados por casting
avaliando-se a influéncia da concentragdo de célcio no primeiro e segundo estagios de
reticulacao, do plastificante e do tempo de reticulacdo sobre as caracteristicas dos filmes.
A adicdo de natamicina como agente antimicrobiano também foi investigada. Os
resultados obtidos revelam que o comportamento dos filmes confeccionados com os
quatro tipos de alginatos apresentam forte influéncia da massa molar do biopolimero. O
limite de adicdo de ions calcio no primeiro estagio de reticulacdo para a obtencao de
estruturas homogéneas foi de 19,04 e 6,80 mg de Ca*?/g alginato, para matrizes de alto M
e de alto G, respectivamente. Filmes pré-reticulados com 6,80 mg Ca®'/g alginato na
solugdo do 1¢ estagio, imersos durante 20 minutos em uma solugdo contendo 5%
CaCl,.2H20 e 3% glicerol (2° estagio) apresentaram um adequado compromisso entre alta
resisténcia mecanica, transparéncia, baixas solubilidade em &agua e permeabilidade ao
vapor de agua. Esta formulacdo foi selecionada para a confeccao dos filmes ativos
contendo natamicina. A adicao da natamicina provocou um aumento na permeabilidade ao
vapor de agua, na solubilidade em agua e na opacidade e reducao na tensao na ruptura.
Os ensaios de liberagcao de natamicina em agua apresentaram bom ajuste ao modelo
difusional da Lei de Fick. Esse estudo indicou que uma massa molar maior € um requisito
mais importante do que uma alta relacdo G/M para a confecgao de filmes de alginato
direcionados para serem usados como embalagem ativa.

Palavras-chave: biofilme, alginato, reticulagéo, reologia, difusividade.
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ABSTRACT

Alginates are linear copolymers of (1,4)-linked B-D-mannuronate (M) and a-L-guluronate
(G) units, arranged as homopolymeric blocks (poly-M and poly-G) and blocks with
alternating sequence. Researches at the LEPPBIO/FEQ/UNICAMP conducted to a defined
protocol for the confection in a two-stage crosslinking process, of transparent,
homogeneous, mechanically resistant and with low solubility in water biofilms structurated
with alginates of medium viscosity and low G-content. In the present study, the film-forming
potential of alginates with higher M content (from Macrocystis pyrifera) and of higher G
content (obtained from Laminaria hyperboria) were compared. For both alginates, samples
of medium and of high viscosity were tested. The four different types of alginates were
characterized by the M/G ratio, molar mass and rheological behavior. Films were prepared
by casting and the influence of the plasticizer, contact times and of the calcium
concentration in the two reticulation stages were considered. The addition of natamycin, an
antimicotic agent, was also investigated. The results revealed that the physical attributes of
the films confectioned with the four different types of alginate are strongly dependent of the
molar mass. The calcium added to the first crosslinking stage should be limited to 19.04
and 6.80 mg Ca*%/g alginate, for high M and high G matrices, respectively, in order to
obtain homogeneous structures. Films pre-reticulated with 6.80 mg Ca*?/g alginate in the
solution of the 1™ stage, immersed for 20 minutes in a solution of 5% CaClz.2H>0 and 3%
glycerol (2™ stage) showed an adequate compromise between high mechanical resistance,
good appearance, and low water solubility. This formulation was selected to produce active
films containing natamycin. The addition of natamycin resulted in an increase in the water
vapor permeability, in the solubility in water and in opacity and a reduction in tensile
strength. Natamycin release tests in water showed good fitting to Fick’s diffusional model.
This study indicates that a higher molar mass is more important than a high G/M ratio in
alginates, in order to obtain films intended to be used as foodstuffs active wrappings.

Key-words: biofilms, alginate, crosslinking, rheology, diffusivity.
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CAPITULO INTRODUCAO

1

Este capitulo apresenta uma breve introdugdo sobre biopolimeros e sua
aplicacdo como biofilmes alimenticios, em especial biofilmes de alginato
e suas caracteristicas. Apresenta também a justificativa e a relevadncia do
estudo desenvolvido, bem como os seus objetivos.

Polimeros naturais de cadeia longa e alta massa molar, em sua grande
maioria, podem ser empregados como matéria-prima na fabricacdo de biofilmes
por formarem uma estrutura intermolecular continua quando submetidos ao

tratamento fisico ou quimico, resultando em uma matriz filmogénica coesa.

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis visando aplicagées na industria
de alimentos tem sido muito estudado, pois visa manter e melhorar a qualidade
dos produtos como também reduzir os efeitos nocivos do acumulo de embalagens

nao biodegradaveis no meio ambiente.

Biofilmes ativos podem ser considerados uma evolucdo das embalagens
alimenticias, pois interagem com o alimento liberando uma taxa constante de uma
determinada substancia ao longo do tempo, aumentando a qualidade e a

seguranca do alimento.

O alginato é um polissacarideo hidrofilico que estruturalmente apresenta-se
como um copolimero linear, composto de residuos do acido 3-D-manurdnico (M) e
do &cido a-L-gulurbénico (G) unidos por ligagdes glicosidicas do tipo (1-4)
(DRAGET et al., 1997).

A massa molar assim como a proporcao e distribuicdo dos Blocos M e G

dependem da fonte originaria do alginato. Além disso, 0os processos de extragao e
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purificacdo também podem gerar polimeros com diferentes massas molares e,
consequentemente, diferentes viscosidades. A variabilidade na estrutura e na
composicao dos alginatos tem grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas,
reoldgicas e mecanicas do polimero (GARCIA-CRUZ et al., 2008).

Segundo Mancini et al. (1996), a qualidade dos filmes de alginato de célcio
depende do tipo de alginato, do grau de substituicdo do sédio pelo célcio, da fonte
de ions calcio e dos métodos de preparacdo. Os alginatos originados da alga
Laminaria hyperboria contém maior propor¢cdo de acido gulurénico (G) em sua
estrutura possuindo maior tendéncia a reticulacao do que os alginatos originados
da alga Macrocystis pyrifera a qual possui uma estrutura polimérica onde
predomina o &cido manurdnico (M) em relacdo ao acido gulurbnico (G)
(SMIDSR@D, 1974).

Nesse contexto, desde 2000, o Laboratério de Engenharia de Produtos e
Processos em Biorrecursos (LEPPbio) da Faculdade de Engenharia Quimica da
Unicamp vem desenvolvendo estudos que visam a producdo e a caracterizagao
de biofilmes ativos para embalagens de alimentos tendo o alginato de sdédio de
média viscosidade, extraido da alga Macrocystis pyrifera, como matriz. Esses
estudos levaram ao desenvolvimento de um processo préprio de producao de
filmes de alginato que consiste em dois estagios de reticulagdo com ions célcio
(Ca?*) (ZACTITI; KIECKBUSCH, 2005) originando filmes fortes, com alta

resisténcia mecanica, porém pouco flexiveis.

Visando amenizar a rigidez apresentada pelos filmes, varias alternativas
foram aplicadas, como a producao de filmes de alginato com pectina ou com
quitosana, o emprego de varios agentes plastificantes e diversos reticulantes,
porém, estes ndo produziram os resultados esperados (da SILVA, 2009;
SANTANA, 2010; BIERHALZ, 2010; TURBIANI et al., 2011).

Para dar continuidade a busca por um processo que gere filmes de alginato
de baixa solubilidade e adequada permeabilidade ao vapor de agua, mantendo

uma resisténcia mecanica apropriada, € preciso controlar o grau de reticulacao

2
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com o fon Ca? evitando que esses filmes fiquem muito rigidos e
consequentemente, necessitem de grande quantidade de agente plastificante.
Neste sentido, a confecgdo de filmes utilizando alginatos oriundos da alga
Laminaria hyperboria pode ser uma alternativa na confecg¢ao de filmes resistentes
e com maior maleabilidade visto que sua reticulacdo necessita de uma quantidade

menor de ions Ca>*.

Este estudo teve por objetivo confeccionar filmes ativos antimicéticos
(natamicina) a base de alginato de sédio provenientes das algas Macrocystis
pyrifera e Laminaria hyperboria reticulados com ions calcio e avaliar a influéncia
da massa molar e propor¢do dos acidos B-D-manurénico (M) e do &cido a-L-
gulurénico (G) nas propriedades fisico-quimicas e mecénicas dos filmes bem

como na difusdo do antifungico. O glicerol foi 0 agente plastificante utilizado.

Para organizar o desenvolvimento deste estudo foram estabelecidos os

seguintes objetivos especificos:

a) Caracterizar a estrutura quimica de alginatos provenientes das algas
Macrocystis pyrifera e Laminaria hyperboria quantificando a distribuicao de blocos
homopoliméricos e heteropoliméricos dos &cidos [3-D-manurénico (M) e do acido

a-L-gulurénico (G), massa molar e a viscosidade correspondente;

b) Avaliar a influéncia da distribuicdo de blocos homopoliméricos e
heteropoliméricos dos acidos 3-D-manurdnico (M) e do &cido a-L-gulurdnico (G) e

da massa molar no comportamento reoldgico dos alginatos estudados;

c) Buscar formulagcdes adequadas das solugdes filmogénicas e determinar a
quantidade de ions calcio limite para os alginatos estudados visando uma
estruturacao organizada no pré-filme (1° estagio);
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d) Confeccionar filmes de alginato pré-reticulados com ions calcio e
caracterizar suas propriedades mecanicas e fisico-quimicas visando avaliar o

efeito da concentracéo dos ions célcio;

e) Determinar o efeito da concentragdo dos ions célcio, do plastificante e do
tempo de contato na solugéo reticuladora do 2° estagio nos atributos funcionais

dos filmes e realizar a caracterizagcdo mecénica e fisico-quimica dos filmes;

f)  Com base nas melhores formulacgées, confeccionar filmes ativos de alginato
reticulados com ions calcio, usando a natamicina como agente antifungico e

realizar a caracterizacdo mecanica e fisico-quimica dos filmes;

g) Realizar os ensaios de liberagdo em agua da natamicina e estimar o
coeficiente de difusdo da natamicina no filme com base na segunda Lei de Fick;

h) Analisar os resultados avaliando a influéncia da especificidade dos
alginatos no comportamento reolégico, no processo de confec¢do dos filmes e em
suas propriedades fisico-quimicas e mecanicas, bem como o efeito no mecanismo

de liberacao da natamicina.
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Este capitulo inicia-se com uma breve revisdo da literatura sobre o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis ativos como embalagens alimenticias.
Apresenta as caracteristicas fisico-quimicas e reolégicas dos alginatos
provenientes de diferentes fontes, bem como as Zpropriedades funcionais e fisico-
quimicas de seus filmes reticulados com Ca™*. Neste capitulo também sdo
tratados os aspectos relacionados aos filmes ativos de alginato e o processo de
liberagdo controlada do agente antimicdtico, a natamicina. Para permitir situar a
presente pesquisa no desenvolvimento de filmes de alginato do LEPPbio, é dada
énfase aos trabalhos produzidos por este grupo de pesquisa.

2.1 O USO DE BIOFILMES COMO EMBALAGENS DE PRODUTOS
ALIMENTICIOS

A qualidade dos produtos alimenticios depende da manutencdo de suas
caracteristicas sensoriais, nutricionais e higiénicas. O emprego de técnicas como
a salga, o congelamento e o recobrimento ndo é recente, pois ha séculos o

homem utiliza estes métodos buscando conservar os alimentos por mais tempo.

Na China, desde o século Xll, frutas eram recobertas com cera visando
assim evitar a sua desidratagdo enquanto que na Europa, no século XVI, gordura
animal era utilizada para recobrir pedacos de carne e sacarose era aplicada em
nozes e avelas visando minimizar a oxidagcdo e a acdo de microrganismos
(BALDWIN et al., 1997).

Entretanto, beneficios como a redugédo na perda de alimentos, 0 aumento da
seguranca alimentar e o0 acesso da populacdo mais distante aos produtos

5



CAPITULO 2 - Revisao Bibliogrdfica

industrializados apenas foram efetivamente alcan¢gados com o desenvolvimento e
a aplicacao dos polimeros sintéticos como embalagens convencionais (GARCIA,
2005).

Embalagens poliméricas convencionais em sua grande maioria possuem
boas propriedades mecanicas e de barreira, porém, sdo inertes e de dificil
degradacdo gerando efeitos nocivos ao ambiente quando descartadas
(DEBEAUFORT et al., 1998; BASTIOLI, 2001).

Nas ultimas décadas, polimeros biodegradaveis, a base de recursos
renovaveis naturais, tém sido explorados para o desenvolvimento de coberturas e
biofilmes alimenticios, visando manter e/ou melhorar a qualidade dos alimentos e
reduzir os prejuizos ambientais causados pelo descarte das embalagens sintéticas
(GUILBERT et al., 1996; OLABARRIETA, 2005).

Coberturas, também chamadas de revestimentos, sdo produzidas através da
aplicacdo direta de uma suspensdao ou emulsdo polimérica na superficie do
alimento, e que quando secas dao origem a uma fina pelicula sobre o produto.
Conceitualmente filmes divergem das coberturas por serem estruturas poliméricas
mecanicamente autossustentaveis formadas separadamente do alimento e
posteriormente aplicadas sobre ele (DEBEAUFORT et al., 1998; THARANATHAN,
2003).

O mecanismo para a formacdo de filmes envolve ligagdes inter e
intramoleculares ou a reticulagdo das cadeias poliméricas com a formacao de uma
rede tridimensional semi-rigida que retém e imobiliza o solvente. O grau de coesao
entre as moléculas depende da estrutura do polimero, do solvente usado, da
temperatura de processamento e da presenca e do tipo de aditivos como os
plastificantes e agentes reticulantes (GUILBERT et al., 1996).

S&o varias as técnicas que podem ser usadas na producao de filmes, porém
sua aplicagéo deve levar em conta o tipo de polimero empregado. Para o preparo
de filmes hidrocoloidais, técnicas como a extrusédo, a laminacédo e o casting séo

largamente empregadas. Nos filmes preparados por casting as moléculas
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poliméricas sdo solubilizadas geralmente em agua, etanol ou &cido acético
originando uma solucao filmogénica. Aditivos como plastificantes, reticulantes e
agentes antimicrobianos podem ser incorporados a esta solucdo, a qual é vertida
em um molde e seca em condigbes controladas de temperatura e umidade relativa
(THARANATHAN, 2003; LACROIX; TIEN, 2005; MULLER et al., 2008).

De maneira geral, os filmes e coberturas biodegradaveis devem ser isentos
de substancias téxicas, possuir propriedades mecanicas adequadas capazes de
proteger a integridade do alimento. As propriedades de barreira devem atuar
especificamente no controle da migracdo de agua, de lipidios e na permeabilidade
dos gases e vapores, retardando os processos de oxidacdo e a acao de
microrganismos, mantendo a estabilidade bioquimica e fisico-quimica do alimento
(DEBEAUFORT et al., 1998).

Os filmes e coberturas comestiveis também devem apresentar atributos
sensoriais, como sabor e aroma imperceptiveis ou compativeis com as do
alimento embalado e sua coloracdo deve ser uniforme e atrativa ao consumidor.
Os filmes produzidos a base de hidrocoldides geralmente sdo mais neutros que os
formados a partir de lipidios ou derivados de ceras, os quais se apresentam
frequentemente opacos e pouco consistentes (GUILBERT et al, 1996;
DEBEAUFORT et al., 1998).

Atualmente um grande numero de estudos tém se dedicado ao
desenvolvimento tecnolégico de filmes e coberturas biodegradaveis empregados
como embalagens para carnes, aves, mariscos, frutas, verduras, sementes
revelando que esta classe de materiais poliméricos € eficaz na preservacao destes
alimentos mantendo sua firmeza, a aparéncia fresca e seu brilho caracteristico
(KESTER; FENNEMA, 1986; McHUGH; KROCHTA, 1994; THARANATHAN,
2003).

O grande desafio no desenvolvimento e aplicagdo de filmes biodegradaveis
como embalagens alimenticias € que estes devem ser seguros e estaveis durante

o tempo em que sao requisitados nao permitindo que o alimento sofra alteragdes
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e, somente apds o término de sua funcdo, quando descartados, é que 0 processo
de degradacdo deve se iniciar. Neste sentido, as embalagens biodegradaveis
antimicrobianas podem melhorar e aumentar o tempo de vida do produto e quando
descartadas sofrerem rapida degradacdao (KROCHTA, 2002; CAGRI et al., 2004;
TAPIA et al., 2008; OLIVEIRA; SOLDI, 2009).

2.2 BIOFILMES ATIVOS

E crescente a tendéncia do mercado consumidor em buscar alimentos
minimamente processados e com menor quantidade de conservantes. O
desenvolvimento de embalagens ativas visa atender a essa exigéncia latente dos
consumidores possibilitando o uso de menores quantidades de conservantes se
comparada as quantidades necessarias quando estes sao incorporados
diretamente nos alimentos (POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995;
APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; HAN, 2005; da SILVA et al., 2009).

A tecnologia de liberagédo controlada foi concebida na industria farmacéutica
visando melhorar principalmente a eficacia e a seguranca na administragdo de um
principio ativo ou de uma droga. O conceito proposto por essa tecnologia visa
manter em um nivel constante a concentracdo de determinada substancia
evitando as oscilagdes convencionais entre niveis toxicos e ineficazes observadas

ao longo do tempo.

Na area alimenticia, substancias antimicrobianas, vitaminas, aromas,
sabores, antioxidantes, nutrientes e corantes podem ser incorporados a matriz
polimérica durante o processo de confeccdo dos biofilmes e liberados em uma
quantidade constante quando em contato com o alimento garantindo a
estabilidade, a qualidade e a funcionalidade do alimento embalado (LABUZA;
BREENE, 1989; BUONOCORE et al., 2003; RHIM; NG, 2007).
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Embalagem antimicrobiana é uma categoria de embalagem ativa que tem o
seu desenvolvimento diretamente relacionado com o tempo de prateleira de
produtos como leite, carne e seus derivados. Esses alimentos apesar de serem
submetidos a processos de inativacdo microbiolégica sdo suceptiveis a
recontaminagdo microbiana a qual geralmente se inicia em sua superficie ou em
areas danificadas causando rapida deterioracdo e aumentando o risco de
transmissdo de doencas. A liberagcdo do agente antimicrobiano em concentracéo
constante permite a manutencdo das caracterisiticas do alimento e um maior
tempo de conservacao (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; QUINTAVALLA; VICINI,
2002).

Algumas caracterisitcas sao desejaveis para o desenvolvimento de filmes
ativos antimicrobianos como baixa taxa de difusdo do agente antimicrobiano no
biofilme para evitar a sua rapida lixiviagdo da matriz polimérica, manutencao de
uma taxa minima de liberagdo e permanéncia da concentracao do antimicrobiano
na superficie de contato filme-alimento acima da concentragéo inibitéria minima
evitando o crescimento do microrganismo (HAN, 2000).

O desenvolvimento de biofiimes antimicrobianos de alginato € uma
alternativa potencial na reducdo do uso das embalagens convencionais e na
protecao dos alimentos aumentando a qualidade e o seu tempo de vida através da
liberacdo controlada de um antimicotico, inibindo o crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos (da SILVA, 2009; BIERHALZ et al.,
2012).

2.2.1 Agentes antimicrobianos

Agentes antimicrobianos quando incorporados a um biofilme alimenticio
permitem reduzir, inibir ou retardar o crescimento dos microrganismos através da
reducdo da taxa de crescimento, aumento da fase /ag do microrganismo alvo ou

inativando a sua acao através do contato, melhorando assim a qualidade e a
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seguranca alimentar (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; QUINTAVALLA; VICINI,
2002).

Em geral, os agentes antimicrobianos utilizados na industria alimenticia sé&o
0s 4acidos organicos e seus sais, sulfitos, nitritos, antibiéticos, alcoois, benzoato de
sodio e sorbato de potéassio. Substancias quimicas como alguns gases, enzimas,
acido propidnico, peroxidos, ozdnio, Oxido cloridrico, eugenol, lisozima, nisina,
EDTA tém sido estudadas e avaliadas para que também possam ser empregadas
como preservantes alimentares (HAN, 2000; QUINTAVALLA; VICINI, 2002; SEBTI
et al., 2002).

Segundo Han (2005), havendo certo grau de compatibilidade entre o
polimero e o agente ativo é possivel que uma quantidade significativa de
antimicrobiano possa ser empregada na embalagem sem que haja prejuizos as
suas propriedades fisicas e mecéanicas. O excesso de agente antimicrobiano que
nao é capaz de ser incorporado ao material pode originar heterogeneidades que

podem diminuir a resisténcia fisica e a integridade mecanica da embalagem.

Da Silva (2009) trabalhando com filmes de alginato contendo sorbato como
agente antimicrobiano verificou que este agente ativo forma sais insollveis com o
célcio os quais se depositavam na superficie do filme. Além disso, o sorbato
apresenta alta lixiviagdo, e ensaios realizados com culturas de microrganismos
nao apresentaram resultados satisfatérios. Em suas pesquisas da Silva (2009)
também trabalhou com a natamicina incorporada em filmes de alginato de calcio e
obteve resultados promissores observando que a sua liberagdo em meios aquosos
ocorre de maneira lenta e gradativa.

A natamicina é um agente antimicético poliénico (Figura 2.1), produto da
fermentacao da bactéria Streptomices natalensis que tém apresentado resultados
positivos quando incorporada em biofilmes voltados principalmente para o
tratamento de queijos e embutidos, inibindo o crescimento de fungos dos géneros
Penicillium, Fusarium, Aspergillus e Candida (DANISCO, 2012).
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Figura 2.1 - Estrutura quimica da natamicina (da SILVA, 2009).

Diferentemente dos sorbatos, a baixa solubilidade da natamicina em &agua
permite sua permanéncia na superficie do alimento, ndo influenciando
negativamente o processo de maturagao e nao causando alteragées no sabor e na
textura dos alimentos, (DANISCO, 2012).

Sao varios os trabalhos relatados na literatura que evidenciam resultados
promissores da aplicacdo da natamicina em filmes antimicrobianos. Ture et al.
(2009) avaliaram as propriedades fisicas de filmes de gluten de trigo e de
metilcelulose incorporados com natamicina e n&o observaram mudangas
consideraveis nas propriedades mecanicas e na permeabilidade ao vapor de agua

que pudessem afetar a aplicagdo destes filmes.

Testes microbioldgicos realizados por Oliveira et al. (2007), Tire et al. (2008)
e Pintado et al. (2010) avaliaram a acéo inibitéria da natamicina (incorporada em
filmes biodegradaveis) na superficie de queijos tipo gorgonzola e muzzarela sendo
satisfatérios os resultados contra os fungos Aspergillus niger, Penicillium roqueforti

e Geotrichum sp.
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2.2.2 Transporte de substancias ativas em filmes poliméricos

Em filmes poliméricos ativos, a compreensdo do mecanismo de transporte, a
quantificacdo do agente antimicoético utilizado, bem como a sua taxa de migracao
da embalagem para o alimento permitem predizer a provavel quantidade
necessaria deste agente para produzir o efeito de inibicdo que se deseja. Alguns
fatores bioquimicos tais como a atividade antimicrobiana e a cinética das reacoes
quimicas envolvidas com as demais substancias podem afetar esta transferéncia
de massa caracteristica de substancias antimicoticas (STRANDBURG et al.,
1990).

A movimentagcdo de um soluto que se encontra dissolvido na matriz de um
polimero ocorre por difusdo. Devido a um gradiente de concentragcao as moléculas
do soluto migram da regido de maior concentracdo para a regido menos
concentrada até que o estado de equilibrio seja alcangcado. A taxa de migragéao €
influenciada pela difusividade, parametro cinético que descreve 0 modo com que
as moléculas do soluto se movem dentro do polimero e pela sua solubilidade,
propriedade de equilibrio que descreve a compatibilidade entre o soluto e o
polimero. Quando a difusdo ocorre em regime transiente o fluxo e o gradiente de
concentracao do soluto variam com o tempo numa dada posi¢cao. Este tipo de
difusé@o é descrita pela 22 Lei de Fick conforme a Equagéo 2.1 (CUSSLER, 1997).

oc _ o

3 P32 (Equacgéao 2.1)

onde: D é a difusividade da substancia ativa [cm?/s]; C é a concentracdo da

substancia ativa no filme [g/cm?).

Experimentalmente, a taxa de difusdo de um soluto, em uma matriz
polimérica pode ser determinada através da imersdao do filme em uma solugéo
agitada como agua ou outro tipo de sorvedouro. O monitoramento periédico da
concentracao deste agente antimicrobiano permitira o calculo da fragcdo de massa
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liberada com o tempo. Fatores como polaridade, solubilidade, massa molar,
dimensdo e a forma das moléculas da substancia ativa bem com a estrutura, a
flexibilidade e o volume livre entre as cadeias poliméricas, o grau de reticulacdo, a
cristalinidade, a adicao de plastificantes e outras substancias podem influenciar o
processo de migracdo do agente antimicotico através da matriz polimérica de um
filme ativo (HAN, 2000; GEORGE; THOMAS, 2001).

Em seus estudos Zactiti et al. (2009), observaram que filmes ativos de
alginato reticulados com ions calcio apresentaram reducdo da difusividade do
sorbato de potassio a medida que o grau de reticulacao dos filmes aumentava.
Carulo (2005) observou comportamento semelhante trabalhando com filmes de
alginato contendo acidos graxos e reticulados com ions calcio. O grau de
reticulacdo e a presenca de lipidios promoveram uma maior compactagdao da
estrutura do filme dificultando a mobilidade do sorbato de potassio refletindo em

uma menor difusividade.

Através da integracdo da Equagdo 2.1, considerando constantes a
difusividade e a espessura do filme e admitindo que a migracdo do agente ativo
ocorre pelas duas faces do fiime é possivel obter a massa total de soluto
transferida (M;) em um intervalo de tempo de 0 —»t através da Equagédo 2.2
(CUSSLER, 1997).

Mo_ | Bgw 1T 27D ~
e = 1 - Yo Y exp[ 2n+1) =7 t] (Equacéo 2.2)

onde: M. é a massa de soluto que seria liberada em um tempo infinito; 6 é a
espessura do filme.

Considerando que os filmes apresentam caracteristicas semelhantes a de
um sistema plano, o mecanismo envolvido no processo de difusdo pode ser

identificado através da construgdo da curva de liberagcdo nos instantes iniciais do
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processo de liberacdo, através da aplicacdo do Modelo da Lei da Poténcia,
descrito pela Equacao 2.3.

My

= kth (Equagio 2.3)

onde: k constante caracteristica para a estrutura e geometria dos dispositivos; n
define 0 mecanismo de liberagao apresentado pela matriz.

Para n = 1 a liberagdo do agente ativo é controlada pelo intumescimento e
desestruturacdo do filme e a taxa de liberacao torna-se independente do tempo,
correspondendo a uma cinética de ordem zero. Quando 0,5 < n < 1,0 o
mecanismo de liberacdo pode ser considerado anémalo indicando que ha uma
superposicao dos fenbmenos de difusdo e relaxacao da estrutura polimérica. Para
n = 0,5 o mecanismo de liberacao é Fickiano e o coeficiente de difusao pode ser
calculado através do Modelo de Sdélido Semi-Infinitos ou Solucdo de Tempos
Curtos, representado pela Equacdo 2.4 (CRANK, 1975; SIEPMANN; PEPAS,
2001).

Mo _ 4 [2e 5
e = 4 e (Equacao 2.4)

De maneira geral, os filmes podem sofrer um elevado intumescimento nos
primeiros minutos em que sdo colocados em contato com a agua o0 que poderia
afetar os resultados do célculo de difusividade, principalmente das determinacdes
por tempos curtos. Turbiani et al. (2011) entretanto, trabalhando com filmes de
alginato contendo benzoato de célcio e da Silva (2009) estudando a difusdo da
natamicina em filmes de alginato reticulados com ions célcio concluiram que a
solugdo da 2% Lei de Fick é valida para tempos curtos fornecendo com boa
precisdo os valores da difusividade do antimicético no filme.
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2.3 MATERIAS-PRIMAS USADAS NO PREPARO DE BIOFILMES
ANTIMICROBIANOS

A escolha das substancias poliméricas que estruturam o filme é funcédo dos
objetivos que se deseja atingir, da natureza do produto alimenticio e do método de
aplicacao (DEBEAUFORT et al., 1998).

Para que polimeros biodegradaveis sejam empregados como filmes
alimenticios alguns requisitos especificos devem ser considerados, tais como
propriedades mecanicas e de barreira adequadas, estabilidade fisico-quimica e
microbiologica, facilidade de processamento, custo e disponibilidade.
Preferencialmente, os filmes produzidos por esses polimeros devem ser
transparentes, apresentar consisténcia suficiente para proteger o alimento e nao
introduzir alteragdes em seu sabor. Esses requisitos estdo diretamente ligados a
natureza do biopolimero, a sua conformacgéao estrutural, massa molar, distribuicao
de cargas, polaridade e as condi¢cdes de fabricagcdo e ambientais (CUQ et al.,
1996; DEBEAUFORT et al., 1998; LACROIX; TIEN, 2005).

Biopolimeros originados de matéria-prima animal e vegetal como proteinas e
polissacarideos possuem cadeias longas e alta massa molar originando uma
estrutura intermolecular continua quando submetidos ao tratamento fisico ou
quimico resultando num biofilme com matriz polimérica coesa (DEBEAUFORT et
al., 1998).

Quando descartados no ambiente, os polimeros biodegradaveis, inicialmente
sdo degradados através da clivagem de suas cadeias poliméricas, devido aos
processos de oxidacao, hidrélise e fotdlise e posteriormente sofrem o processo de
biodegradacdo através da acdo de microrganismos podendo originar como
produto final agua, metano, diéxido de carbono, gas hidrogénio e biomassa
(GUILBERT et al., 1996; JONES; McCLEMENTS, 2010).
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Proteinas como o colageno, a gelatina, a caseina e a zeina e polissacarideos
como o alginato, o amido, a quitosana, a pectina e a celulose, dentre outros,
possuem caracteristicas hidrofilicas limitando sua capacidade de barreira a
umidade, contudo, apresentam boas propriedades de barreira a gases como o
CO, e Oy, aromas, 6leos e gorduras (KOELSCH, 1994; KROCHTA, 2002;
LACROIX; TIEN, 2005).

Polissacarideos apresentam ainda outras vantagens como grande
disponibilidade e baixo custo, suas propriedades podem ser faciimente
modificadas através da mistura com outros polimeros ou pela adicao de aditivos
melhorando suas caracteristicas fisicas e quimicas. Devido a sua versatilidade, o
uso dos polissacarideos na producdo de filmes e coberturas para a protecdao de
alimentos tem crescido nos ultimos anos (CUTTER; SUMNER, 2002; LACROIX;
TIEN, 2005).

2.3.1 Alginato
2.3.1.1 Origem, obtencao e comercializacao

O alginato € um polissacarideo coloidal hidrofilico encontrado na parede
celular e nos espacos intercelulares das algas pardas (marrons) da classe
Phaeophyceae dos géneros Macrocystis, Laminaria, Ecklonia, Durvillea e
Ascophyllum. Nestas algas, o alginato tem a fungcéao de sustentagdo e coesao do
tecido celular chegando a compreender até 40% de sua massa seca (ONSJYEN,
1997). Na Figura 2.2 observa-se o aspecto das algas Macrocystis pyrifera e
Laminaria hyperboria.

Comercialmente, o alginato é encontrado principalmente na forma de sais de
sédio, potassio ou amoénio. Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade,
atoxicidade e suas propriedades coloidais como espessamento, estabilizacao,
emulsificagdo e gelificacdo este biopolimero é largamente empregado em varios

ramos industriais como médico-farmacéutico, biotecnoldgico e alimenticio a qual
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consome aproximadamente 30% de sua producao total anual (MANCINI et al.,
1996; ERTESVAG; VALLA, 1998).

(A) (B)

Figura 2.2 - Aspecto das algas marrons (A) Macrocystis pyrifera e (B) Laminaria
hyperboria (fonte: www.artbios.ru e www.lib.noaa.gov)

O processo industrial para obtengcédo do acido alginico e de seus sais envolve
uma prévia lavagem das algas em meio acido para remover materiais soluveis.
Em seguida € realizado o processo de extragdo, em meio alcalino, sendo
empregado carbonato de sodio. O sal misto de sodio-potassio-aménio do acido
alginico originado na extracao é solubilizado e separado dos residuos das algas
por filtracdo. Ao meio reacional é entdo adicionado cloreto de sodio ou calcio
originando fibras de alginato que se precipitam. Apds varias etapas de purificagao,
o sal de alginato estd pronto para ser comercializado (OAKENFULL, 1987;
RINAUDO, 2008).

Embora as algas marrons sejam a fonte utilizada para a produgcédo comercial
do alginato, bactérias como a Azotobacter vinelandii e Pseudomonas spp. também
sdo capazes de sintetiza-lo na forma de uma mucilagem extracelular
(polissacarideo capsular). O alginato bacteriano diverge do &cido alginico presente
nas algas marrons por apresentar maior grau de acetilagdo (CLEMENTI et al.,
1995; CLEMENTI et al., 1999; GARCIA-CRUZ et al., 2008).
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2.3.1.2 Composicao quimica e caracteristicas fisico-quimicas do
alginato

Estruturalmente, o alginato é um copolimero linear de alta massa molar
composto por residuos do acido 3-D-manurdnico (M) e do acido a-L-gulurénico (G)
unidos por ligacdes glicosidicas do tipo (1-4) (HAUG, 1967; DRAGET et al., 1997).

As estruturas quimicas dos acidos -D-manurdnico (M) e a-L-gulurdnico (G),
mondmeros formadores do alginato estdao apresentados na Figura 2.3.

(A) (B)

Figura 2.3 - Estrutura quimica dos acidos -D-manurénico (A) e a-L-gulurénico (B).

As unidades monomeéricas M e G podem ser distribuidas em diferentes
proporcdes ao longo da cadeia polimérica e organizadas em blocos que podem
conter apenas residuos G consecutivos (Blocos G) ou apenas residuos M
consecutivos (Blocos M), chamados de blocos homopoliméricos ou ainda blocos
compostos por residuos alternados de M e G (Blocos MG), chamados de blocos
heteropoliméricos (SMIDSR@D, 1974; ERTESVAG; VALLA, 1998).

Devido a orientacdo das ligacdes glicosidicas, as regides da cadeia nas
quais predominam Blocos M adquirem forma linear, enquanto que as regides de
Blocos G adquirem forma ondulada (GACESA, 1988).

Na Figura 2.4 é possivel observar as possiveis configuracbes assumidas

pelas cadeias de alginato.
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Figura 2.4 - Estrutura dos blocos homopoliméricos M e G e dos blocos
heteropoliméricos MG: (A) sequéncia M-M; (B) sequéncia G-G e (C) sequéncia M-
G-M (GARCIA-CRUZ et al., 2008).

De acordo com os métodos de extracdo, com a fonte originaria e até mesmo
com a época do ano e a localidade, os alginatos podem apresentar diferentes
propor¢coes e monémeros M e G e variados comprimentos de cadeia resultando
em diversas faixas de massa molar e consequentemente diferentes viscosidades,
caracteristicas estas que influenciam diretamente o comportamento fisico-quimico
e reoldgico do polimero e consequentemente de seus géis e seus filmes
(GARCIA-CRUZ et al., 2008; RINAUDO, 2008).

Na Tabela 2.1 estdo apresentadas as quantidades proporcionais dos acidos
B-D-manurénico (M) e a-L-gulurdnico (G) em alginatos produzidos pelas fontes
mais comuns de algas pardas.
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Tabela 2.1 - Proporgao tipica molar dos Blocos M e G presentes em varias
espécies de algas pardas (adaptado de ZACTITI, 2004).

Fonte
M/G M G MM GG

Algas
Ascophyllum nodossum 1,86 0,65 0,35 0,56 0,26
Durvillea antarctica 5,45 0,71 0,29 0,58 0,16
Durvillea potarum 3,33 0,71 0,23 0,69 0,13
Laminaria digitata 1,22 0,55 0,45 0,39 0,29
Laminaria hyperborea 0,43 0,30 0,70 0,18 0,58
Laminaria japonica 1,86 0,65 0,35 0,48 0,18
Macrocystis pyrifera 1,50 0,60 0,40 0,40 0,20

Alginatos originados da alga Laminaria hyperboria contém maior propor¢ao
de acido gulurbnico (G) em sua estrutura, apresentando maior tendéncia a
reticulacdo se comparado aos alginatos extraidos da alga Macrocystis pyrifera,

ricos em acido manurénico (M).

A quantidade e o tamanho de Blocos G presentes na molécula de alginato
estdo diretamente ligados a capacidade de formagédo do gel e sua estabilidade,
seus grupos carboxilicos reagem com ions di e trivalentes, produzindo géis
termoestaveis. Além dos géis ibnicos, os alginatos também podem formar géis
acidos abaixo do pKa do &cido gulurbnico (pKa = 3,4) (SMIDSR@D, 1974;
DRAGET et al., 1997).

Segundo Donati et al. (2005) a quantidade e a distribuicdo das sequéncias
alternadas MG (configuragdes GG/MG e MG/MG) sao muito importantes para o

processo de gelificacdo, bem como para o comportamento mecéanico dos géis de
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alginato. A presenca de jungbes GG/MG ocasionam um consideravel aumento no
modulo de Young do gel. Paralelamente, a presenca de longas sequéncias
alternadas MG/MG podem induzir a um colapso parcial das ligacées do gel
gerando um decréscimo no médulo de armazenamento devido ao aumento da

forca friccional entre as cadeias conectadas.

Estudos reoldgicos e de dispersdao de luz comprovaram que diferengas na
sequéncia e no conteudo dos Blocos M e G influenciam na forca e na estabilidade
dos géis formados. Géis de alginato com maior quantidade de Blocos M sao mais
plasticos e menos porosos, géis com maior quantidade de Blocos MG apresentam
rigidez intermedidria e sdo mais solUveis em baixos pH, enquanto que géis com
maior quantidade de Blocos G possuem maior estabilidade térmica, sdo mais
volumosos exibindo alta porosidade e pequeno intumescimento, costumam
apresentar alto valor de tensdo de ruptura e sofrem pequeno encolhimento
durante o processo de gelificacdo (SMIDSRYD, 1974; DRAGET et al, 1997;
ERTESVAG; VALLA, 1998).

2.3.1.3 Mecanismo de reticulacao (crosslinking)

O alginato possui a capacidade de formar géis fortes e insoliveis quando
tratado com diversos cations polivalentes, sendo que o cloreto de calcio é
considerado o agente reticulante mais efetivo (ALLEN et al., 1963).

O processo de gelificagdo do alginato baseia-se na sua afinidade por certos
ions e na habilidade de se ligar seletivamente e cooperativamente a estes ions
conforme a representacdo na Figura 2.5 (DRAGET et al., 1997). A estruturagéo
alcangada entre Blocos G recebeu o0 nome de modelo “caixa de ovos”.

Esse processo é governado pela concentracdo e estrutura quimica do
alginato como também pela cinética de reagéo, a qual depende da concentracao
dos cétions, da forga ibnica e do pH (DRAGET et al., 1997).
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Figura 2.5 - Formacao do gel de alginato de calcio. Modelo “caixa de ovos”
(BRYCE et al., 1974).

Estudos atuais tém proposto um melhoramento da teoria “caixa de ovos”
assumindo que jungdes do tipo GG/MG e MG/MG também participam do processo
de reticulagdo n&o devendo ser desconsideradas, pois também originam
cavidades capazes de acomodar os ions calcio influenciando macroscopicamente
no comportamento mecanico dos géis formados (DONATI et al, 2005). As
possiveis jungdes presentes nos géis de alginato estdo representadas na Figura
2.6
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Figura 2.6 - Representacao das possiveis juncdes possiveis nos géis de alginato:
(A) ligacées GG/GG; (B) ligacdes MG/MG e (C) ligagdes mistas GG/MG(DONATI

et al., 2005).
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2.3.1.4 Filmes de alginato de calcio

A qualidade dos filmes de alginato de célcio depende da origem do alginato,
do grau de conversdo entre o sédio o e calcio, da fonte de ions Ca®* (cloreto,
fosfato, lactato ou acetato de célcio) e dos métodos de preparacdo (MANCINI et
al.,1996).

De maneira geral, o processo de reticulacdo do alginato com fons Ca®* pode
ocorrer de trés maneiras: através do resfriamento da solu¢do polimérica onde os
fons ja estdo contidos, através da difusdo dos fons Ca?* para o interior do filme
imerso em uma solucéo iénica ou através da adicao controlada e homogénea de

ions Ca®* em uma solugéo de alginato (ZACTITI, 2004).

Em grande parte dos estudos relatados na literatura, filmes de alginato de
s6dio séo reticulados através da difusdo dos fons Ca*? na matriz polimérica, sendo
que o excesso de calcio adicionado e a auséncia de um agente plastificante
propicia a formacao de filmes quebradicos e ondulados (RHIM, 2004; ROGER et
al., 2006; OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS, 2008; RUSSO et al., 2007).

Aplicando sequencialmente dois contatos de reticulagéo, Zactiti e Kieckbusch
(2005) desenvolveram uma metodologia de reticulagdo em dois estagios. No
primeiro estagio o0s ions calcio s&do adicionados diretamente na solugao
filmogénica, sendo obtido um filme com baixo grau de reticulagdo, com certa
resisténcia mecéanica e manuseabilidade, mas sollvel em agua necessitando de
uma reticulagcdo complementar. Dessa maneira, os filmes retirados dos moldes
sdo imersos em uma solucdo mais concentrada de calcio (2° estagio de
reticulacao), onde os ions calcio sdo agregados a estrutura polimérica através da

difusdo originando filmes menos hidrofilicos e pouco sollveis em agua.

Carulo (2005) e Turbiani (2007) em seus trabalhos, verificaram que o grau de
estruturacao obtido no pré-filme (1° estagio de reticulacao) é fundamental para
otimizar os atributos dos filmes formados. Ocorre diminuicdo da massa de filme
solubilizada em agua e da permeabilidade ao vapor de agua e a tensao de ruptura
aumenta. O alongamento, no entanto, diminui drasticamente.
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Dessa maneira, buscando minimizar a rigidez dos filmes de alginato Santana
(2010) trabalhou com diversos agentes plastificantes enquanto que da Silva (2009)
e Bierhalz (2010) trabalharam com filmes de alginato e quitosana e filmes de
alginato e pectina, respectivamente, ndo se alcangando, entretanto, ganhos

consideraveis de alongamento nas varias condicoes estudadas.

Em todos estes trabalhos os filmes sao produzidos por alginato de sodio de
média viscosidade e com maior proporcao de Blocos M, proveniente das algas
Macrocystis pyrifera. A literatura registra um ndmero restrito de estudos sobre
filmes, nos quais se compara o comportamento da estruturacdo com alginatos
ricos em Bloco G e ricos em Blocos M. Olivas e Barbosa-Céanovas (2008) se
limitam a comparar a permeabilidade ao vapor de agua (menor em alginatos com
M/G = 0,45) e Ashikin e colaboradores (2010) trabalharam com filmes de alginato
sem que estes fossem reticulados com calcio e verificaram que as propriedades
mecanicas dos filmes e sua consequente cristalinidade sao influenciadas pela
temperatura de secagem e que solucdes filmogénicas submetidas a secagem
proximas da temperatura ambiente apresentam propriedades mecanicas e de

coesividade mais adequadas.

Assim, a realizagdo de um estudo comparativo das caracteristicas dos filmes
de alginato provenientes de diferentes fontes, reticulados em dois estagios com
ions calcio permite avaliar as possiveis melhorias nas propriedades mecanicas

destes filmes.

2.3.2 Agentes plastificantes

Plastificantes s&o compostos organicos com baixa massa molar muito
empregados no processamento de polimeros visando melhorias nas propriedades
mecéanicas como o aumento da flexibilidade e maior alongamento (GONTARD et
al., 1993).
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Para que a estabilidade do material polimérico seja mantida durante o seu
tempo de vida util, o plastificante deve ser compativel com o polimero sendo
capaz de se misturar e manter-se homogeneamente dissolvido. Sua volatilidade e
sua taxa de difusdo devem ser baixas, bem como sua concentragdo maxima
admissivel deve ser quantificada evitando o processo de exsudagdo e a
separacdo de fases, caracteristicas estas que influenciam negativamente nas
propriedades do produto (DONHOWE; FENNEMA, 1993).

A plastificacdo de um polimero gera mudancas em suas propriedades fisico-
quimicas as quais refletem em suas propriedades mecéanicas. O agente
plastificante modifica a organizacdo molecular da matriz polimérica através da
diminuicdo das forcas de atracdo intermoleculares, as moléculas tém o seu
volume livre aumentado e ganham maior mobilidade resultando no abaixamento
da temperatura de transicdo vitrea e no aumento da flexibilidade e do
alongamento do material (IRISSIN-MANGATA et al., 2001; SOTHORNVIT;
KROCHTA, 2005; LIMA et al., 2007).

Dependendo da natureza hidrofobica ou hidrofilica do plastificante as
propriedades de barreira do filme também podem ser alteradas. Em filmes de
polissacarideos geralmente é necessario o uso de plastificantes hidrofilicos para
alcancar o comportamento mecéanico adequado devido a presencga das hidroxilas.
No entanto, a propriedade de barreira ao vapor de agua e aos gases sao
reduzidas. Dessa maneira, o plastificante deve ser usado em quantidades que
permitam a otimizacdo das propriedades mecanicas € que gerem pequeno
aumento na permeabilidade dos filmes (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).

Dentre os plastificantes mais utilizados atualmente estao o glicerol, o sorbitol,
o propileno glicol e o polietileno glicol. Entretanto, todos esses plastificantes
apresentam carater hidrofilico o que contribui para o0 aumento da susceptibilidade
destes materiais a condicoes ambientais (SANTANA, 2010).

Empregando como plastificante o sorbitol, o glicerol e o lactato de sodio em

filmes de alginato, Parris et al. (1995) verificaram que a menor permeabilidade foi
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obtida para os filmes preparados com sorbitol como plastificante, seguido do
glicerol e do lactato de sddio. Entretanto, os filmes utilizando sorbitol eram mais
rigidos e quebradicos, enquanto que os de glicerol e lactato se mostraram mais
elasticos.

Santana (2010) também estudou a influéncia do uso de varios plastificantes
como o glicerol, o xilitol, o manitol e misturas de citrato de tributila e glicerol nas
propriedades dos filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio e verificou
que o glicerol apresenta boa compatibilidade com a matriz deste polimero,
originando filmes transparentes e com boas propriedades mecanicas.

2.4 CARACTERIZACAO DOS ALGINATOS

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do alginato € de
fundamental importdncia para o entendimento da relacdo entre a estrutura
apresentada pelo polimero e as propriedades de seus filmes, as quais

consequentemente influenciam na definigdo de sua aplicacdo como embalagem.

Técnicas como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a Cromatrografia
por Exclusdo de Tamanho (SEC), viscosimétricas e reométricas podem ser

usadas neste sentido.

2.4.1 Determinacao da composicao

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de alta resolucdo € uma das
técnicas mais versateis e confiaveis para a determinagdo da estrutura molecular
de materiais poliméricos bem como a sequéncia de copolimeros (CANEVAROLO,
2007).
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Na espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear a radiacado
eletromagnética € absorvida na regido de frequéncia regida pelas caracteristicas
estruturais da amostra, a absorcéo é funcédo de determinados nucleos da molécula
como as dos isétopos 'H, *C, N, O e "°F sendo o espectro gerado um registro
grafico das frequéncias dos picos de absorcdao contra suas intensidades
(SILVERSTEIN, 2007).

Por apresentar uma alta sensibilidade, a RMN 'H é a principal técnica
utilizada para a analise de biopolimeros (CANEVAROLO, 2007).

De acordo com Grasdalen (1983) nas cadeias de alginato os Blocos M e G
podem assumir trés configuragcdes (MM, MG ou GM e GG) as quais emitem sinais
na regidao de 5,20 a 4,00 ppm. Na regido referente a 5,05 ppm (G), 4,67 ppm (M e
GM) e 4,45 ppm (GG) séao obtidas informacdes sobre a razdo dos Blocos M e

Blocos G e fragc6es das configuracdes das cadeias intactas.

2.4.2 Determinacao da massa molar

Polimeros diferenciam-se de outros materiais por possuirem cadeias longas,
de alta massa molar, as quais conferem a estes materiais propriedades Unicas. A
massa molar média de um polimero é resultado do agrupamento de moléculas de
varios tamanhos exibindo uma distribuicdo de massa molar (CANEVAROLO,
2007).

As propriedades mecanicas e o comportamento do polimero durante o
processamento sdo altamente dependentes do tamanho médio e da distribuicdo
de comprimentos das cadeias. Embora a estrutura quimica do polimero seja
semelhante, massas molares diferentes podem mudar completamente as
propriedades do polimero (propriedades fisicas, mecéanicas, térmicas, reoldgicas,
de processamento e outras), e por esta razdo, os polimeros sdo caracterizados
principalmente por sua massa molar (LUCAS et al., 2001).
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A massa molar numérica média depende do numero de moléculas de
polimero presentes na solucdo, qualquer que seja sua estrutura ou tamanho
(LUCAS et al., 2001).

Para os alginatos, além da propor¢cdo e distribuicdo dos Blocos M e G, a
determinagdo de sua massa molar também é muito importante para o

entendimento de suas propriedades caracteristicas (ZACTITI, 2004).

Métodos cromatogréaficos tém sido muito usados na determinagdo da massa
molar de polimeros, sendo varios os trabalhos que relatam o emprego das
técnicas cromatograficas na determinagdo da massa molar do alginato (LIU et al.,
2003; ZACTITI, 2004; da SILVA et al., 2009).

Na Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (SEC) as moléculas do
polimero sdo separadas de acordo com o seu tamanho efetivo, as moléculas
menores penetram nos poros e possuem um tempo de retengdo maior enquanto

que as moléculas maiores eluem de forma mais rapida.

2.4.3 Determinacao da viscosidade intrinseca (nins)

A viscosimetria € um segmento da mecanica dos fluidos que consiste na
pratica experimental de medir a resposta reoldgica dos fluidos, considerando-os
puramente viscosos, desprezando a componente elastica. A determinacao da
medida de viscosidade em solugbes poliméricas muito diluidas €
convenientemente realizada em viscosimetro capilar dos tipos Ostwald Fenske ou
Ubbelohde onde é medido do tempo de escoamento do fluido (MACHADO, 2002).

Segundo Kester e Fennema (1986) a viscosidade das solugcbes de alginato

apresenta as seguintes caracteristicas:
- Massa molar: quanto maior a massa molar, mais viscosa sera a solugéao.

- Concentracdo da solugdo: quanto maior a concentragdo do polimero em

solugdo, mais viscosa sera a solugao.
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- Temperatura: solucdes de alginato apresentam comportamento semelhante
ao de outros fluidos em relacdo a influéncia da temperatura em sua viscosidade,
sendo que a sua viscosidade decresce aproximadamente 2,5% por cada grau

aumentado na temperatura. Este processo € reversivel.

- pH: a viscosidade das solugdes de alginato de sbédio sdo quase
independentes do pH na faixa entre 5,0 a 10,0, apresentando um valor
ligeiramente maior perto da neutralidade (6,0-8,0) devido aos efeitos repulsivos
dos grupos carboxilicos que mantém estendidas as cadeias do polimero e
aumentam a sua capacidade de unido com as moléculas de agua. Abaixo do pH
4,5 a viscosidade tende a aumentar pela diminuicdo da solubilidade do acido
alginico, o qual precipita na forma de gel (pH entre 3,0-3,5).

Os métodos viscosimétricos também permitem estimar os valores de massa
molar de um determinado polimero pela aplicagdo da equacao de Mark-Houvink
(Equacdo 2.5). Smidsrgd (1974) e Mancini et al. (1996) estudaram o
comportamento do alginato em solucdo aquosa e verificaram que a viscosidade
intrinseca esta diretamente ligada ao volume ocupado pela molécula, a sua massa
molar e a rigidez de suas cadeias poliméricas sendo que em condigcdes nas quais
as moléculas apresentam-se neutras (uso do solvente adequado) a Equacéao de
Mark-Houwink (utilizando K = 1,228.10* e a = 0,963) pode ser usada para

predizer as massas molares viscosimeétricas de alginatos de diferentes fontes.

Por ser uma técnica relativamente simples e barata ela é muito utilizada.
Zactiti (2004), Carulo (2005), da Silva (2009) e Ashikin et al. (2010) utilizaram em
seus estudos a técnica e determinagédo da viscosidade intrinseca para estimar a

massa molar de suas amostras de alginato.
Nint = K (My)® (Equagao 2.5)

onde: ni€ a viscosidade intrinseca; K e a sdo constantes dependentes do tipo de

polimero, solvente e temperatura; Mv € a massa molar viscosimétrica do polimero.
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2.4.4 Propriedades reoldgicas

A reologia estuda a deformacdo e o escoamento da matéria quando uma

forca externa é aplicada sobre ela (BIRD, 2005).

O sdlido elastico é considerado um material com forma definida que, quando
deformado por uma forga externa, dentro de certos limites, retorna a sua forma e
dimensdes originais, apdés a remocao dessa forca. Os fluidos viscosos nao
possuem forma geométrica definida e escoam irreversivelmente quando
submetidos as tensdes externas. Por outro lado, os polimeros sdo materiais que
apresentam um comportamento intermediario entre o sélido elastico e o liquido

viscoso sendo considerados materiais viscoelasticos (SCHRAMM, 2006).

A facilidade de um polissacarideo se dissolver e 0 seu comportamento em
solucdo dependem de sua estrutura quimica e de sua conformacdo. Em meio
aquoso, grande parte dos polissacarideos apresentam a capacidade de alterar as
propriedades fisicas da dgua elevando a viscosidade das solugdes e, em algumas
situagdes, criando através de interacoes fisicas coesivas redes intermoleculares,
que originam a formacdo de géis que podem ser entendidos como uma rede
tridimensional a qual é obtida através de ligagcbes das macromoléculas envoltas
por um solvente (WHISTLER, 1973; MORRIS et al., 1981).

As solugcbes polissacaridicas diluidas apresentam um comportamento
semelhante ao de um fluido newtoniano; a medida que as solu¢des tornam-se
mais concentradas o0 comportamento frequentemente observado € o
pseudoplastico (WALTER, 1998).

A determinacdo das propriedades viscoelasticas de materiais pode ser
realizada através de testes estaticos ou dinamicos. Dentre as propriedades
viscoelasticas determinadas nos testes dindmicos estdo 0 modulo de
armazenamento ou de elasticidade (G) e o mdédulo de perda ou de viscosidade
(G") (MENDIETA-TABOATA et al., 2008).
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O médulo de elasticidade (G) e o mddulo de perda (G”) representam,
respectivamente, os graus relativos em que um material consegue se recuperar
com uma resposta elastica ou com uma resposta viscosa, a medida que a taxa de
deformacao (frequéncia) muda. G’ e também G” aumentam linearmente com o
aumento da frequéncia, mas um aumenta mais rapidamente que o outro. No ponto
onde G’=G” a frequéncia é denominada frequéncia cruzada.

A presenca de ligagdes cruzadas nao covalentes dificulta a descricdo das
propriedades fisicas dessas redes, devido ao numero e a posicao destas ligacdes
poderem variar com a temperatura e com o tempo. A reversibilidade dos géis
fisicos deve-se a natureza das interagdes envolvidas, todavia, esta reversibilidade
esta associada aos fenédmenos de histerese (ROSS-MURPHY, 1995).

Os géis geralmente apresentam propriedades viscosas e elasticas, porém
observa-se uma preponderancia do mddulo elastico (G’) sobre o viscoso (G”).
Quanto maior for o valor de G’, maior é o carater sélido do gel (WALTER, 1998) e
as deformacbes serao elasticas ou recuperaveis (RAO, 1986).

2.5 CARACTERIZACAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS

A caracterizacdo de filmes biodegradaveis é uma das etapas mais
importantes no desenvolvimento de embalagens alimenticias, pois revela
informacdes sobre as suas propriedades de barreira, sua resisténcia mecanica,
flexibilidade, manuseabilidade, solubilidade e até mesmo de seu aspecto visual
permitindo definir e otimizar sua aplicagdo. Os métodos utilizados para a
determinacdo das propriedades caracteristicas dos filmes comestiveis sao
derivados dos métodos classicos aplicados aos materiais sintéticos e, foram
adaptados as caracteristicas dos biofilmes, devido especialmente a sua grande
sensibilidade a umidade relativa e a temperatura (GUILBERT et al., 1996).

31



CAPITULO 2 - Revisao Bibliogrdfica

2.5.1 Aspecto visual e tactil

As propriedades Opticas e tateis dos biofilmes sdo consequéncias da
morfologia, da estrutura quimica e da massa molar do polimero bem como da
formulagdo e do processo de fabricagdo empregados. A adicdo de lipidios, o uso
de plastificantes e o grau de reticulagdo também influem drasticamente nestas
propriedades (CHEN, 1995; GUILBERT et al., 1996; SOBRAL; HABITANTE, 1999;
BERTUZZI et al., 2007).

Filmes biodegradaveis devem ser facilmente manuseados e apresentar um
aspecto homogéneo nao contendo rupturas, particulas insollveis, poros abertos e
zonas de opacidade ou com diferenca de cor. Essas caracteristicas podem
influenciar as propriedades mecanicas e de barreira dos filmes comprometendo
qualidade do alimento e até mesmo a aceitagdo do produto pelo consumidor
(CARVALHO, 1997; MARCOS et al., 2010).

2.5.2 Espessura (0)

A aplicagéo de biofilmes como embalagens alimenticias depende de uma
série de fatores, bem como de sua espessura a qual deve ser controlada e
padronizada garantindo a uniformidade do material e a validacdo das analises
comparativas entre as suas propriedades (GENNADIOS et al., 1993; SOBRAL;
HABITANTE, 2001).

No processo de produgéao de filmes por casting a uniformidade da espessura
pode ser obtida pela fixagdo do volume ou da massa de solucao vertida sobre as
placas de secagem desde que sejam mantidas as caracteristicas das formulagdes
e as condigdes de confeccao dos filmes (SOBRAL; HABITANTE, 2001).

Filmes de alginato quando reticulados por diferentes métodos apresentaram
espessuras variadas. Os filmes imersos diretamente na solugdo de CaCl,.2H>O
apresentaram menor espessura se comparados aos filmes que tiveram este

mesmo reticulante adicionado em sua solucédo filmogénica. O decréscimo da
32



CAPITULO 2 - Revisao Bibliogréfica

espessura dos filmes mergulhados na solucéao reticuladora possivelmente ocorreu
devido a solubilizag&o parcial da matriz polimérica. O aumento da concentragéo de
célcio na solugcdo de imersdo gerou filmes com maior grau de reticulacdo
minimizando a sua solubilizagédo, resultando em estruturas com maior espessura
(RHIM, 2004).

A massa molar dos biopolimeros também influi na espessura final dos filmes.
Polimeros com alta massa molar possuem maior nimero de cadeias € de maior
comprimento aumentando o numero de interagbes intermoleculares e refletindo
em ganhos de resisténcia mecanica (CUQ et al., 1996).

Em filmes de polissacarideos, a permeabilidade do oxigénio e do gas
carbdnico diminui com o0 aumento da espessura devido a sua menor solubilidade
na matriz polimérica, enquanto que a permeabilidade do vapor de agua aumenta
linearmente com o aumento da espessura do filme devido as tensdes internas
provocadas pela alteracdo da estrutura dos filmes (PARK; CHINNAN, 1995; CUQ
et al., 1996; SOBRAL; HABITANTE, 2001).

2.5.3 Propriedades mecanicas

Filmes poliméricos aplicados como embalagens alimenticias devem
apresentar propriedades mecanicas adequadas, como resisténcia a ruptura,
alongamento e flexibilidade garantindo a protecdo do produto durante o seu
manuseio, empacotamento, transporte e comercializagdgo (ROBERTSON, 1993;
GUILBERT et al., 1996).

A resisténcia a ruptura ou tensao na ruptura é definida como sendo o esforgo
maximo que um material pode suportar antes de se romper e esta relacionada
com a magnitude das forgcas intermoleculares presentes na matriz polimérica. O
alongamento na ruptura permite quantificar a capacidade maxima de um material

se estender indicando a quantidade de energia que € absorvida antes do seu
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rompimento (ROBERTSON, 1993; CUQ et al, 1996; RHIM, 2004; LIMA et al.,
2007).

As propriedades mecéanicas dos filmes poliméricos sdo diretamente afetadas
pela natureza do material filmogénico como extensdo da cadeia polimérica,
geometria, distribuicdo de massa molar e natureza e posi¢do dos grupos laterais
bem como, pela coesdo da matriz polimérica, a qual depende da distribuicao, da
concentracdo e da forca das ligacbes inter e intramoleculares na estrutura
filmogénica. As condi¢cdes de formacdo, o processo de elaboragdo e os aditivos
utilizados como plastificantes e agentes reticulantes também influem no

comportamento mecanico dos filmes (CUQ et al., 1996).

Polissacarideos apresentam elevada resisténcia a tracdo e pequeno

alongamento, devido a sua estrutura molecular linear (CHEN, 1995).

O tratamento de filmes de alginato com fons Ca®** eleva os valores de
resisténcia a tracdo e diminuem o valor de alongamento. A adicdo de plastificantes
tem sido uma alternativa para reduzir a fragilidade e melhorar o escoamento e a
flexibilidade dos filmes (RHIM, 2004; LIMA et al., 2007; OLIVAS; BARBOSA-
CANOVAS, 2008; ZACTITI; KIECKBUSCH, 2009; SANTANA, 2010; BIERHALZ,
2010).

2.5.4 Propriedades de barreira - permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Embalagens biodegradaveis com boas propriedades de barreira a umidade
podem garantir a qualidade e a estabilidade do alimento evitando o seu
ressecamento, a agdo de microrganismos e alteragdes organolépticas (KESTER,;
FENNEMA, 1986; GONTARD et al.,, 1996; CHEN et al. 1995; OLIVEIRA et al.,
1996; SOBRAL; HABITANTE, 2001).

Geralmente, a transmissao de vapor de agua através de filmes hidrofilicos
depende da difusividade e solubilidade da molécula de 4gua na matriz polimérica.

O vapor de agua € absorvido pela superficie do polimero e difunde através dos
34



CAPITULO 2 - Revisao Bibliogréfica

poros presentes na cadeia polimérica sendo dessorvido na superficie aposta do
filme (KESTER; FENNEMA, 1986; McHUGH; KROCHTA, 1994).

Fatores como a natureza e estrutura do material permeante, o grau de
interacdo entre as cadeias poliméricas € o uso de agentes plastificantes e
reticulantes influem na taxa de permeabilidade do vapor de agua (ROGERS, 1985;
KESTER; FENNEMA, 1986; McHUGH; KROCHTA, 1994).

Filmes com maior densidade, mais cristalinos e com maior massa molar
assim como, filmes que possuem uma matriz formada por cadeias poliméricas
lineares sdo menos permeaveis ao vapor de agua devido ao seu maior
empacotamento. A presencga de cadeias laterais na matriz conduz a um aumento
nos espacos livres facilitando a difusdo do permeante (GUILBERT et al., 1996;
McHUGH; KROCHTA, 1994).

O aumento no espagamento entre as cadeias do polimero devido a inclusao
de moléculas de plastificante pode facilitar a difusividade do vapor de agua. O
glicerol é altamente hidrofilico favorecendo a absorcao de moléculas de agua
contribuindo desta maneira para 0 aumento da permeabilidade ao vapor de agua
(GONTARD et al., 1993).

A permeabilidade ao vapor de agua pode ser diminuida com o aumento da
hidrofobicidade da matriz polimérica através da adicdo de lipidios ou através da
tecnologia de laminacdo. A incorporacéo de certos lipidios, entretanto, resulta em
efeito adverso nas propriedades mecanicas e oéticas dos filmes (YANG;
PAULSON, 2000b).

O efeito de possiveis variagcbes das propriedades de barreira, como
consequéncia da variacdo da espessura dos filmes, nem sempre é considerado,
mas é fundamental. Segundo Chen (1995), a permeabilidade ao vapor de agua de
biofilmes aumenta com a espessura enquanto a permeabilidade aos gases diminui
(maior interagdo com o CO,). Para grande parte dos polissacarideos observa-se
uma relacdo inversa entre a permeabilidade ao vapor de agua e aos gases
carbbnico e oxigénio. Polimeros que apresentam pobre barreira a umidade podem

35



CAPITULO 2 - Revisao Bibliogrdfica

conferir uma efetiva protecdo contra oxidacado de lipidios e outros componentes
alimenticios (BANKER, 1966).

Para filmes de alginato a permeabilidade ao vapor de agua € diminuida
aumentando-se o grau de reticulacdo. O alginato possui cadeias lineares que apos
a reticulagdo com fons Ca** tem sua mobilidade diminuida, reduzindo desta
maneira a difusividade da agua através do filme, levando a uma diminuicdo na
PVA. Rhim (2004) reticulou filmes de alginato com solugdes de cloreto de calcio
com varias concentragdes e comprovou que os filmes com maior grau de
reticulagdo apresentaram melhores resultados de barreira ao vapor de agua.
Zactiti (2004) também comprovou que o tratamento com ions calcio diminuiu em

15% a permeabilidade ao vapor de agua de filmes de alginato.

A literatura descreve diversos métodos para a determinacdo da
permeabilidade ao vapor de agua, sendo o método gravimétrico o mais utilizado
em estudos com biofilmes devido ao seu baixo custo e facilidade de realizac¢ao.
Este método € baseado no aumento de peso de um material higroscopico
colocado no interior de uma capsula impermeavel e isolado do meio ambiente pelo
biofilme, cuja taxa de permeabilidade se deseja conhecer. A capsula é colocada
em um ambiente com umidade relativa e temperatura constante e o ganho de
peso da capsula ao longo do tempo é usado para calcular a taxa de
permeabilidade através do material (SOBRAL; HABITANTE, 2001).

2.5.5 Solubilidade

A solubilidade de filmes poliméricos pode ser quantificada através da
determinagcdo da matéria seca que é solubilizada apds 24 horas de imersdo em

agua.

Em sistemas em que se deseja uma barreira protetora evitando as perdas de
umidade como as embalagens para alimentos com alta atividade de agua é

necessario que o filme seja insoluvel. Em sistemas onde os produtos exigem
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hidratacao prévia ao consumo faz-se interessante como em sachets, por exemplo,

que esses filmes apresentem alta solubilidade (BATISTA, 2004).

De modo geral, a adicao de plastificantes tende a aumentar a solubilidade
dos filmes. Em filmes reticulados, entretanto, esse efeito pode ser menos
pronunciado. As moléculas de plastificante podem permanecer fortemente ligadas
a estrutura reticulada do polimero dificultando, dessa maneira, a sua liberacdo
para a solugcao (IRISSIN-MANGATA et al., 2001).

A solubilidade dos filmes pode ser minimizada através da adicdo de
componentes hidrofébicos como lipidios e ceras que, entretanto, podem induzir a
perdas nas propriedades Opticas e mecanicas (MARTIN-POLO et al, 1992;
BATISTA, 2004; CARULO, 2005).

Uma vez que a energia de interacdo solvente-polimero depende da distancia
intramolecular, polimeros cujas cadeias apresentam melhor empacotamento sao
menos soluveis. Outra alternativa que pode ser aplicada para a reducdo da
solubilidade dos filmes é o processo de reticulagdo com ions divalentes, pois ha a
formacédo de uma rede tridimensional que impede a separagao das cadeias e a
passagem do solvente atraves do filme (BIERHALZ, 2010).

2.5.6 Intumescimento (/)

O mecanismo de intumescimento dos filmes poliméricos inicia-se com o
umedecimento de sua superficie seguida pela difusdo das moléculas do solvente
para o interior de sua matriz, alterando o seu arranjo espacial e aumentando o seu
volume. No entanto, este processo é limitado pelas ligacdes inter e
intramoleculares, pela rigidez intrinseca do polimero e pelo grau de reticulacédo
(LUCAS et al., 2001; SRIAMORNSAK; KENNEDY, 2008).

Em filmes de alginato a capacidade de absorcdo de agua é facilitada pela
presenca de grupos carboxilicos que se associam as moléculas de agua. O
aumento no grau de reticulacao dos filmes diminui a disponibilidade destes grupos
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e, consequentemente, do processo de absorcdo (DAVIDOVICH-PINHAS;
BIANCO-PELED, 2010).

Para filmes ativos, a absorcdo de agua pode influenciar no processo de
liberacdo do agente antimicrobiano, sendo um fator importante a ser avaliado
(ZACTITI, 2004).

2.5.7. Observacoes microscopicas

Observacgbes microscépicas sao técnicas complementares de caracterizacao
estrutural muito Uteis, pois permitem correlacionar a microestrutura dos filmes
poliméricos com seus defeitos e predizer 0 seu comportamento como embalagem
(BIERHALZ, 2010).

A microscopia Optica de varredura (MEV) € uma técnica versatil que permite
a analise da superficie e da seccao transversal dos filmes. O seu resultado € uma
imagem de facil interpretacdo com profundidade de campo bastante alta,
permitindo o estudo morfolégico de amostras relativamente espessas com uma
preparagdo minima, usualmente um revestimento condutivo (MARCOS et al,
2010).
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CAPITULO MA TERIAIS E
3 METODOS

Neste capitulo estdo apresentados os materiais e as metodologias empregados
nos procedimentos analiticos como: caracterizagdo dos diferentes tipos de
alginato, adequagdo da metodologia de preparo dos filmes, caracterizagao
destes filmes e processo de liberagdo do agente antimicético.

3.1 MATERIA-PRIMA E REAGENTES

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados quatro tipos de alginato de
sodio (FMC BioPolymer, EUA) com caracteristicas distintas, extraidos das algas
Macrocystis pyrifera e Laminaria hyperboria. As informagdes cedidas pelo

fornecedor quanto aos alginatos estdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Denominacgao, relagcdo M/G e nivel de viscosidade de amostras de

alginato de sédio usados na pesquisa.

Alginato Relagao M/G Viscosidade Origem/Alga
MM Alto M Média Macrocystis pyrifera
MA Alto M Alta Macrocystis pyrifera
GM Alto G Média Laminaria hyperboria
GA Alto G Alta Laminaria hyperboria

O glicerol (Synth, Brasil) foi usado como plastificante e o cloreto de calcio

dihidratado, CaCl,.2H>0 (Merck, Alemanha) como agente reticulante.
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Para o preparo dos filmes ativos, a natamicina Natamax® (Danisco,

Dinamarca) foi empregada como agente antifungico.

3.2 CARACTERIZACAO DOS ALGINATOS

3.2.1 Determinacao da composicao

A proporcao molar dos residuos do acido -D-manurénico (M) e do acido a-
L-qulurdnico (G) (M/G) e a fragdo molar de GG, MM e GM (MG) e as sequéncias
Fea, Fuwm e Feume foram determinadas por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) 'H em DO a 37°C e 400 MHz, conforme Mendonca et
al. (2011).

As analises foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade
de Coimbra, Portugal, utilizando um espectrémetro de Ressonéncia Magnética
Nuclear Bruker Avance Ill 400 MHz (Alemanha).

Os dados obtidos foram analisados com auxilio do software MestReNova
6.0.2-5475 (Mestrelab Research S.L., Espanha) e calculados utilizando as
Equacdes (3.1) a (3.5), conforme Grasdalen (1983).

Fa = (Is,05)/ (la,67 + l2,45) (Equacéo 3.1)
Faa = (laas5)/ (la,67 + l4,45) (Equacao 3.2)
Fo+ Fu=1 (Equagéo 3.3)
Fec+ Fam = Fg (Equacao 3.4)

F|\/||\/| + FMG = FM (Equagéo 35)
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onde: Is s, la67 la45 € a intensidade dos picos; Fg é a fragdo molar dos Blocos G;
Fum é a fracdo molar dos Blocos M e Fgg, Fam Fum e Fug s@0 as fracdes molares
das sequéncias GG; GM; MM e MG.

3.2.2 Determinacao da massa molar média

As analises foram realizadas no Laborat6rio de Propriedades Reoldgicas e
Coloidais (LPRC) da FEQ/UNICAMP utilizando a técnica de Cromatografia de
Exclusdo por Tamanho (SEC) em sistema cromatografico Shimadzu (Japéo)
(bombas Shimadzu LC-10 AS, injetor manual Shimadzu 2D, detector de indice de
refracdo Shimadzu RID-6A e integrador Shimadzu) com uma coluna de filtragcao
em gel Polysep-GFC (35 X 7,8 mm, Pheanomenex, Torrance, Califérnia, EUA).

A fase movel isocratica usada foi o nitrato de sédio 0,1 mol/L a uma vazéao de
1,0 mL/min. A calibragdo da coluna foi feita indiretamente usando padrdes de
dextrana com massa molar na faixa de 10% a 10° Da (5,2; 23,8; 148; 273; 1100;
2100; 4200; 5900; 7400 kDa) e as massas molares médias dos alginatos
estudados foram determinadas com base no tempo de retencdo das amostras

injetadas.

3.2.3 Determinacéao da viscosidade intrinseca (7ix)

Para a determinacdo da viscosidade intrinseca (7i.), amostras dos alginatos
MM, MA, GM e GA foram diluidas em NaCl 0,1 mol/L, nas seguintes
concentracdes 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 e 0,30 g/dL.

Os ensaios utilizaram um viscosimetro capilar do tipo Ostwald-Cannon-
Fenske (200) e foram realizados a 25°C, sendo a temperatura controlada através
de um banho com recirculacéo ultratermostatico (Nova Etica, Brasil), com controle
de temperatura de + 0,1 °C. O volume da solugdo no viscosimetro foi mantido

constante (8,0 mL) e o tempo de escoamento entre os pontos A e B foi registrado
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(Figura 3.1). Para cada solucdo foram realizadas cinco medidas de tempo de
escoamento.

Figura 3.1 — Esquema de um viscosimetro modelo Ostwald-Cannon-Fenske.

Para a determinacao das viscosidades especifica (7.s) € relativa (7,) foram
utilizadas as Equacgdes 3.6 a 3.10 (LUCAS et al., 2001). A viscosidade intrinseca
(nine) foi determinada pela extrapolacdo da curva (7es)/C versus C até zero e (/n

nr)/C versus C até zero, verificando o valor no qual o eixo foi interceptado.

t
Nr="" (Equacéao 3.6)
to
t—to B
Tesp=1r =1 == (Equagéao 3.7)
0
Nesp .
Nespred ="—"~— (Equacgao 3.8)
In
ine = % (Equacdo 3.9)
Nine=lM¢_0 Nine=lime_o Nesp.red (Equagao 3.10)

onde: 7, € a viscosidade relativa [adimensional]; 7., € a viscosidade especifica

[adimensional]; 7. € a viscosidade especifica reduzida [dL/g]; 7mze € a
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viscosidade inerente [dL/g]; 7. € a viscosidade intrinseca [dL/g]; ¢t € o tempo de
escoamento da solugcao no viscosimetro [s]; t» € 0 tempo de escoamento do
solvente puro no viscosimetro [s]; € € a concentracdo do polimero na solugcéo
[g/dL].

Através do método viscosimétrico também foi possivel estimar os valores de
massa molar viscosimétrica das diferentes amostras de alginato utilizando-se a
equacdo de Mark-Houvink com K = 1,228.10* e a = 0,963 (Equacdo 2.5),
conforme proposto por Smidsrad (1974) e Mancini et al. (1996).

3.2.4 Caracterizacao reoldgica

Os ensaios reoldgicos foram realizados no Departamento de Fisico-quimica
do Instituto de Quimica da UNICAMP utilizando um redmetro Haake, modelo
RheoStress 1 (Haake Inc., Alemanha) com sistema cone-placa. O didametro e o
angulo do cone foram de 50 mm e 0,04 radianos, respectivamente, conforme a

Figura 3.2.

HAAKE RheoStress 1

Figura 3.2 — Redbmetro e sistema cone-placa utilizado nos ensaios reolégicos.
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A temperatura dos ensaios foi controlada através de um banho com
recirculacdo modelo ThermoHaake DC-30 (Haake Inc., Alemanha), com controle
de temperatura de + 0,1 °C. As medidas oscilatérias foram conduzidas na regiao
viscoelastica linear em uma faixa de frequéncia de 0,1 a 10 Hz. Os mddulos de
elastico (G) e viscoso (G'") foram obtidos em funcédo da frequéncia na regido

viscoelastica.

As caracteristicas reoldgicas de 13 diferentes solucdes, especificadas na
Tabela 3.2, foram determinadas para cada um dos quatro alginatos, a uma

temperatura de 25°C.

Tabela 3.2 - Denominagao e composi¢ao das solugdes dos alginatos MM, MA, GM

e GA usadas nos ensaios reologicos.

Formulacdo g alginato/100 mL 4gua g glicerol/g alginato mg Ca**/g alginato

AA.l 0,50 - -
AA.ll 1,00 - -
AA.II 1,50 - -
AA.IlV 2,00 - -
AAG.I 1,50 0,30 -
AAG.II 1,50 0,60 -
AAG.II 1,50 1,20 -
AAC.I 1,50 - 6,80
AAC.II 1,50 - 8,16
AAC.II 1,50 - 19,04
AAC.IV 1,50 - 21,76
AAGC.I 1,50 0,60 6,80

AAGC.II 1,50 0,60 8,16
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As quatro solugdes alginato-agua (AA) foram preparadas adicionando o
alginato a agua (temperatura ambiente), sob agitacdo mecéanica de 900 rpm
(Tecnal, modelo TE-139, Brasil) e mantendo-se a agitacao por 1 hora.

As outras solucbes estdo baseadas na solucdo AALlll, isto é, solucdes
contendo 1,50 g de alginato em 100 mL de agua. As solugdes AAG foram
preparadas solubilizando o glicerol em agua (temperatura ambiente) e entao
adicionando-se 1,50 g de alginato por cada 100 mL de agua.

No preparo das solucdes AAC partiu-se de solugdes AA.lll ja formadas que
foram aquecidas a 70°C utilizando uma manta aquecedora (Fisaton, modelo 67,
S&o Paulo, Brasil) e pré-reticuladas com quantidades crescentes de ions Ca®*
(Tabela 3.2). A adicdo do calcio foi realizada com o auxilio de uma bomba
peristaltica (Masterflex, modelo 77120-70, EUA) a uma vazao de 1,0 mL/min.

As solucbes AAGC foram preparadas com base na solucdo AAG.II sendo
também aquecidas e reticuladas em condi¢gdes semelhantes as empregadas para
as solucdes AAC.

3.3 PREPARO DOS FILMES DE ALGINATO DE CALCIO

Os filmes de alginato foram preparados por casting, tendo como base a
metodologia desenvolvida por Zactiti e Kieckbusch (2005), a qual consiste em dois

estagios de reticulagdo, conforme a Figura 3.3.

No primeiro estagio, o glicerol (0,6 g/g alginato) foi solubilizado em agua
destilada sob agitacdo mecanica de 900 rpm (Tecnal, modelo TE-139, Brasil) por
15 minutos. Em seguida adicionou-se 1,5 g alginato/100 mL agua destilada
mantendo-se as mesmas condigdes de agitacao por 1 hora, visando a perfeita
dissolugéo do polimero.
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A solugéo filmogénica foi aquecida a 70°C utilizando uma manta aquecedora

(Fisaton, modelo 67, Brasil) e pré-reticulada com 30 mL de solucado diluida de

CaCl>.2H,O obedecendo a uma vazao de 1,0 mL/min com o auxilio de uma

bomba peristaltica (Masterflex, modelo 77120-70, EUA).

Glicerol
(3,69)
1

Alginato DISSOLUGAO
(69) (900 rpm, 25°C, 60 min)

Solugao reticuladora 3 ~
30mL, 1,0 mL/min PRE(QFSEBS%I(;%?AO
(6,80 mg Ca’*/g alginato) I :

MOLDAGEM/SECAGEM
Placas (225 cm?, 50 g solugdo, 40°C, 20 h)
| |

| ACABAMENTO (52% UR, 25°C, 48 h) |

| |
FILME
(baixo grau de reticulacao)
1 |

RETICULACAO COMPLEMENTAR

Imers&o na solugdo reticuladora 50 mL

(5 g CaCl,.2H,0/100 mL H,0, 3 mL glicerol/100 mL H,0, 20 min)

1 |
SECAGEM FINAL

Tanel de secagem
(25°C, 2 60% UR)

ACABAMENTO (52% UR. 25°C. 72 h) |*

FILME
RETICULADO

Figura 3.3 - Fluxograma do processo de preparo dos filmes de alginato.

Com a solugao, ainda quente, aliquotas de 50 g foram vertidas em placas de

acrilico de 225 cm? de area e mantidas por 20 horas em estufa com recirculagao

de ar (Fanem, modelo 099EV, Brasil) a 40°C. Os filmes foram retirados das placas
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e armazenados por 48 horas em ambiente climatizado a 25°C e 52% de umidade

relativa. Estes filmes sdo denominados de pré-filmes ou filmes de 1° estéagio.

No segundo estagio, os filmes obtidos na primeira etapa sofreram uma
reticulagdo complementar por imersdo total em 50 mL de solugéo de cloreto de

calcio e glicerol durante um periodo de tempo definido.

Os filmes foram secos em um tunel com circulagéo de ar a 25°C e umidade
relativa superior a 60% (Figura 3.4) e permaneceram por 72 horas em ambiente a
52% UR e 25°C para equilibracdo e homogeneizacdo antes de serem
caracterizados.

1

-
=

Figura 3.4 - Tunel com circulacdo de ar usado na secagem dos filmes apds a
reticulagcdo complementar.

3.3.1 Preparo dos filmes: definicao do 12 estagio de reticulacao

Ensaios preliminares foram realizados para determinar a concentragdo
adequada de fons Ca®* a ser adicionada no 12 estagio de reticulagdo dos filmes
dos alginatos MM, MA, GM e GA. Solugdes dos alginatos foram pré-reticuladas
com quantidades crescentes de fons Ca®* (contidos em 30 mL de solucdo de
CaCl,.2H,0) conforme a Tabela 3.3.
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Filmes do 1° estagio de reticulacdo foram preparados com as formulagdes
que ndo apresentaram pontos de gelificagcdo e dificuldade de espalhamento da
solugéo na placa.

As estruturas produzidas tiveram o seu aspecto visual avaliado e apds 48
horas em ambiente climatizado a 25°C e 52% de umidade relativa, foram
caracterizadas quanto a solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor de agua,
umidade, propriedades mecanicas (tensdo de ruptura e alongamento) e contetudo
de célcio.

As quantidades de glicerol (0,6 g/g alginato) e alginato (1,5 g alginato/100 mL
agua destilada) presentes na solugéo filmogénica correspondem aquelas usadas
nos demais trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisas do LEPPbio
possibilitando a comparagao entre os resultados (ZACTITI, 2004; DA SILVA, 2009;
BIERHALZ, 2010).

Tabela 3.3 - Quantidade de ions Ca** adicionada no 1° estagio de reticulagdo das
solugdes de alginato.

Alginato Concentragao da solugao mg Ca*?/g alginato
reticuladora CaCl,.2H,0 [%]

0,2 2,72
0,4 5,44
0,5 6,80
MM, MA. 0,6 8,16
GM e GA 0,8 10,88
1,0 13,60
1,2 16,32
1,4 19,04

1,6 21,76
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3.3.2 Preparo dos filmes: definicao do 22 estagio de reticulacao

As formulagdes de filmes de 1° estagio confeccionados com alginatos MM,
MA, GM e GA que se mostraram promissoras em termos de manuseio € aparéncia
tiveram seu comportamento estudado perante a reticulagdo complementar (2°

estagio) sendo avaliado:

- A influéncia do tempo de imersdo dos filmes de alginato na solugéo

reticuladora;
- A influéncia da concentracao de glicerol na solucao reticuladora;
- A influéncia da concentracao de ions calcio na solugao reticuladora.

Na Tabela 3.4, estdo apresentadas os parametros de tempo e concentragoes
de glicerol e ions calcio usados nos ensaios para a definicdo das condi¢cdes do 2°

estagio de reticulacao.

Tabela 3.4 - Tempo de imersao, quantidade de glicerol e fons Ca*? adicionados no

2° estagio de reticulagéao.

Alginato Tempo de imersao glicerol mL/100 CaCl,.H,O g /100
[min] mL agua mL agua
3 3,5e8
gﬂll\\/l/l MGAA 6 3,5e8
© 10, 20 e 30
9 3,5e8
12 3,5e8

Apbés 72 horas em ambiente a 52% UR e 25°C, os filmes foram
caracterizados quanto ao aspecto visual, a solubilidade em agua, umidade,
permeabilidade ao vapor de agua, propriedades mecanicas (tensdo de ruptura e
alongamento) e conteudo de caélcio.
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Os filmes dos alginatos MM, MA, GM e GA que apresentaram as melhores
propriedades foram caracterizados complementarmente quanto a sua morfologia,

cor e opacidade.

3.3.3 Confeccao dos filmes ativos de alginato

Os filmes dos alginatos MM, MA, GM e GA que apresentaram as melhores
propriedades serviram como base para o preparo dos respectivos filmes ativos
que foram confeccionados de acordo com da Silva (2009). A natamicina foi
adicionada a solucao filmogénica durante o 1° estagio, apds sua pré-reticulacao,
na concentracao de 4% em relacao a quantidade total de alginato, mantendo-se o

aquecimento e a agitagao por 10 minutos.

Apbs 72 horas em ambiente a 52% UR e 25°C, os filmes ativos MM, MA, GM
e GA e suas respectivas estruturas contendo natamicina em sua formulagéo foram
caracterizados quanto ao aspecto visual, a solubilidade em agua, umidade,
permeabilidade ao vapor de dgua e propriedades mecanicas (tensédo de ruptura e
alongamento) e complementarmente quanto a sua morfologia e grau de

intumescimento.

3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FILMES

As amostras de filmes foram caracterizadas quanto ao seu aspecto visual,
espessura, conteudo de umidade, solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor

de agua, grau de intumescimento e resisténcia mecanica.

Além das caracteristicas citadas, esses filmes foram submetidos a
observagdes microscopicas de sua microestrutura, quantificacdo do teor de calcio

e da cor e opacidade.
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3.4.1 Aspecto visual
Andlises visuais e tateis foram realizadas de forma subjetiva visando
selecionar as formulagcdes que originaram filmes homogéneos (com coloragao
uniforme e auséncia de particulas insolluveis), continuos (sem a presenga de

rupturas e regides quebradicas) flexiveis, ndo apresentando dificuldades para se
desprender do suporte e serem facilmente manuseados.

3.4.2 Espessura (0)

A espessura dos filmes foi controlada através da adigdo de uma massa
constante de solucéo filmogénica na placa.

Foram realizadas 10 medigbes, de maneira distribuida, na superficie do filme
utilizando-se um micrédmetro digital (Mitutoyo, MDC-25S, resolucdo 0,001 mm,
Japao).

3.4.3 Conteudo de umidade (w)

O conteudo de umidade dos filmes foi determinado através de analises
gravimétricas realizadas em estufa a vacuo (Lab-Line, Squaroid, EUA), a 105°C
durante 24 h. As analises foram realizadas em triplicata.

3.4.4 Massa solubilizada em agua (MS)

A solubilidade dos filmes de alginato em agua (MS), foi determinada segundo
metodologia proposta por Irissin-Mangata et al. (2001).

A umidade (w) do filme foi pré-determinada conforme o ltem 3.4.3. Outra

amostra do mesmo filme (m,) foi imersa em 50 mL de agua destilada e o sistema
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mantido sob agitacao lenta e periodica (150 rpm) a 25 °C por 24 h, utilizando um
banho de agitacao (Shaker Bath Orbit, Lab-Line, EUA).

A amostra foi seca em estufa para determinagdo da massa nao soluvel (mj.
A matéria solubilizada € expressa em funcdo da massa seca inicial conforme a
Equacéo 3.11.
mo(1-w)—mg

MS = mo(l— o) (Equacéo 3.11)

3.4.5 Intumescimento (/)

O intumescimento dos filmes 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 de tempo a fim
de conhecer o tempo de estabilizacdo. A superficie do filme era enxugada entre
papéis de filtro antes de cada pesagem, tendo-se o cuidado para n&o pressionar o

filme, determinando-se a massa do filme Uumido (m.).

O intumescimento dos filmes foi calculado em fungdo da massa total inicial

da amostra (Equacao 3.12). A andlise foi realizada com trés repeticoes.

my— My

/= (Equacéao 3.12)

my

3.4.6 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

O coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua foi determinado de acordo
com o método E95-96 (ASTM, 1995a).
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Amostras dos filmes foram seladas sob a abertura circular da tampa de uma
célula de permeacdo com abertura central de 46,24 cm?, feita de acrilico

preenchida com cloreto de calcio granulado (Ecibra, Brasil).

Estas células foram colocadas em recipientes hermeticamente fechados (500
mL) contendo em seu fundo uma solugdo super-saturada de cloreto de sédio
(Synth, Brasil) a 25°C para manter a umidade relativa em 75%. O volume interior
da célula era de 30 mL enquanto que o volume livre do recipiente era de 400 mL
(Figura 3.5).

Figura 3.5 — Sistema utilizado na determinacdo da permeabilidade ao vapor de

agua.

Apds 2 horas, a massa das células foi determinada a cada 12 horas por 3
dias utilizando uma balanga analitica AY 220 (Shimadzu, Japao).

A variagdo de massa da célula com o tempo corresponde a taxa de agua que
permeou pelo filme e que foi usada na Equacéo 3.13 para calcular a PVA.

G.5
PVA=F——— Equacao 3.13
Ae-APHZO ( quag )
onde: PVA € o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua
[(g.mm/m2.dia.kPa)]; & € a espessura média do filme no final do experimento
[mm]; G é a taxa de massa do sistema [g/dia]; 4. € a area de permeacao do filme

[M?]; AP0 é diferenca de pressao parcial de vapor de agua no ambiente dos dois
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lados do filme [kPa]; F é um fator de correcdo que considera a resisténcia a
difusdo da camada estagnada de ar entre o CaCl, e o filme. Nas condicées de
uso, essa corre¢ao era maior que 0,99 sendo adotado o valor de 1,0 (McHUGH,;
KROCHTA, 1994).

3.4.7 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecéanicas dos filmes como tensdo na ruptura (TR) e o
alongamento na ruptura (A) foram determinadas a temperatura ambiente (251°C)
e umidade relativa de 50% (x 5%) utilizando um texturémetro TA.XT2 (Stable
Micro Systems SMD, Inglaterra), de acordo com as normas ASTM D882 (ASTM,
1995b).

Dez amostras de filmes com dimensbées de 10 X 2,54 cm tiveram a
espessura pré-determinada pela média aritmética de dez medidas em pontos
aleatérios nos filmes. As amostras foram fixadas por duas garras corrugadas
distantes 5 cm entre si e que se afastavam a uma velocidade de 0,1 cm/s.

A tensdo de ruptura foi expressa como a forga maxima no rompimento
dividida pela area da seccao transversal inicial da amostra (Equacao 3.14) e o

alongamento como o percentual da disténcia original (Equacao 3.15).

TR :g—m (Equacéo 3.14)
S
d -
A =7 100 (Equacao 3.15)

0

onde: 7R € a tensdo na ruptura [MPa); Fn é a forca maxima no rompimento [N]; A4s
€ a area de seccgdo transversal da amostra do filme [mm?2]; 4 é o alongamento na
ruptura [%]; d é a distancia final de separacao das garras [cm]; dp é a distancia

inicial de separacao das garras [cm].
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3.4.8 Determinacao do conteudo de calcio

A determinacdo da concentracdo de calcio foi realizada nos filmes que

apresentaram propriedades otimizadas, com 1° e 2° estagios de reticulagao.

Amostras dos filmes com aproximadamente 8 mg foram dissolvidas em 10
mL de uma solugédo de citrato de sodio 2% e diluidas em agua destilada na

proporgao de 1:25, conforme Sriamornsak e Kennedy (2008).

As leituras foram efetuadas em um espectrofotdmetro de absorcdo atémica
com chama (Perkin-Elmer, modelo 373, EUA) utilizando uma lampada de catodo
oco de célcio como fonte de radiacao primaria, no modo de absor¢gédo com sistema
de combustao ar-acetileno. As analises foram realizadas em triplicata.

3.4.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Filmes reticulados com e sem natamicina em sua formulagdo tiveram a
morfologia de sua superficie e da secado transversal analisadas por microscopia
eletrénica de varredura utilizando-se um microscopico (LEO, modelo DMLM, EUA)
acoplado ao computador LEO Q500IW. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC) da FEQ/UNICAMP.

As amostras foram mantidas em dessecador contendo cloreto de célcio

anidro por sete dias antes da realizagdo das analises.

3.4.10 Cor e opacidade

A cor dos filmes foi determinada por meio de um colorimetro Hunterlab
(Colorquest Il, Faifax, EUA), segundo Sobral e Habitante (2001). As analises
foram realizadas simulando a luz do dia (modo Des) € com area de medida de 30

mm2.
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Trés leituras em cada lado dos filmes com trés repeticoes foram realizadas
utilizando-se os padrées ClELab: L* variando de 0 (preto) a 100 (branco); a*, do
verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao amarelo (+). A diferenca total de cor
(4E™ foi calculada de acordo com a Equagéo 3.16.

AE* = [(L* = Lp)* + (a" —ap)* + (b* — bp)?*]%° (Equacéo 3.16)

onde: Ly* ap* e b,* sdo os parametros de cor do filme padrdo utilizado para
comparacao dos resultados.

O angulo Hue (H) foi determinado permitindo avaliar a tonalidade e a

intensidade da cor dos filmes, os célculos utilizaram as Equagdes 3.17 e 3.18.

H =tan™! (Z—) (Equago 3.17)

*

Cr=[(a*)? + (b*)?]°° (Equacdo 3.18)

onde: A é o angulo Hue; Cx é o croma; a* e b* sdo parametros de luminosidade.

A opacidade dos filmes foi obtida de acordo com o método Hunterlab (Sobral,
1999), utilizando-se o colorimetro no modo trasmitancia. O equipamento foi
calibrado com um fundo padrdo branco e um fundo padrao preto. As analises
foram realizadas em triplicada e os calculos utilizaram a Equacéao 3.19.

Yp ~
Y = (—) 100 (Equacgao 3.19)
Yp
onde: Y é a opacidade do filme [%]; ¥, € a opacidade do filme sobreposto a um

fundo preto; ¥, é a opacidade do filme sobreposto a um fundo branco.
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3.5 ENSAIO DE LIBERACAO DA NATAMICINA EM AGUA

Para o ensaio de liberacdo da natamicina em agua, amostras de filmes ativos
com dimensdes 4 X 4 cm foram colocadas em recipientes contendo 25 mL de
agua destilada. Os recipientes foram dispostos em um banho (Shaker Bath Orbit,
Lab-Line, EUA) e mantidos sob agitacao e temperatura de 25°C, com a finalidade

de minimizar possivel resisténcia por conveccao de massa.

No tempo zero as amostras dos filmes foram mergulhadas no primeiro
recipiente e, apds um intervalo de tempo pré-determinado foram transferidas para

0 segundo recipiente, e assim sucessivamente (ZACTITI, 2004).

A concentragdo do agente antimicrobiano na solugdo foi determinada por
espectrofotometria UV/Vis utilizando um espectrofotdmetro (HP, modelo 8453,
EUA), equipado com controlador de temperatura HP 89090A e software UV-Visible
Chem Station. Os espectros de absor¢cdo foram obtidos na faixa de 290 a 350 nm
e a concentragdo de natamicina foi determinada como a terceira derivada pela
amplitude do pico em 317 nm e calculada a partir da Equagao 3.20, resultante da
curva padrao da natamicina (da SILVA, 2009).

Cv= ooazz(d3abs) Equagéo 3.20
v="-0, FTE (Equagao 3.20)

d3abs
das

onde: Cy € a concentragdo de natamicina em ppm; € a leitura da

absorbancia em terceira derivada no pico da natamicina.

A massa do agente antimicrobiano liberada no tempo t (M;) e as fragbes de

massa liberadas (My/M.,) foram calculadas e plotadas em fun¢ao do tempo.
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A quantidade de agente antimicrobiano que poderia ser liberada em um
tempo infinito (M.,) foi considerada como a massa a partir da qual ndo houve mais

variacao consideravel.

A massa total de natamicina transferida dos filmes para o sorvedouro foi
determinada através da Equagéo (2.2).

Para solucbes em tempos curtos a difusividade efetiva do agente
antimicrobiano foi calculada a partir do ajuste linear da reta obtida ao plotar-se

(My/M.) em funcéo da raiz do tempo, conforme Equagao (2.4).

3.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A anélise estatistica dos dados foi realizada através do método de anélise de
variancia (ANOVA).

O Teste de Tukey foi utilizado para determinar diferencas significativas entre
as médias, a um nivel de probabilidade de 5% (p < 0,05).

Estas analises foram realizadas com auxilio do software Statistica 7.0
(Stasoft, EUA).
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CAPITULO
4

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Este capitulo contem os resultados obtidos neste estudo bem como as
discussbes pertinentes. Os alginatos MM, MA, GM e GA foram caracterizados
quanto a sua composi¢do, massa molar, viscosidade intrinseca e comportamento
reoldgico. Essas caracterizagbes permitiram relacionar a estrutura do biopolimero
com suas propriedades fisico-quimicas e até mesmo otimizar suas aplicagbes.
Ensaios preliminares foram realizados visando determinar as condigcbes dtimas
de preparo bem como compreender o comportamento dos alginatos de diferentes
composigbes frente ao mecanismo de reticulagdo com ions calcio, influéncia da
concentragdo do agente plastificante e do tempo de imersdo na solugdo
reticuladora o que permitiu definir os filmes com melhores propriedades, os quais
passaram por uma caracterizagdo complementar. Filmes ativos, contendo
antifungico, também foram caracterizados, sendo o mecanismo de liberacdo

avaliado para os alginatos de caracteristicas distintas.

4.1 CARACTERIZACAO DOS ALGINATOS

4.1.1 Determinacao da composicao

Em alginatos a relagdo de proporcionalidade existente entre os Blocos M e

Blocos G (M/G) e a distribuicdo sequencial destes monbémeros na cadeia

polimérica definem as caracteristicas fisico-quimicas e reoldgicas deste polimero.

A proporgéao entre os Blocos M e G e a fragdo molar dos Blocos M, Blocos G,

Blocos GG, Blocos MM e Blocos MG ou GM dos alginatos provenientes das algas
Macrocystis pyrifera (MM e MA) e Laminaria hyperboria (GM e GA) foram
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determinadas através da Ressonancia Nuclear Magnética. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 4.1 e os seus respectivos espectros podem ser
observados no Apéndice A.

Tabela 4.1 — Proporcéao entre Blocos (M/G), fracdo molar dos Blocos M (Fy),
Blocos G (Fg), Blocos GG (Fgg), Blocos MM (Fum) e Blocos MG ou GM (Fua, gm)
dos alginatos.

Alginato M/G Fu Fa Fea Fum Fua, am
MM 1,94 0,66 0,34 0,17 0,49 0,17
MA 1,43 0,59 0,41 0,27 0,45 0,14
GM 0,61 0,38 0,62 0,42 0,18 0,20
GA 0,54 0,35 0,65 0,45 0,15 0,20

Conforme os valores apresentados na Tabela 4.1, os alginatos utilizados
neste estudo estdo ordenados de forma crescente em relagdo a quantidade de

Blocos G presentes em sua cadeia, na sequéncia:
MM < MA < GM < GA

Os resultados obtidos através da espectroscopia de ressonancia nuclear
magnética permitiram confirmar que os alginatos GM e GA sado provenientes das
algas Laminaria hyperboria, apresentando maior quantidade de Blocos G
enquanto que os alginatos MM e MA sao originados da Macrocystis pyrifera

apresentando maior quantidade de Blocos M.

Resultados semelhantes estédo relatados na literatura em diversos trabalhos
onde a razéo entre Blocos M e G para os alginatos extraidos das algas marrons
apresenta-se na faixa de 0,40 a 1,85 (SARTORI et al., 1996; DRAGET et al., 1997;
CLEMENTI et al., 1999; DONATI et al., 2005; MORCH et al., 2006; RUSSO et al.,
2007; OLIVAS; BARBOSA-CANOVAS, 2008).
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Carulo (2005) determinou a composi¢cdo do alginato convencionalmente
empregado no preparo de filmes no LEPPbio e obteve a relacdo M/G no valor de
1,38 (muito proximo de 1,43, conforme a Tabela 4.1) confirmando que o alginato
usado nos estudos realizados pelo grupo de pesquisa possui maior quantidade de

Blocos M, sendo proveniente das algas Macrocystis pyrifera.

A quantidade de Blocos M e Blocos G presentes na cadeia polimérica do
alginato esta diretamente relacionada com o limite de ions calcio a ser usado no
processo de reticulacdo dos seus filmes. Os alginatos GM e GA, ou seja, alginatos
com maior proporgdo de Blocos G necessitam de menores quantidades de calcio
em seu processo de reticulagdo, pois possuem maior afinidade por estes ions,
originando um maior numero de ligacbes de conteldo energético superior as
formadas pelos alginatos MM e MA que apresentam ligacées mais brandas com
estes ions (SMIDSRGD, 1974; DONATI, et al, 2005; RUSSO et al., 2007;
GARCIA-CRUZ et al., 2008).

4.1.2 Determinacao da massa molar

A massa molar do alginato e o comprimento de suas cadeias sao
caracteristicas que estao relacionadas diretamente com a sua fonte de origem e o

seu processo de beneficiamento.

A caracterizacdo da massa molar das amostras de alginato foi realizada
através da avaliacdo do tempo médio de retencdo do polimero na coluna
cromatografica de exclusao por tamanho. Os resultados foram expressos sob a
forma de massa molar média dos alginatos estudados e estdo apresentadas na
Tabela 4.2. A curva padréao de calibracdo da coluna e os cromatogramas obtidos

encontram-se no Apéndice B.

Os valores na Tabela 4.2 indicam que os alginatos GA (maior propor¢céao de
Blocos G e alta viscosidade) e MA (maior proporcdo de Blocos M e alta

viscosidade) apresentaram maiores valores de massa molar média numérica nao
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havendo diferencas significativas entre os valores obtidos, confirmando que estes
polimeros possuem cadeias longas.

Tabela 4.2 — Valores de massa molar média numérica (M,,) dos alginatos obtidos

por cromatografia de exclusdo por tamanho.

Alginato MM MA GM GA

M, [Da] 1,94.10°2 5,62.10°° 1,02.10°¢ 6,17.10°°

Obs. Letras diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (p>0,05) entre as medias obtidas pelo Teste de
Tukey.

O alginato GM (maior proporcdo de Blocos G e média viscosidade)
apresentou o menor valor de massa molar média numérica dentre as amostras
estudadas, indicativo de que suas cadeias sdo menores que as dos demais
alginatos. O alginato MM (maior proporgédo de Blocos M e média viscosidade)

apresentou valor intermediario de massa molar média numérica.

Conforme o esquema apresentado os alginatos utilizados neste estudo estdo
ordenados de forma crescente em relagdo a massa molar, na sequéncia:

GM < MM < MA < GA

Liu et al. (2003) trabalharam com alginatos com diferentes proporcdes de
Blocos M e G e variadas massas molares para verificar a fase de transi¢ao sol-gel
induzida pela adicdo de ions calcio a solugdo aquosa destes polimeros, enquanto
que Russo et al. (2007) empregaram alginatos com diferentes propor¢cées M/G,
mas com massas molares médias numéricas semelhantes, na faixa de 10° Da
para estudar o mecanismo de gelificacédo e a influéncia dos Blocos G na producgao
de filmes. Os resultados destes estudos demonstraram que o processo de
gelificacdo do alginato depende da proporgcao entre Blocos M e G e de sua massa
molar.

Draget et al. (1994) estudando também os efeitos da composicdo quimica e

da massa molar nas propriedades do alginato observaram que a capacidade de
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formacédo de geis esta relacionada com a proporcdao M/G e com massa molar
deste polimero. Alginatos com maior massa molar possuem maior tendéncia a
gelificagdo, pois possibilitam a formagdo de um maior numero de possiveis
juncbes e maiores entrelagamentos entre as suas cadeias fato que acaba

refletindo nas propriedades dos filmes obtidos.

Estudos realizados no LEPPbio revelaram que filmes produzidos com
alginato com maior proporcado de Blocos M e massa molar média numérica na
faixa de 10°a 10° Da apresentam boas propriedades fisico-quimicas e de barreira.
O uso de alginatos com massa molar média numérica acima desta faixa originou
filmes heterogéneos, devido a formacdo de solucbes poliméricas de alta
viscosidade e consequentemente com baixa capacidade de espalhamento nos
moldes (ZACTITI, 2004; da SILVA 2009; BIERHALZ, 2010).

4.1.3 Determinacao da viscosidade intrinseca (nins)

Os resultados de viscosidade intrinseca dos alginatos foram obtidos
experimentalmente de acordo com a metodologia descrita no ltem 3.2.3.

Na Tabela 4.3 estdo apresentados os resultados obtidos para a viscosidade
intrinseca e os correspondentes valores de massa molar viscosimétrica, a qual foi
calculada através da Equacgao de Mark-Houwink.

Tabela 4.3 — Valores de viscosidade intrinseca (ni») € massa molar média
viscosimétrica (M), obtidos experimentalmente dos alginatos.

Alginato MM MA GM GA
Nine[dL/g] 208,142 277,26° 177,58° 296,32°
My, [Da] 2,94.10°2 3,96.10°° 2,49.10°° 4,24.10°°

Obs. Letras diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (p>0,05) entre as medias obtidas pelo Teste de
Tukey.
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Os alginatos MM e GM apresentaram menores valores de viscosidade
intrinseca se comparados aos valores dos alginatos MA e GA, seguindo a mesma
tendéncia apresentada pelas massas molares correspondentes. O alginato GM
apresentou o menor valor de viscosidade intrinseca se comparado as demais
amostras estudadas enquanto que o alginato GA apresentou o maior valor de
viscosidade.

Os valores obtidos para a massa molar média viscosimétrica sdo proximos
aos da massa molar numérica, obtidos por cromatografia de exclusao de tamanho.
Os alginatos utilizados neste estudo, quando ordenados de forma crescente em
relagdo a massa molar média viscosimétrica assim como a viscosidade intrinseca

apresentam a mesma sequéncia ja obtida e apresentada na Tabela 4.2.

Os resultados de viscosidade intrinseca obtidos neste estudo demonstraram
que é possivel estimar satisfatoriamente os valores de massa molar tanto para os
alginatos com maior quantidade de Blocos M quanto para alginatos com maior
quantidade de Blocos G através da Equacado 2.5 utilizando as constantes (K =
1,228.10" e a = 0,963) propostas por Smidsrad (1974) e Mancini et al. (1996).

Empregando a equacdo de Mark-Houwink para alginatos com maior
quantidade de Blocos M e massa molar na faixa de 10°a 10° Da Zactiti (2004) e da
Silva et al. (2009) também obtiveram resultados equivalentes aos aqui obtidos.

4.1.4 Teste reoldgico dinamico-oscilatério

Na reologia, os testes dinamico-oscilatérios fornecem informagdes
importantes sobre o comportamento viscoelastico do material polimérico em
diferentes frequéncias. Dessa maneira, neste estudo buscou-se conhecer o
comportamento reoldgico dos alginatos MM, MA, GM e GA possibilitando avaliar a
influéncia da concentracéo destes polimeros em solucéo, de suas massas molares

bem como da propor¢cdo dos Blocos M e Blocos G quando submetidos ao
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processo de reticulagdo com variadas quantidades de ions calcio, fornecendo

assim dados indicativos para o processo de produgado dos biofilmes.

4.1.4.1 Caracterizacao viscoelastica dos alginatos em agua (AA)

Foram preparadas solugées aquosas dos alginatos estudados, em diversas

concentragoes (0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0%), conforme a Tabela 3.2, visando avaliar

o comportamento dos moéddulos elastico (G) e viscoso (G) em fungcdo da

frequéncia. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras 4.4 a 4.7.

E possivel verificar através dos reogramas que as solucdes dos alginatos

MM, MA, GM e GA apresentaram um comportamento predominantemente viscoso

(G>@G)) dentro da faixa de concentracédo estudada.
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Figura 4.4 — Reogramas das solugbes de alginato MM em 4&gua nas

concentracoes de 0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0% a 25°C.
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Comparando-se o comportamento das solucdes dos alginatos MA e GA nas
mesmas concentragdes, observa-se semelhanca entre os valores de seus
mddulos elastico (G) e viscoso (G”) sendo estes maiores que os apresentados
pelas solugdes dos alginatos MM e GM. O alginato MM apresentou médulos
elastico (G) e viscoso (G” com valores intermediarios para as concentracoes
estudadas, enquanto que o alginato GM desenvolveu os menores médulos dentre

os alginatos estudados.

A distribuicdo da massa molar do polimero pode afetar as suas propriedades

dinAmicas. Moléculas de baixa massa molar na matriz funcionam como

lubrificantes internos que promovem o escoamento ou deslizamento

intermolecular, diminuindo o modulo elastico do material. Por outro lado,

moléculas de alta massa molar ocasionam um aumento do modulo eldstico, pois
enovelamento bem como permitem um maior

apresentam um maior

entrelagamento entre si remetendo a necessidade de maior esforgo para o seu

estiramento e orientagao.

Figura 4.5 — Reogramas das solugdes de alginato MA em agua nas concentracdes

de 0,5070; 1,00/0; 1 5% e 2,0070 a 25°C.
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Segundo Cruz et al. (2008), a elevada massa molar permite um grande
niomero de conformagdes estruturais, bem como a possibilidade de
emaranhamentos temporarios das cadeias poliméricas, as quais sao responsaveis

pelas diferencas nas propriedades dos materiais.

Os reogramas também demonstram tendéncia crescente dos valores dos
mébdulos elastico (G) e viscoso (G”) e maior estabilidade na tomada dos dados

com o aumento da concentracédo de alginato em solugao.
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Figura 4.6 — Reogramas das solu¢des de alginato GM em agua nas concentracoes
0,5070; 1,0070; 1,5‘% e 2,0°/o a 25°C.

O maior niumero de cadeias poliméricas na solucédo propicia a aproximagao
das mesmas e o aumento das interacbes intermoleculares momentaneas,
refletindo consequentemente em maiores mddulos elésticos (G') e viscosos (G”) e

na necessidade de maior esforco para a deformacao do material (XU et al., 2006).
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Estudando o comportamento reolégico do alginato de sdédio em agua,
Gomez-Diaz e Navaza (2002) também verificaram que a concentracdo, a massa
molar e a temperatura influenciam diretamente a viscosidade e consequentemente

nos médulos elastico e viscoso das solugdes.

De maneira geral, nao foi possivel nestas condi¢coes relacionar diretamente a
influéncia da propor¢cao M/G no comportamento reoldgico das solugcbes aquosas
dos alginatos estudados bem como de suas massas molares corroborando com os
resultados anteriormente apresentados.
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Figura 4.7 — Reogramas das solugdes de alginato GA em agua nas concentragcoes
0,5%; 1,0%; 1,5% e 2,0% a 25°C.

4.1.4.2 Caracterizacao reoldgica das solucoes de alginato e glicerol (AG)

As solugdes aquosas contendo 1,5% dos alginatos MM, MA, GM e GA e
glicerol (0,3; 0,6 e 1,2 g glicerol/g alginato) foram preparadas de acordo com a

Tabela 3.2. Os reogramas obtidos estao apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Reogramas das solucgdes (1,5%) de alginatos MM, MA, GM e GA com
glicerol AAG.1 (0,3%), AAG.II (0,6%) e AAG.III (1,2%) a 25°C.

Para as condicbes estudadas, nota-se que a adicdo do glicerol ndo
ocasionou mudancas significativas nos médulos elastico (G) e viscoso (G”) das
solucbes de alginato, ndo alterando o seu comportamento predominantemente

viscoso (G>G).
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Esperava-se que a adicao do glicerol provocasse diminui¢do nos valores dos
mébdulos elasticos (G), visto que o plastificante permite um maior espagamento
entre as cadeias poliméricas e a diminui¢cdo de suas interacdes. Considerando,
entretanto, que as solugdes ja se encontravam num alto grau de fluidez, é

provavel que o glicerol ndo conseguiu exercer a sua agao de plastificante.

E possivel observar também que as solucdes dos alginatos aditivados com o
glicerol apresentam comportamento influenciado por suas massas molares, de
uma forma semelhante ao que foi verificado anteriormente para as solugdées sem a
presenga do plastificante onde n&o foi observada influéncia direta das diferentes
proporgdes entre os Blocos M e Blocos G.

As solucdes dos alginatos MA e GA apresentaram mddulos elasticos (G) e
viscosos (G” semelhantes entre si e de maior valor dentre o grupo dos alginatos
estudados. As solugbes do alginato MM apresentaram mddulos de valor
intermediario enquanto que as solugdes do alginato GM apresentaram os menores

valores confirmando mais uma vez os resultados anteriormente apresentados.

4.1.4.3 Caracterizacao reoldgica das solucoes de alginato reticuladas
com ions calcio (AAC)

Solugdes dos alginatos MM, MA, GM e GA foram preparadas e reticuladas

com quantidades crescentes de cloreto de calcio de acordo com a Tabela 3.2.

Na Figura 4.9 observa-se o comportamento reoldégico de solucdes (1,5%) de
alginatos MM, MA, GM e GA reticulados com 6,80 mg Ca®‘/g alginato (AAC.I)
sendo que estas solugbes apresentaram um comportamento predominante
viscoso, ndo sendo observadas alteracdes significativas nos valores do modulo
viscoso (G”) e elastico (G) quando comparados aos valores obtidos por estes

polimeros puros solubilizados na mesma concentracao em agua.
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Figura 4.9 — Reogramas das solugdées dos alginatos MM, MA, GM e GA
reticuladas com 6,80 mg Ca®*/g alginato sem glicerol (AAC.I) a 25°C.

Para as solucdes (1,5%) dos alginatos MM, MA, GM e GA reticuladas com
8,16 mg Ca®*/g alginato (AAC.II) (Figura 4.10) ndo foram observadas alteracdes
no comportamento reoldgico dos alginatos MM e MA (maior quantidade de Blocos
M), sendo G” > G".

No entanto, uma comparacdo entre as curvas correspondentes da Figura
4.10 com as Figuras 4.6 e 4.7 deixa evidente o efeito da adigcdo de 8,16 mg de
ions calcio nas solucdes dos alginatos GM e GA (maior quantidade de Blocos G).

Nesta concentragdo de ions calcio, observa-se para o alginato GM (Figura
4.10) o cruzamento (crossover G’=G) e a inversao dos médulos G’ e G’
evidenciando a presenca de ligagdes quimicas fracas. Para o alginato GA (Figura
4.9) observa-se a predominancia do médulo elastico, no intervalo de frequéncia
analisado, demonstrando que as ligagdes formadas sao fortes e ratificando a sua

maior afinidade com estes ions.
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Figura 4.10 — Reogramas das solugbes dos alginatos MM, MA, GM e GA
reticuladas com 8,16 mg Ca®*/g alginato sem glicerol (AAC.1I) a 25°C.

Segundo Xu et al. (2006), as solugdes poliméricas quando submetidas a
esforcos sob baixa frequéncia apresentam tendéncia ao equilibrio de seus
mébdulos (G=G"), sendo que este ponto ndo é observado para materiais
perfeitamente elasticos, tdo pouco para materiais totalmente viscosos e para géis
formados por ligacées quimicas e/ou fisicas fortes.

O processo de gelificacdo do alginato depende do emparelhamento das
cadeias poliméricas, na regiao dos Blocos G, onde sdo formadas cavidades que
acomodam perfeitamente os ions calcio, conforme o modelo “caixa de ovos”. Para
os alginatos com maior quantidade de Blocos G este mecanismo esta relacionado
com um maior numero de juncbes entre as cadeias poliméricas e maior energia
intermolecular aumentando a rigidez do gel e consequentemente seus valores de
maddulo elastico (G) (SMIDSRGD, 1974).
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Um aumento na concentracdo de ions calcio tende a reforgar esta tendéncia,
como pode ser observado nas Figuras 4.11 a 4.13. Na Figura 4.11, observa-se
que as solugdes dos alginatos GM e GA reticuladas com 16,32 mg Ca?*/g alginato
apresentaram um comportamento predominantemente elastico (G>G").
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Figura 4.11 — Reogramas das solugdes dos alginatos MM, MA, GM e GA
reticuladas com 16,32 mg Ca®*/g alginato sem glicerol (AAC.III) a 25°C.

Para todas as solugGes € possivel observar o aumento dos valores de seus
mddulos devido a maior da concentragdo dos ions célcio na solugéo polimérica o

que possibilitou a formagao de um maior numero de interagdes intermoleculares.

No entanto, para as solugdes dos alginatos MM e MA, mesmo com o
aumento do numero de interacdes, observa-se a permanéncia do comportamento
viscoso. Este comportamento é devido a quantidade insuficiente de ions calcio
presentes no meio, incapazes de gerar o numero de ligacbes necessarias para
iniciar o processo de gelificagdo e provocar a inversao dos moédulos.
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A reticulagdo das solugdes dos alginatos estudados com 19,04 mg Ca®'/g
alginato (Figura 4.12) fez com que apenas o alginato MM apresentasse um
comportamento viscoso. Os demais alginatos (MA, GM e GA), por possuirem uma
maior quantidade de Blocos G em suas cadeias (Tabela 4.1), assumiram um
comportamento elastico (G’>@G”), demonstrando mais uma vez que a afinidade dos
ions calcio com os Blocos G presentes na estrutura dos referidos alginatos, gerou

maior interacdo entre as suas cadeias e mddulos de maior valor.
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Figura 4.12 — Reogramas das solugcdes dos alginatos MM, MA, GM e GA
reticuladas com 19,04 mg Ca?*/g alginato sem glicerol (AAC.IV) a 25°C.

Na Figura 4.13, é possivel observar que todos os alginatos avaliados quando
reticulados com 21,76 mg Ca?*/g alginato apresentam maédulo elastico (G) maior
que o médulo viscoso (G”), exibindo um comportamento tipico de um gel em toda
a faixa de frequéncia estudada. As curvas sao paralelas ao eixo de frequéncia pois

os modulos dos géis podem ser considerados independentes da frequéncia.
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Figura 4.13 — Reogramas das solugdes dos alginatos MM, MA, GM e GA
reticuladas com 21,76 mg Ca®*/g alginato sem glicerol (AAC.V) a 25°C.

Estudando o comportamento reolégico do alginato e o efeito da adicdo de
ions célcio a solugdo deste polimero, Draget et al. (1994) observaram que a
concentracdo e a adicdo destes ions gera solugdes de maior viscosidade e com
mddulos crescentes. Donati et al. (2005) demonstraram que os Blocos MG e GM
também permitem, de maneira secundaria, a acomodacdo dos ions calcio em
suas cavidades, influenciando também no comportamento reolégico dos alginatos

e em suas propriedades mecanicas.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 4.1 é possivel observar que
os alginatos GM e GA além de apresentarem maior quantidade de Blocos G,
também apresentam maior quantidade de Blocos MG e GM, confirmando
efetivamente a influéncia da composicdo no comportamento dos alginatos

estudados a qual é refletida em modulos de maior valor.
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Liu et al. (2003) estudando o processo de transi¢cdo sol-gel induzida pela
adicdo de ions calcio verificaram que o grau de reticulagdo desempenha um
importante papel na definicdo dos mddulos do gel. Um gel com um menor nimero
de ligagdes covalentes requer menor forgca para se deformar. Com o aumento do
grau de reticulagao a rede torna-se mais emaranhada necessitando de mais forca

para ser deformada.

4.1.4.4 Caracterizacao reoldgica dos alginatos em agua contendo o
glicerol como plastificante e ions calcio como agente reticulante (AAGC)

Nas Figuras 4.14 e 4.15 esta apresentando o comportamento reoldgico das
solugdes filmogénicas dos alginatos estudados contendo 0,6 g glicerol/ g alginato
e fons célcio nas concentracdes de 6,80 mg Ca®'/g alginato e 8,16 mg Ca?'/g

alginato respectivamente.
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Figura 4.14 — Reogramas da solugao dos alginatos MM, MA, GM e GA reticuladas
com 6,80 mg Ca**/g alginato e plastificadas com 0,6 g glicerol/g alginato (AAGC.|)

a 25°C.
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O comportamento reoldgico apresentado pelos alginatos MM, MA, GM e GA
quando reticulados com solucbes de variadas concentragdes de ions calcio
permitiu determinar e estabelecer que 6,80 mg Ca®'/g alginato é a quantidade
limitante para que nao seja iniciado o processo de gelificagdo para os alginatos

GM e GA, antes da moldagem do filme. Estes resultados serviram como base para

o preparo das solugdes filmogénicas pré-reticuladas.
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Figura 4.15 — Reogramas da solug¢ao dos alginatos MM, MA, GM e GA reticuladas
com 8,16 mg Ca®*/g alginato e plastificadas com 0,6 g glicerol/g alginato (AAGC.1I)
25°C.

Os reogramas também demonstraram que o glicerol ndo ocasionou
alteracdes significativas as solucbes as quais apresentaram um comportamento
semelhante ao observado nas Figuras 4.10 e 4.11 sendo perceptivel o efeito da

concentracao dos ions calcio combinado com a massa molar destes polimeros.
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4.2 PREPARO E CARACTERIZACAO DOS FILMES DE ALGINATO
DE CALCIO

O preparo dos filmes de alginato MM, MA, GM e GA teve como base a
metodologia desenvolvida pelo LEPPbio/FEQ/UNICAMP tendo sido realizados
ensaios preliminares visando conhecer e avaliar o comportamento destes
biopolimeros nos dois estagios de reticulagdo. Para tanto, foram utilizadas

solugdes de CaCl,.2H,O com diferentes concentracoes.

4.2.1 Preparo dos filmes: definicao do 12 estagio de reticulacao

Diversos trabalhos realizados no LEPPbio reafirmaram a importancia do
processo de pré-reticulacao (1° estagio de reticulacdo) na estruturagéao final dos
filmes de alginato. Todavia, a quantidade de calcio a ser adicionada deve ser
limitada para que a solucao filmogénica possua fluidez suficiente, tenha um facil
espalhamento sobre o molde permitindo a obtencdo de filmes com espessura
uniforme e para que também nao haja pontos de gelificacdo localizados,
responsaveis por efeitos negativos nas propriedades mecénicas, de barreira e
Opticas dos filmes (PAVLATH; ROBERTSON, 1999; CARULO, 2005; TURBIANI,
2007, da SILVA, 2009; BIERHALZ, 2010).

Neste estudo, as solug¢des dos alginatos MM, MA, GM e GA foram tratadas
com diferentes concentracbes de ions calcio e tiveram o seu comportamento
avaliado quanto a ocorréncia de zonas de gelificacdo e a sua capacidade de
espalhamento sobre os moldes de secagem. Uma avaliagdo subjetiva das
caracteristicas das solugdes filmogénicas (como homogeneidade e viscosidade) e
de seus filmes (como transparéncia, facilidade de manipulacdo, presenca de
heterogeneidades, etc) frente as diferentes concentracées de CaCl,.2H,0 usadas
no 1° estagio de reticulacado estdo anotadas na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 - Avaliagao subjetiva das caracteristicas das solucdes filmogénicas e

dos filmes de diferentes alginatos em relacao a concentragao de CaCl,.2HO

usada no 1° estagio de reticulagao.

Funcionalidade

Solugdo mg _
, g glicerol/ _
Alginato CaCl,.2H,O CaCl,.2H,0/ \ginat Solugao
) g alginato .
(%)* g alginato _ o Filmes
filmogénica
0,2 2,72 0,6 Adequada Adequada
0,4 5,44 0,6 Adequada Adequada
0,5 6,80 0,6 Adequada Adequada
0,6 8,16 0,6 Adequada Adequada
MM 0,8 10,88 0,6 Adequada Adequada
e
1,0 13,60 0,6 Adequada Adequada
MA
Aumento da Adeguada
1.2 16,32 0.6 viscosidade a
Aumento da Adequada
1.4 19,04 0.6 viscosidade a
Alta viscosidade,
Acima Acima dificuldade no
0,6 espalhamento, Inadequada
de 1,4 de 19,04 retencéo de bolhas e
heterogeneidades
0,2 2,72 0,6 Adequada Adequada
0,4 5,44 0,6 Adequada Adequada
GM
R 0,5 6,80 0,6 Adequada Adequada
GA Alta viscosidade,
Acima Acima dificuldade no
0,6 espalhamento, Inadequada
de 0,5 de 6,80 retencé@o de bolhas e

heterogeneidades

*Presente em 30 mL adicionados a solugdo filme-formadora contendo o biopolimero.
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Experimentalmente, observou-se que para a obtencdo de filmes
homogéneos era necessario definir a maxima concentragdo de ions célcio a ser
adicionado no 1° estagio de reticulacdo, a qual possibilitasse a formacéao

adequada de um filme com a resisténcia mecanica para permitir sua manipulagéo.

Alginatos com maior propor¢ao de Grupos M (alginatos MM e MA) admitiram
até 19,04 mg Ca*?/g alginato, resultado semelhante ao alcangado por da Silva et
al. (2009).

Em seus estudos Rhim (2004) também verificou a limitagcdo existente na
quantidade de calcio a ser incorporada na solucdo de filmes de alginato,
conseguindo adicionar a solugao filmogénica a quantidade méaxima de 10,83 mg

Ca**/g alginato. Acima desta concentragdo ocorria forte gelificagao.

Os filmes com maior proporcao de Grupos G (GM e GA) admitiram até 6,80
mg de Ca*?/g alginato comprovando a existéncia de uma reacdo de maior
afinidade dos Blocos G em relagdo aos ions célcio. Acima destas concentragdes
as solugdes apresentaram gelificagdo localizada confirmando os resultados das

analises reoldgicas anteriormente apresentados.

O processo de gelificagao do alginato é baseado na afinidade dos Blocos M
e Blocos G em relagao a certos ions di e trivalentes e na habilidade de estabelecer
ligacbes seletivas com estes ions (ONSAYEN, 1997).

Segundo Smidsrgd (1974), alginatos com maior proporcdo de Blocos M
necessitam da adicdo de uma maior quantidade de calcio no processo de
reticulacdo se comparados a alginatos com maior proporcdo de Grupos G, pois,
sua reticulacdo ocorre de forma mais lenta em consequéncia da energia de
ligagdo mais branda entre as cadeias do acido manurénico do alginato e os ions

calcio.

Os filmes contendo 6,80 mg Ca*?/g alginato apresentaram-se transparentes,
homogéneos, sem presencga de zonas de opacidade e com facil desprendimento

dos moldes. Fotografias de amostras destes filmes estdo na Figura 4.17.
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Figura 4.17 - Aspecto dos filmes de alginato MM, MA, GM e GA pré-reticulados
com 6,80 mg Ca*?/g alginato.

Levando-se em consideracao os resultados obtidos nos trabalhos anteriores
realizados no LEPPbio, os quais relatam que o processo de reticulagdo diminui
consideravelmente o alongamento dos filmes de alginato, nesta pesquisa optou-se
por limitar a concentragdo méxima de ions calcio no processo de reticulagdo em

6,80 mg Ca*?/g alginato (1° estagio).

Sendo, dessa maneira, possivel avaliar também os efeitos da quantidade de
Blocos M e Blocos G e da massa molar de cada um dos tipos de alginato nas
propriedades dos filmes produzidos sob mesmas condi¢des. Os resultados da

caracterizacao dos filmes originados estdo apresentados e discutidos a seguir.
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4.2.1.1 Caracterizacao dos filmes de alginato de calcio pré-reticulados

(um estagio)

Os filmes de alginato MM e MA GM e GA foram pré-reticulados com solugdes

de calcio nas concentragdes de 2,72; 544 e 6,80 mg Ca®'/g alginato e

caracterizados (Tabela 4.6) permitindo definir a formulagdo otimizada, a qual

serviu como base para o estudo do processo de reticulagcdo complementar.

Tabela 4.6 — Caracterizagéo dos filmes de alginato MM, MA, GM e GA obtidos

com um s6 contato de reticulacdo quanto a espessura (), permeabilidade ao

vapor de agua (PVA), umidade (w), massa soluvel (MS), tenséo de ruptura (TR) e

alongamento (A) quando pré-reticulados com diferentes concentragdes de Ca®*.

) PVA w MS TR A
Alginatos | um]  [(g.mm/m2diakPa)]  [%] [%] [MPa] [%]
2,72 mg Cl,.2H,0/g alginato
MM 31£2,4° 13,58+0,17° 34,53+0,55° 100 17,722,77°  37,2+3,53°
MA 34£2,2° 13,09+0,23° 35,93+0,87° 100 19,543,67°  35,4+1,69°
GM 25+1,6° 13,53+0,32° 33,6740,99% 100 15,43,11°  37,01,87°
GA 3313,1° 13,3240,16° 34,45+0,29° 100 19,0£3,19°  37,443,05°
5,44 mg Cl,.2H,0O/g alginato
MM 33+2,5% 11,9340,17° 33,5310,54° 100 20,7+1,98°  253+1,42°
MA 33+1,9° 11,2440,24° 34,84+0,23* 100 21,343,25°  25,7+2,57°
GM 22+4,2° 12,08+0,14° 35,0310,35° 100 21,842,60°  24,2+2,99"
GA 33+1,3" 10,90+0,19° 33,7140,65° 100 23,0+1,43°  25,643,32°
6,80 mg Cl,.2H,O/g alginato
MM 314,17 9,21+0,91%° 35,23+0,15° 100 27,0£1,99°  19,4+1,45°
MA 32+2,9° 8,26+0,16° 34,15+0,99° 100 26,1+¢1,91  19,7#3,01°
GM 24+1,0° 7,29+0,85%¢ 33,27+0,68° 100 22,4+1,54°  17,4+1,48°
GA 32+1,9° 6,68+0,98%¢ 34,5140,45° 100 30,043,66"  18,1+1,34%

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

82



CAPITULO 4 - Resultados e Discussao

As condicoes de pré-reticulacdo empregadas, bem como as diferencas
estruturais (proporcéao de Blocos M/G e os valores de massa molar) dos alginatos
estudados nao geraram diferencgas significativas na espessura dos filmes obtidos a
partir dos alginatos MM, MA e GA sendo excecao os resultados obtidos para os
filmes do alginato GM que apresentaram valores de espessura 33% menores que
a dos demais filmes de alginato. Este comportamento possivelmente esta
relacionado ao menor comprimento de suas cadeias e ao menor volume ocupado
por elas.

Os filmes pré-reticulados com 2,72 mg Ca®'/g alginato apresentaram-se
completamente solluveis. Observou-se que a partir da concentracdo de 5,44 mg
Ca**/g alginato os filmes tiveram sua taxa inicial de solubilizacdo reduzida. Apés
24 horas, no entanto, os filmes apresentaram-se totalmente solubilizados
indicando que as ligacbes formadas no processo de pré-reticulagdo nao foram
suficientes para manter a integridade dos filmes, mesmo para as estruturas

formadas por alginatos com maior quantidades de Blocos G.

Comportamento semelhante foi observado através dos estudos jé realizados
no LEPPbio e também relatados por Pavlath e Robertson (1999) e Rhim (2004)
nos quais a adicdo de pequenas quantidades de ions calcio ndo reduziu a
solubilidade dos filmes de alginato em agua.

Analisando o teor de umidade contido nos filmes MM, MA, GM e GA
verificou-se que esta propriedade nao foi influenciada pelos diferentes processos
de pré-reticulagcdo empregados, bem como pela estrutura dos diferentes tipos de
alginato, n&o sendo observada uma tendéncia definida para os valores

encontrados.

O aumento da concentracdo de CaCl,.2H,O na solucéo pré-reticuladora de
2,44 para 6,80 mg Ca®*/g alginato provocou alteragdes significativas nos valores
da tensao de ruptura, alongamento e permeabilidade ao vapor de agua para os
filmes, sendo estas alteragdes mais expressivas para o alginato GA (maior

quantidade de Blocos G). Observa-se aumento de aproximadamente 60% nos
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valores de tensdao de ruptura associado a diminuicdo média de 49% do
alongamento dos filmes, enquanto que a permeabilidade ao vapor de agua teve os
seus valores reduzidos em aproximadamente 50% com um tratamento com maior

quantidade de ions calcio.

Allen et al. (1963) classificaram o calcio como o agente reticulante mais
efetivo para o alginato o que permite justificar que mesmo trabalhando-se a baixas
faixas de concentracdo € possivel aumentar o grau de coesdo da estrutura
polimérica, refletindo em alteracdes nas propriedades mecéanicas e de barreira dos

filmes.

Zactiti (2004) desenvolveu suas pesquisas utilizando um alginato com maior
quantidade de Blocos M, com massa molar na faixa de 10° Da realizando o
processo de pré-reticulacdo de seus filmes com solugdes contendo 5,44 mg
Ca®'/g alginato. Demais trabalhos no LEPPbio utilizaram quantidades iguais ou

maiores que 10,88 mg Ca?*/g alginato.

No entanto, neste estudo os alginatos provenientes de diferentes algas e
tratados com 6,80 mg Ca®'/g alginato apresentaram um melhor compromisso
entre os valores das propriedades mecanicas e de barreira, principalmente quando
comparados os resultados obtidos para os filmes dos alginatos com maior
quantidade de Blocos G (GM e GA) em relacao aos filmes dos alginatos MM e MA
na mesma concentragdo. Estes resultados confirmam os da andlise reoldgica,

anteriormente apresentados.

4.2.2 Preparo dos filmes: definicao do 22 estagio de reticulacao

O estudo para avaliar a influéncia do 2° estagio de reticulacao dos filmes de
alginato MM, MA, GM e GA teve como base a condicdo atual utilizada para os
trabalhos desenvolvidos no LEPPbio, ou seja, tempo de imersdo de 20 minutos
em solugéo contendo 5% de CaCl,.2H>0 e 3% de glicerol.
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Dessa forma, com a finalidade de definir a condigdo 6tima para o processo
de reticulacdo complementar dos filmes de alginato foram avaliados os efeitos da
concentracao dos ions calcio (3%, 5% e 8%), da adi¢ao do glicerol (3%, 6%) e do
tempo de imers&o dos filmes na solugéo reticuladora (10 e 20 minutos).

Visando maiores ganhos no alongamento e a redugdo da fragilidade dos
filmes de alginato, buscou-se trabalhar também com as concentrag¢des de 9 e 12%
de glicerol na solugado reticuladora (2° estagio). As estruturas originadas deste
processo, no entanto, apresentaram consideravel exsudagcdo deste plastificante,
inviabilizando o estudo nestas condicdes.

Outro fato observado foi que os filmes de alginato GM quando imersos na
solugdo reticuladora contendo 5% e 8% de CaCl,.2HO por 30 minutos
apresentaram alta opacidade o que acabou por inviabilizar o estudo com este
tempo de imersédo. Este comportamento possivelmente esta relacionado com as
ligagcdes de maior intensidade com os ions célcio, visto que este alginato possui
uma maior quantidade de Blocos G, mas também apresenta cadeias de menor
comprimento, as quais ndo comportaram a quantidade excedente de ions célcio
difundida neste tempo permitindo até mesmo a solubilizacdo parcial de sua

estrutura.

4.2.2.1 Caracterizacao dos filmes de alginato de calcio com dois
estagios de reticulacao

As etapas de reticulacdo sdo determinantes no processo de producédo e na
qualidade dos filmes de alginato. Através do estudo da influéncia da pré-
reticulacado no comportamento dos filmes, observou-se que ha uma limitacdo na
quantidade méaxima de ions célcio a ser adicionada a solugédo filmogénica,
principalmente para os alginatos que possuem em sua estrutura uma maior
quantidade de Blocos G. No entanto, independente da composicao do alginato, o
processo de pré-reticulacdo ndo é capaz de criar um numero suficiente de juncdes

efetivas entre as suas cadeias poliméricas e minimizar assim a alta
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higroscopicidade inerente de seus filmes, a qual é refletida em altos valores de

umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua.

O estagio complementar de reticulacao consiste na imersdo dos pré-filmes

em uma solucdo de CaCl,.2H,O de maior concentracao permitindo, através do

processo difusional dos ions calcio, uma reticulagé@o efetiva e uniforme.

Na Tabela 4.7 estdo apresentados os resultados obtidos com filmes dos

alginatos MM, MA, GM e GA pré-reticulados com 6,80 mg Ca?'/g alginato e

posteriormente submetidos ao processo de reticulacdo complementar (2° estagio)

com tempo de imersado de 20 minutos em solugcédo contendo 5% de CaCl,.2H,0 e

3% de glicerol.

Tabela 4.7 - Espessura (), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), massa

solavel (MS), umidade (w), tenséo de ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes

de alginato pré-reticulados com 6,80 mg Ca®*/g alginato e reticulagéo

complementar (2° estagio) com tempo de imersao de 20 minutos em solugéo
contendo 5% de CaCl,.2H,0 e 3% de glicerol.

[um]  [(g.mm/mZ2.dia.kPa)] [%] [%] [MPa] [%]

Filmes do 1° estagio de reticulacao

MM 31+4,1° 9,21+0,917 35,23+0,15° 100 27,041,997 19,41 ,45°

MA 32+2,9° 8,26+0,16>" 34,15+0,99° 100 26,1+1,91*  19,73,01°

GM 24+1,0° 7,29+0,85"° 33,27+0,68° 100 22,4+1,54°  17,421,48°

GA 32+1,9°2 6,68+0,98° 34,51+0,45° 100 30,0+3,66°  18,1+1,34°
Filmes do 2° estagio de reticulacao

MM 27+4,8" 3,59+0,13° 17,68+0,89° 18,57+0,25°  79,7+2,42°  3,6+0,22°

MA 26+3,4° 3,39+0,16° 18,50+0,31° 21,85+0,35°  81,4+2,28°  3,8+0,49°

GM 19+2,1° 4,69+0,37° 20,72+0,32° 19,30+0,27° 62,8+2,23°  2,8+0,99°

GA 272,2° 3,2620,28° 15,81+0,39° 20,54+0,17°  87,3#3,29°  3,0%0,35"

Média + desvio padrao das repetigdes. Médias com a mesma letra em cada linha indicam que néo ha diferenga significativa
(p< 0,05) de acordo com o Teste de Tukey.
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Observa-se que os filmes de alginato MM, MA, GM e GA,
independentemente da quantidade de Blocos M e Blocos G, quando submetidos a
reticulacado complementar (2° estagio) apresentaram reducéo de sua espessura de
aproximadamente 15%, quando comparados aos seus respectivos filmes pré-

reticulados.

O alginato GM, no entanto, originou filmes com menor espessura se
comparados aos demais filmes (MM, MA e GA) nas mesmas condicbes de
reticulacao. Este comportamento pode estar relacionado com sua massa molar
que apresenta cadeias de menor comprimento e que possivelmente ocupam

menor volume dando origem a filmes menos espessos, com menor densidade.

A reducdo na espessura dos filmes de alginato de aproximadamente 18%
pode ser consequéncia da imerséo dos filmes na solugao reticuladora, o que pode
ter ocasionado a solubilizagdo parcial do biopolimero, visto que estes filmes
apresentavam-se pré-reticulados com uma concentracao relativamente baixa de
ions célcio. Outro fator que pode ter ocasionado este comportamento € a melhor
acomodacao das cadeias poliméricas, resultando numa estrutura mais compacta e
coesa (PAVLATH; ROBERTSON, 1999; SRIAMORNSAK; KENNEDY, 2008).

Rhim (2004) observou que filmes de alginato imersos em solugéo de 2% de
CaCl,.2H20 apresentaram menor espessura que os filmes reticulados pela adicao
direta dos ions a solugao filme-formadora. Este autor atribuiu este comportamento
a solubilizacdo parcial dos filmes quando imersos em solugdo de calcio de baixa
concentracdo. Utilizando uma solugéo reticuladora de maior concentragdo esta
reducdo mostrou-se menos pronunciada. Comportamento semelhante foi

verificado nos varios trabalhos realizados no LEPPbio.

Analisando o teor de umidade dos filmes de alginato MM, MA, GM e GA
verifica-se que a reticulagdo complementar dos filmes gerou estruturas com menor
umidade, mas sem uma tendéncia definida na reducao. Este comportamento esta
associado ao aumento do grau de reticulagdo obtido no 2° estagio de reticulagao

levando a alteragbes na hidrofilicidade dos filmes e afetando a absorgdo de
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umidade. Resultados semelhantes foram encontrados em pesquisas realizadas no
LEPPbio e também por Rhim (2004).

A solubilidade dos filmes submetidos ao 2° estagio de reticulacao apresentou
uma redugdo de aproximadamente 80% em seu valor em relacdo a dos filmes
apenas pré-reticulados. Os filmes permaneceram integros apés as 24 horas de
imersdo em agua, confirmando assim que o processo de reticulacao por difusdo
dos ions calcio é mais eficiente para promover o aumento das ligacdes
intermoleculares e pode ter dificultado a passagem do solvente através das
cadeias poliméricas nao permitindo a desestruturacao dos filmes.

Dentre os filmes estudados, verificou-se que os filmes GA apresentaram
menor solubilidade, comportamento devido a maior interacdo de seus Blocos G
com os ions calcio o qual origina uma estrutura mais coesa. Todavia, os filmes do
alginato GM apesar de também possuirem em sua composi¢cdo maior quantidade
de Blocos G, apresentaram-se com maior grau de solubilidade dentre os filmes
estudados, fato este que pode estar relacionado o comprimento de suas cadeias
que sao menores que as dos demais alginatos e originam uma menor interacao
intermolecular. Os filmes MM e MA apresentaram solubilidade intermediaria,

devido as suas ligagdes intermoleculares mais brandas.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de alginato MM, MA,
GM e GA apos o 2° estagio de reticulacdo sofreu apreciavel reducdo dos seus
valores, sendo este comportamento mais pronunciado para os alginato MA e GA,
provavelmente devido a sua maior massa molar. Para os filmes de alginato GA
este comportamento também ¢é influenciado diretamente pela maior quantidade de

Blocos G presentes em sua estrutura.

Os filmes do alginato GM também sofreram redugdo no valor de sua
permeabilidade ao vapor de agua se comparado aos resultados obtidos quando
pre-reticulados. No entanto, levando-se em conta o tratamento complementar de

reticulacdo, estes filmes apresentaram maior permeabilidade se comparados as
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demais estruturas, no entanto, os seus valores foram influenciados por sua menor

espessura.

Krochta e de Mulder-Johnston (1997) classificaram os filmes poliméricos de
acordo com os valores para a permeabilidade ao vapor de agua como pobres (10
a 100 g.mm/m?.dia.kPa), moderados (0,10 a 10 g.mm/m?.dia.kPa) ou bons (0,01 a
0,10 g.mm/m®.dia.kPa). De acordo com esta classificacdo, todos os filmes
estudados apresentam moderada barreira ao vapor de agua.

Efeito pronunciado da etapa de reticulagdo complementar tambéem foi
observado nas propriedades mecanicas dos filmes. Enquanto os filmes pré-
reticulados apresentavam baixa tensao de ruptura, os filmes com 2° estagio de
reticulacdo apresentaram expressivo aumento (acima de 70%) desta
caracteristica. Houve consideravel reducado nos valores de alongamento destes
filmes (aproximadamente 84%) se comparado aos valores obtidos pelos filmes
pré-reticulados, sendo este comportamento caracteristico de filmes que sofrem
processo de reticulacao.

Segundo Pavlath e Robertson (1999), devido ao aumento das associacdes
das cadeias de grupos carboxilicos com os ions célcio, os filmes tornam-se mais
fortes, porém mais rigidos. Como o grau de reticulagdo dos filmes do 1° estagio é
pequeno, ha uma maior mobilidade das moléculas que faz com que estes sejam

mais elasticos.

Os resultados de resisténcia mecanica dos filmes submetidos ao 2° estagio
também indicam que os alginatos com maior quantidade de Blocos G
apresentaram maior tensdo na ruptura porém, nao se observa diferengcas
significativas dos valores de alongamento para os diferentes tipos de alginato
estudados.

Em filmes obtidos com polimeros sintéticos geralmente sdo observados altos
valores para o alongamento e valores mais baixos para a tensao na ruptura.

McHugh e Krochta (1994) relatam que filmes de polietileno de baixa densidade
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apresentaram tensdo de ruptura de apenas 13 MPa enquanto que o seu

alongamento pode atingir até 500%.

4.2.2.1.1 Influéncia do tempo de imersao

Buscou-se avaliar o efeito do tempo de imersdo dos filmes de alginato na

solucgdo reticuladora (2° estagio) e, para isso o tempo de contato foi variado de 10

e 20 minutos para os filmes de alginato MM, MA, GM e GA nas diferentes

solugdes. Na Tabela 4.8 estdo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 4.8 - Espessura (0), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), massa

soluvel (MS), umidade (w), tenséo de ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes

de alginato apds a reticulagdo complementar com tempos diferentes de imersao

(10 e 20 minutos) em solugao de 3% de glicerol e 5% de CaCl,.2H20.

Aginato Ted”;po 5 PVA MS w R A

imersio [um]  [(g.mm/mZ2.dia.kPa)] [%] [%] [MPa] [%]
MM | 10 min | 27£2.3° 5,0040,32° 23,42+0,17° 20,38+0,37°° 59,7+3,71° 4,8+0,75°
MM | 20 min | 2748 3,59+0,13° 17,68+0,89° 18,57+0,25% 79,7+2,42° 3,6%0,22°
MA 10 min | 27%1,9° 5,97+0,49° 22,55+0,33° 21,05+1,03°°° 69,5+2,25° 4,2+0,12°
MA | 50 min | 26£3,4° 3,39+0,16° 18,50+0,91*  21,85+0,35°° 81,4+2,28° 3,8+0,49"
GM | 1omin | 19845 5,4740,18° 25,62+0,41"  20,22+0,47°% 49,4+4,18° 4,9+0,43"
GM | 50 min | 19£2.1° 4,69+0,37° 20,72+0,32°  19,30#0,27' 62,84+2,23° 2,8+0,99°
GA | 4omin | 2716  4,950,34°°° 21,18+0,21°  21,03+0,21°  76,9+3,41° 4,4+0,59°
GA | 59 min |27%2,2° 3,26+0,28° 15,81+0,39° 20,54+0,87°° 87,3#3,29° 3,0£0,35°

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

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

Segundo Bierhalz (2010), o tempo de contato dos filmes com a solugao

reticuladora deve ser suficiente para que todas as zonas de juncao disponiveis
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sejam reticuladas, promovendo ligagdes efetivas as quais resultam em filmes
fortes e resistentes.

Avaliando-se a espessura dos filmes dos diferentes tipos de alginato
estudados, verificou-se que a redugdo no tempo de imersdao de 20 para 10
minutos nao provocou alteragdes significativas nos valores de espessura quando
comparados os filmes originados com alginatos de mesma quantidade de Blocos
M e Blocos G, indicando que nao houve solubilizagdo do polimero na solugao
reticuladora ou mesmo alteracdo no volume de sua cadeia estrutural.
Comportamento semelhante foi observado nos demais trabalhos realizados no
LEPPbio com filmes de alginato (ZACTITI, 2004; DA SILVA et al, 2009;
BIERHALZ, 2010; TURBIANI et al., 2011).

O contetudo de umidade ndo apresentou uma tendéncia definida quando séo
comparados filmes de alginato com mesma razéo entre Blocos M e de Blocos G.
Os resultados obtidos para umidade sdo semelhantes aos relatados na literatura
para os filmes de alginato 13 a 25% (RHIM, 2004; da SILVA et al., 2009).

A quantidade de massa solubilizada em filmes de alginato apresentou-se
inversamente proporcional ao tempo de imersao, ou seja, a solubilidade aumentou
com a diminuigdo do tempo de imersdo dos filmes na solugéo reticuladora. Os
resultados indicam que no tempo de imersao de 20 minutos houve a diminui¢cao da
permeacao de moléculas de agua para o interior dos filmes sendo este efeito mais
pronunciado para os filmes GA que possui alta massa molar e maior quantidade
de Blocos G, apresentado assim uma estrutura mais compacta. Os alginatos MM e
MA produziram filmes que apresentaram valores de solubilidade intermediarios e

semelhantes entre si.

Filmes produzidos com o alginato GM apesar de possuirem maior propor¢cao
de Blocos G em sua estrutura apresentaram valores de solubilidade superior aos
dos demais alginatos possivelmente devido a sua menor massa molar.
Possivelmente este tipo de alginato possui uma influéncia em suas propriedades

muito mais relacionada com sua massa molar do que com o seu conteudo de
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Blocos G apresentando comportamento contrario ao descrito por Liu et al. (2003)
e Draget et al. (1994) que classificam a massa molar como um fator secundario na

definicdo das caracteristicas do alginato se comparado ao conteudo M/G.

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes confeccionados com a mesma
quantidade M/G também apresentou diferencas significativas entre os dois tempos
de imersao e observou-se que valores mais baixos foram obtidos para os filmes do
alginato GA (3,26 g.mm/m?.dia.kPa em 20 minutos de imers&o), provavelmente
devido a sua maior massa molar e conteudo de Blocos G. O alginato GM
apresentou permeabilidade ao vapor de agua 31% (4,69 g.mm/m?.dia.kPa em 20
minutos de imersdao) maior que as dos demais filmes estudados devido a sua

estrutura menos densa.

Em seus estudos, Zactiti (2004) obteve filmes de alginato reticulados com 5%
de CaCl,.2H,O no 2° estagio com PVA de 4,69 g.mm/m?dia.kPa, porém a

espessura dos mesmos era de 95 um.

Olivas e Barbosa-Canovas (2008) trabalharam com alginatos com diferentes
quantidades M/G e verificaram que filmes com maior quantidades de Blocos G
fornecem maior barreira a umidade, isto é, menores valores de PVA. Resultado
semelhante foi obtido para filmes do alginato GA, neste estudo. Na pesquisa
daqueles autores foram avaliados ainda diferentes tempos de imersao (0, 1, 3, 5,
10 e 20 minutos) em solugdo aquosa de célcio sendo que os melhores valores
foram obtidos para o tempo de 3 minutos de imersédo. Acima deste tempo, houve
aumento consideravel do valor da PVA que foi atribuido ao prevalecimento do
processo de solubilizacdo sobre a reticulacao.

Da Silva (2009), ao estudar os efeitos do tempo de imersdo em conjunto com
outras variaveis determinou que 30 minutos era o tempo de imersao necessario
para que os filmes de alginato e quitosana apresentem boas propriedades

mecanicas e de barreira.

Os valores de tensdo na ruptura encontrados indicam que o tempo de

imersado influenciou no comportamento mecanico dos filmes, pois houve um
92



CAPITULO 4 - Resultados e Discussao

aumento significativo nos valores de tensdo na ruptura (aproximadamente 20%) e
reducdo de 30%, em média, nos valores de alongamento ao se aumentar o tempo

de imersao de 10 para 20 minutos.

Sartori et al. (1997) verificaram, para filmes com diferentes tipos de alginato
imersos em solugédo de 0,8% de CaCl,.2H>0, que o processo de troca idnica é
muito rapido, e que mais da metade da conversao entre o sddio e o calcio ocorrem
nos primeiros 30 segundos, sendo que apds 30 minutos praticamente ndo ha mais

variagdo no conteudo de ions célcio.

Resultado equivalente foi informado por Roger et al. (2006). Estes autores
relatam que mais da metade da conversdo acontece nos primeiros 5 minutos e
apdés 10 minutos, a concentragdo de calcio 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 a difusédo devido as
ligacOes ja existentes, fazendo com que o processo seja mais lento nos instantes

finais.

A partir da avaliagdo dos resultados, o tempo de imersdo na solugao
reticuladora de 20 minutos foi definido como ideal, para os filmes de alginato MM,
MA, GM e GA.

4.2.2.2. Definicao da concentracao de glicerol na solugcao reticuladora
do 292 estagio

De maneira geral, os filmes de alginato MM, MA, GM e GA n&o apresentaram
perda da transparéncia, regides heterogéneas ou quebradicas quando a
concentracao de glicerol na solugéo reticuladora variou de 3 a 6%. Os resultados
de espessura, permeabilidade ao vapor de agua, umidade, solubilidade e
propriedades mecénicas estao apresentados na Tabela 4.9.

O processo de reticulagcdo empregando 6% de glicerol, independente da

composicao dos alginatos utilizados no preparo dos filmes, gerou estruturas com
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maior maleabilidade ndo sendo observadas alteracdes significativas em suas

espessuras.

Tabela 4.9 - Espessura (8), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), massa

solavel (MS), umidade (w), tenséo de ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes

de alginato apdés a reticulagdo complementar com 3 e 6% de glicerol e 5% de

CaCl,.2H.0.

Alginatos | Glicerol 6 PVA MS w TR A
[um]  [(9.mm/mZ2.dia.kPa)] [%] [%] [MPa] [%]

MM 3% |27+4,8° 3,590,137 17,68+0,89° 18,57+0,25% 79,7+2,42° 3,6+0,22°
MM 6% |28+2,3° 7,17+0,37° 29,77+0,13° 28,82+0,42° 50,6+3,33° 7,0+0,51°
MA 3% |26%3,4° 3,390,167 18,50+0,91% 21,85+0,35° 81,4+2,28° 3,8+0,49°
MA 6% | 25+4,8° 7,49+0,21° 28,51+0,44° 30,27+0,12' 53,6+3,19° 7,3+0,22°
GM 3% |19£2,1° 4,69+0,37° 20,72+0,32° 19,30+0,27° 62,8+2,23° 2,8+0,99°
GM 6% |20%1,1° 8,5620,41° 30,39+0,19' 34,02+0,54' 47,843,47' 7,8+0,35°
GA 3% |27+2,2° 3,260,287 15,81+0,39° 20,54+0,17° 87,3+3,29° 3,0+0,35°
GA 6% | 28+1,0° 6,32+0,13° 22,3040,31° 28,30+0,31° 51,4+2,67° 6,240,28°

Média + desvio padrdo das repeticdes. Médias com a mesma letra em cada coluna indicam

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

que nao ha diferenga

O conteddo de umidade aumentou em média 35% para os filmes dos

alginatos MM e GM. Os filmes dos alginatos MA apresentaram acréscimo de

umidade de 30% enquanto que os filmes GA apresentaram o menor ganho (22%)

possivelmente devido a sua maior

disponibilidade de grupos carboxilicos livres.

interagdo com o calcio e a menor

A massa solubilizada dos filmes sofreram alteracdes significativas, variando

de 30 a 46%, sendo o menor valor obtido para os filmes GA. O aumento da

concentracdo do glicerol diminui as forgas coesivas, afastando as cadeias

poliméricas. Além disso, este plastificante possui alta solubilidade em agua, sendo

facilmente lixiviado da matriz polimérica.
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Zactiti (2004) observou aumento na massa solubilizada em agua em filmes
de alginato ao aumentar a concentracdo de glicerol de 0,7 para 5%. Bierhalz
(2010), trabalhando com filmes de alginato e pectina aditivados com 1, 3, 5 e 7%
de glicerol também relatou alteragdes significativas em seus valores de massa

solubilizada e umidade.

Da Silva et al. (2009) verificaram que a presenca de 15% de plastificante na
solugdo reticuladora resultou em filmes de alginato com 37% de massa
solubilizada e admitiu que a exsudacao do préprio glicerol pode ser responsavel
por estes altos valores.

O efeito do plastificante nas propriedades de barreira dos filmes também
ficou evidente através dos resultados da permeabilidade ao vapor de agua os
quais sofreram em média um aumento acima de 40% com o aumento da
concentragao de glicerol. Resultados semelhantes foram observados por Zactiti
(2004), da Silva (2009), Bierhalz (2010), Santana (2010) e Turbiani et al. (2011).

Filmes de natureza hidrofilica, como os de alginato de sédio, costumam
apresentar pobre barreira a transferéncia de agua, o que € amenizado pela
formacdo de fortes redes tridimensionais com os ions calcio. O plastificante
utilizado para melhorar a flexibilidade dos filmes, exerce grande influéncia negativa
sobre as propriedades de barreira, pois hd uma reducdo das forgas
intermoleculares com o consequente aumento do volume livre e dos movimentos
das cadeias, faciltando a permeacdo do vapor de agua (SOTHORNVIT;
KROCHTA, 2005; SANTANA, 2010).

A elasticidade melhorou significativamente com o aumento dos niveis de
glicerol e foi observada uma relacdo inversa entre a tensdo na ruptura e o
alongamento, pois os filmes contendo 6% de glicerol apresentaram a maior
elasticidade e, também, a menor tensdo na ruptura. Este comportamento é
comum, pois a funcdo do plastificante € justamente modificar a organizacao

tridimensional das cadeias com o intuito de melhorar a mobilidade das moléculas.
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Entretanto, ha a redugcédo das forgcas coesivas fazendo com que os filmes mais

elasticos sejam menos resistentes.

Em outro trabalho, com filmes de alginato reticulados por imersdo em
formaldeido e contendo sorbitol como plastificante, também foi observada a
diminuicao da tensao de ruptura com o0 aumento da concentragao de plastificante
(de 56 para 48 MPa), mas contrariamente ao comportamento tipico, houve
também uma diminuicdo no alongamento de 4 para 1,8% (LIMA et al., 2007).

A partir da avaliagdo dos resultados, a concentracdo de 3% de glicerol na
solugdo reticuladora foi definida como a concentragao ideal, por deixar os filmes

suficientemente flexiveis sem prejudicar as demais propriedades.

4.2.2.3 Definicao da concentracao de ions calcio na solucao reticuladora
do 292 estagio

As caracteristicas desenvolvidas pelos filmes dos alginatos estudados
quando imersos na solucéo reticuladora (2° estagio) por 20 minutos contendo 3%
de glicerol e 3, 5 ou 8% de CaCl,.2H,0 estao apresentados na Tabela 4.10.

Analisando o comportamento dos filmes de alginato reticulados com solugao
contendo 3% de CaCl».2H>,O ndo sdo observadas diferengas significativas nos
valores de espessura em relacdo as dos filmes reticulados com 5% de
CaCl,.2H20. No entanto, sdo evidentes as alteragdes ocorridas nas propriedades
de barreira e mecanicas destes filmes devido a menor concentragdo de calcio e
consequentemente a formacao de um menor niumero de jungdes entre as cadeias

poliméricas.

O processo de reticulagdo complementar utilizando 3% de CaCl,.2H,O
originou filmes mais solUveis, com menor barreira ao vapor de agua e mais
umidos. Os valores de tensado de ruptura sofreram reducdo de seus valores, no
entanto, nao foram observadas alteragdes significativas do alongamento destes

filmes, condicdo esta que era esperada principalmente para os filmes dos
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alginatos MM e MA, os quais possuem menor quantidade de Blocos G em sua

composicao.

Tabela 4.10 - Espessura (8), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), massa

solavel (MS), umidade (w), tenséo de ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes

de alginato MM, MA, GM e GA apés a reticulacdo complementar com solugdes de

minutos de contato.

CaCl,.2H>0 nas concentracdes de 3, 5 e 8%, contendo 3% de glicerol e 20

8%

Glicerol CaCly.2H,0 o) PVA ' MS w TR A

3% [um]  [(g.mm/m2.dia.kPa)] [%] [%] [MPa] [%]

MM 3% 26+2,3° 7,0040,32° 18,1240,12% 22,38+0,28° 62,7+3,71° 4,0+0,44°
MM 5% 27+4,8° 3,59+0,13° 17,68+0,89° 18,57+0,25° 79,742,42° 3,6+0,22°
MM 8% 31+1,5° 9,32+0,56' 22,53+0,43° 26,35+0,34° 67,9+4,29° 3,9+0,15°
MA 3% 274212 7,0740,18° 19,32+0,33° 23,02+1,23° 65,5+225° 4,1+0,12°
MA 5% 26+3,4° 3,39+0,16° 18,50+0,91% 21,85+0,35% 81,4+2,28% 3,8+0,49°
MA 8% 32+3,8° 9,29+0,31"' 24,58+0,73° 21,43+0,56° 62,3+2,19° 3,8+0,21°
GM 3% 19+1,9% 7,97+0,18° 22,62+0,44° 25,03+0,26° 59,4+4,18% 3,5+0,26°
GM 5% 1942,1° 4,69+0,37° 20,7240,32° 19,3040,27° 62,8+2,23% 2,8+0,99°
GM 8% 21425 8,99+1,31¢ 33,40+0,18" 21,180,297 43,9+4.41°% 2,0+0,34°
GA % 27+2,9° 6,09+0,11° 17,92+0,34% 21,1240,21% 78,94531% 3,9+0,43°
GA 5% 27+2,2° 3,26+0,28° 15,81+0,39° 20,54%0,17° 87,34#3,29° 3,0+0,35°
GA 3042,5° 8,01+0,38° 22,80+0,27° 21,28+0,27° 69,8+4,22° 4,1+0,20°

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

Os filmes de alginato quando tratados por 20 minutos com solugao

reticuladora contendo 3% de glicerol e 8% de CaCl,.2H,O apresentaram também

consideravel perda em qualidade de suas caracteristicas se comparados aos

filmes reticulados com 5% de CaCl».2H>0 e 3% de glicerol.
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Possivelmente o aumento dos valores de espessura, solubilidade em agua e
a reducdo das propriedades de barreira e mecanicas estdo relacionados com a
ocorréncia de uma reticulacdo imediata na superficie dos filmes bloqueando a
entrada dos ions para as regiées mais internas e impedindo o desenvolvimento de
ligacOes efetivas e em maior niumero entre as cadeias. Segundo Draget et al.
(1997), o filme apresentaria uma estrutura polimérica densamente reticulada na

superficie mas, aberta ou parcialmente reticulada em seu interior.

Remunan-Lopez e Bodmeier (1997) confeccionaram filmes de alginato
reticulados por imersdo em diversas concentracées de CaCl,.2H,O durante uma
hora e verificaram que altas concentracdes de célcio provocaram o aumento da
permeabilidade ao vapor de agua e diminuicdo da resisténcia mecanica dos
filmes. Os autores atribuiram este comportamento a rapida reticulagdo da
superficie que dificulta a difusdo dos ions para dentro do filme e ressaltam que o
tempo de imersdao em solugdes reticuladoras contendo altas concentragbes de

calcio deveria ser maior.

Em relagdo a permeabilidade ao vapor de agua, também constatou-se um
aumento deste coeficiente nos niveis mais altos de célcio o qual possivelmente
esta relacionado com os maiores valores de espessura. No entanto, Rhim (2004) e
Zactiti (2004) estudaram diversas concentragdes de célcio na solugao reticuladora
e nao observaram diferencas significativas na PVA dos filmes de alginato.

Zactiti (2004) ao avaliar as concentragdes de 2, 3, 4, 5 e 7% de CaCl,.2H,0
em filmes de alginato, verificou que a tensdo na ruptura foi beneficiada com o
aumento da concentracdo de 5% para 7%, mas as demais propriedades como
alongamento e massa solubilizada ndo sofreram alteragdo com os diferentes

tratamentos.

Bierhalz (2010) trabalhou com filmes de alginato e alginato/pectina e relatou
comportamento semelhante ao observado neste trabalho quando avaliou a
influéncia do estagio complementar de reticulagdo. Empregando um tempo de
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imersdo de 20 minutos e uma solucdo reticuladora contendo 6, 7 e 8% de
CaCl,.2H20 e 3% de glicerol verificou-se diminui¢do nas propriedades dos filmes.

A partir da avaliacdo dos resultados, definiu-se que a solugdo contendo 5%
de CaCl,.2H,O como padrao para o processo de reticulagdo dos filmes avaliados

neste estudo.

4.2.3 Determinacao do conteudo de calcio

A quantidade de ions célcio efetivamente incorporada aos filmes de alginato
MM, MA, GM e GA através dos processos de reticulagdo (1° e 2° estagio) foi
determinada através da espectroscopia de absorcdao atdmica seguindo a

metodologia descrita na Segao 3.4.8.

Os resultados da Tabela 4.11 indicam que o conteudo de célcio presente nos
filmes pré-reticulados com 6,80 mg Ca®'/g alginato ndo apresentou diferencas
significativas, independente da relacdo M/G presentes na sua estrutura dos
diferentes tipos de alginato. Resultados estes que estdo em acordo com o0s
demais até entdo apresentados nesta pesquisa.

Bierhalz (2010), trabalhando com filmes de alginato e alginato/pectina pré-
reticulados também obteve valores uniformes de teor de célcio e atribuiu esta

tendéncia a incorporagéo direta destes ions a solucao filmogénica.

Para os filmes tratados com o 2° estagio de reticulagéo (3% de glicerol, 5%
de CaCl,.2H20, com 20 minutos de imersao), o conteudo de calcio apresentou
consideravel variagao entre os tipos de filmes de alginato estudados.

Os valores na Tabela 4.11 deixam evidente que os filmes produzidos pelos
alginatos GM e GA, admitiram uma menor quantidade de ions calcio em sua
estrutura. Este comportamento era esperado visto que o processo de pré-
reticulacdo se aplica de forma mais eficiente as cadeias do alginato com maior

quantidade de Blocos G sendo necessaria uma menor quantidade destes ions no
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2° estagio de reticulacédo. Todavia, para os filmes GM € possivel que haja também
uma limitacao ocasionada pelo menor comprimento de suas cadeias permitindo a
formacdo de um menor numero de juncdes e refletindo em suas propriedades

mecanicas e de barreira como pbde ser observado anteriormente.

Tabela 4.11 — Conteudo efetivo de célcio presente nos filmes com 1° e 2° estagios

de reticulacao.

Conteldo de calcio (umol/mg filme seco)
Filme
1° estagio” 2° estagio™™
MM 0,43+0,005% 4,49+0,032°
MA 0,45+0,003% 4,33+0,057%
GM 0,47+0,004% 2,12+0,024°
GA 0,43+0,002% 3,07+0,045°

Média + desvio padrdo das repetigdes. Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (g< 0,05) de acordo com o Teste de Tukey.
* 6,80 mg Ca“*/g alginato; ** 3% de glicerol, 5% de CaCl,.2H,0O, com 20 minutos de imersdo

Os filmes dos alginato MM e MA apresentaram resultados semelhantes entre
si, admitindo uma maior quantidade de ions célcio em sua estrutura devido as
suas ligacbes mais brandas com estes ions. Valores de conteudo de célcio de
2,25, 3,29 e 4,35 pymol/mg filme seco foram encontrados por da Silva (2009) e
Bierhlaz (2010).

4.3PREPARO E CARACTERIZACAO DOS FILMES DE ALGINATO
DE CALCIO CONTENDO NATAMICINA COMO AGENTE
ANTIFUNGICO
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Os filmes dos alginato MM, MA, GM e GA contendo 4% de natamicina (4 g
natamicina/100 g alginato) foram preparados de acordo com a metodologia
descrita na Secdo 3.3.3 e utilizando as condicbes consideradas padrao
(reticulados com 3% de glicerol, 5% de CaCl,.2H,O e tempo de imersdao de 20
minutos). Estes filmes foram caracterizados quanto a espessura, permeabilidade
ao vapor de agua, umidade, massa soluvel e propriedades mecéanicas (tensédo de
ruptura e alongamento), grau de intumescimento, microscopia eletrdnica de
varredura e propriedades Opticas, sendo comparados com suas respectivas

estruturas sem a presencga deste antimicrobiano em sua formulagao.

Na Tabela 4.12 estdo apresentados o0s resultados de espessura,
permeabilidade ao vapor de agua, umidade, massa soluvel, tensdo de ruptura e
alongamento dos filmes de alginato comparados aos filmes produzidos sob estas

mesmas condi¢des contendo 4% de natamicina.

De maneira geral, os filmes ativos produzidos com os alginatos MM, MA, GM
e GA apresentaram-se manuseaveis, mas com maior grau perceptivel de

opacidade e rugosidade.

Observa-se através dos resultados, que a presenca da natamicina alterou a
espessura dos filmes, possivelmente devido a presencga de cristais presentes na
superficie nao incorporados internamente a matriz polimérica. Este
comportamento € mais acentuado para os filmes produzidos com o alginato GM
(aumento de espessura de 24%), enquanto que para os demais filmes houve um
aumento médio de 14%.

Os valores de umidade dos filmes contendo natamicina seguiram a mesma
tendéncia apresentada pelos filmes que ndo contém o antimicrobiano em sua
formulacdo. Observa-se, no entanto, crescente aumento da solubilidade,
principalmente para o filme GM (aumento de 37,5% no valor de sua solubilidade).
Para os filmes MM, MA e GA os valores de solubilidade aumentaram em média
32%.
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Tabela 4.12 — Espessura (0), permeabilidade ao vapor de agua (PVA), umidade
(w), massa soluvel (MS), tensao de ruptura (TR) e alongamento (A) dos filmes de
alginato reticulados com 3% de glicerol, 5% de CaCl,.2H,0 e tempo de imersao de
20 minutos comparados aos filmes produzidos sob estas mesmas condi¢coes
contendo 4% de natamicina.

5 PVA w MS TR A
Alginatos | nm1  [(g.mm/m2dia.kPa)]  [%] [%] [MPa] [%]

Filmes sem natamicina

MM  [274,8° 3,590,137 18,567+0,25% 17,68+0,89° 79,6+2,42° 3,6+0,22°
MA |26%3,4° 3,39+0,16° 21,8520,35" 18,50£0,91* 81,4+2,28% 3,8+0,49°
GM | 19£2,1° 4,69+0,37° 19,3040,27 20,72+0,32° 62,8+2,23° 2,840,997
GA |27x2,2° 3,26+0,28° 20,54+0,17° 15,81+0,39° 87,3+3,29° 3,0£0,35

Filmes formados com uma solug¢do contendo 4 g natamicina/ 100 g alginato

MM [30£2,3° 6,2040,23° 16,88+0,94° 27,87+0,42° 68,1+4,02° 2,8+0,87°
MA |31£2,9° 6,2240,73° 17,3540,42° 27,85+0,35° 65,9+4,43° 3,00,25°
GM |25#3,5° 9,56+1,28° 18,1740,54* 32,52+0,57° 48,9+545° 3,110,19°

32+3,2° 5,44+0,71° 17,4420,73° 22,54+0,29'  79,4+4,51* 2,9+0,85°
GA

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

A permeabilidade ao vapor de agua sofreu consideravel aumento para todos
os filmes contendo natamicina se comparados aos seus respectivos filmes sem o
antimicrobiano em sua formulacdo. Este comportamento foi mais acentuado para
os filmes de alginato GM o qual apesar de possuir maior quantidade de Blocos G
apresenta menor massa molar. Os alginato MM e MA apresentaram aumento
intermediario desta propriedade, enquanto que o alginato GA demonstrou sofrer
menor alteracdo, comportamento este que também pode ser atribuido a sua maior
massa molar mas, também a sua maior afinidade com os ions calcio.
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A tensdo de ruptura dos filmes sofreu reducao. Os valores de alongamento,
no entanto, mantiveram a mesma tendéncia dos filmes confeccionados sem o

antimicrobiano.

De maneira geral, a dificil incorporacédo e compatibilizagdo da natamicina na
matriz polimérica dos filmes de alginato causou alteracbes em sua estrutura
prejudicando o processo de reticulacao e o desenvolvimento das zonas de juncao
o que refletiu em menor coesividade das cadeias poliméricas e maior volume livre
das moléculas facilitando a permeacdo da agua aumentando os valores de
solubilidade e permeabilidade dos filmes, além de torna-los menos resistentes

mecanicamente.

Zactiti et al. (2009), trabalhando com filmes de alginato contendo sorbato de
potassio como agente antimicrobiano ndo observaram diferengcas na espessura
dos filmes de alginato bem como em suas propriedades mecéanicas e de barreira
ao vapor de agua. Todavia, houve consideravel aumento dos valores de massa

solubilizada devido ao alto grau de lixiviagdo do sorbato de potassio em agua.

Da Silva (2009) verificou que a adigdo de natamicina em quantidades
superiores a 4% geram perdas em propriedades mecéanicas e de barreira nos
filmes de alginato. Segundo Han (2005), a diminuicdo da forca fisica e da
integridade mecanica dos filmes pode ser causada por um excesso de agente

antimicrobiano que nao é capaz de ser incorporado adequadamente ao material.

Bierhalz (2010) verificou que filmes de alginato e alginato com pectina
contendo 4% de natamicina ndo sé apresentaram maior solubilidade, mas também
perdas em suas propriedades mecéanicas e de barreira devido possivelmente a
menor compatibilidade do agente ativo com a pectina, o que dificultou a

reticulacao desses filmes com os ions calcio.

Benevides et al. (2011) incorporaram 6leo essencial de orégano em filmes de
alginato de célcio e observaram maior alongamento dos filmes, menor
permeabilidade do vapor de agua e boa acao antibacteriana sendo que os valores

de tensdo de ruptura para estes filmes sofreram consideravel reducdo com o
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aumento da concentragdo deste agente. Por outro lado, Pranoto et al. (2005a),
trabalhando também com filmes de alginato, mas incorporando éleo de alho,
verificaram consideravel aumento da permeabilidade ao vapor de agua.

4.3.1 Intumescimento (/)

Foram determinados os tempos de estabilizacao do processo de absorgao
de agua dos filmes de alginato MM, MA, GM e GA reticulados com 3% de glicerol,
5% de CaCl,.2H,0 por 20 minutos e para filmes com estas mesma condi¢cdes de

reticulagdo contendo 4% de natamicina em sua formulagéo.

Na Figura 4.18 estao tracadas as curvas de absorcao de agua dos filmes de

alginato MM, MA, GM e GA assim como de seus respectivos filmes ativos.

0,8

MM sem natamicina
—_ 0,7
S L4 ° MA sem natamicina
2 °
o 0,6 °
E b B GM sem natamicina
=
20 0,5 b = = [ ] [ ]
S~ ’ ..
a . - Py ry ° ° M GA sem natamicina
\© 0,4 : ..
g :.i! ! H H H @ MM com natamicina
= °
s 03 |m "L | | | ] ] ] ] ® MA com natamicina
& -
3 0.2 ® GM com natamicina
R
g 0,1 ® GA com natamicina
4
< 0-&
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Figura 4.18 — Curvas de absorcdo de agua dos fiimes MM, MA, GM e GA
reticulados com 3% de glicerol, 5% de CaCl,.2H2O por 20 minutos com e sem

natamicina.

Verifica-se que os filmes GA sem natamicina absorvem uma menor
quantidade de agua e atingem o equilibrio mais rapidamente, se comparado aos
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demais filmes avaliados. Este comportamento era esperado, visto que este tipo de
alginato possui uma maior quantidade de Blocos G em sua estrutura. Quando
reticulados com ions calcio, ocorre um maior numero de jungdes efetivas entre as
suas cadeias minimizando a movimentagao e o inchamento de sua estrutura e a

consequente permeacao de agua na matriz do polimero.

A capacidade de absorcao de agua pelos filmes de alginato é facilitada pelos
grupos carboxilicos, que se associam fortemente as moléculas de agua. Um
aumento no grau de reticulacdo diminui a disponibilidade destes grupos e,
consequentemente, a hidrofilicidade do sistema (BRACCINI; PEREZ, 2001; FANG
et al., 2008).

Devido a relagdo entre o intumescimento e a extensdo da reticulagao,
esperava-se que os filmes produzidos com o alginato GM sem o agente
antimicético apresentassem comportamento semelhante ao dos filmes GA. No
entanto, os filmes GM apresentaram maior capacidade de absor¢cdo de agua
quando comparados aos filmes GA e até mesmo em relacédo aos filmes MM e MA
demonstrando que a massa molar apresentou maior influéncia no comportamento

deste filme que a distribuicdo dos Blocos M e Blocos G em sua estrutura.

Os filmes dos alginatos MM e MA apresentaram maior capacidade de
absorcdo de 4gua se comparados aos filmes GA. Comportamento semelhante ao
obtido para os filmes MM e MA foram relatados por da Silva (2009) e Bierhlaz
(2010).

Para os filmes contendo a natamicina a avaliacdo do grau de intumescimento
permitiu prever as modificacdes na matriz polimérica causadas pelo aumento de
volume entre as cadeias, o qual esta relacionado com a difusividade do agente
antimicaético.

by

Tendéncia semelhante a dos filmes de alginato sem natamicina foi
apresentada, porém os valores de absor¢cdo de agua apresentaram consideravel
aumento. A natamicina possivelmente provocou o desenvolvimento de uma

estrutura ndo compacta a qual permitiu a difusdo de moléculas de agua para o
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interior dos filmes. As moléculas de agua acomodaram-se na fase polimérica
provocando uma mudanca no arranjo espacial das cadeias e o consequente
aumento do volume da matriz permitindo uma maior lixiviagdo do agente ativo
(LUCAS et al., 2001, ZACTITI, 2004, DA SILVA, 2009).

Observa-se que o filme GM apesar de apresentar maior quantidade de
Blocos G em sua cadeia, se comparada aos demais filmes estudados, apresentou
o maior valor de absorcdo de agua, possivelmente devido a desestruturacao
causada pela natamicina em sua cadeia polimérica.

Zactiti (2004) e da Silva (2009) verificaram que a absor¢cdo de agua pelos
flmes de alginato aumentava proporcionalmente a quantidade de agente

antimicotico, no entanto, Bierhalz (2010) n&o observou alteracdes significativas.

4.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura permitiu correlacionar as propriedades
fisico-quimicas dos filmes dos alginatos MM, MA, GM e GA e sua estrutura
morfologica sendo possivel visualizar imperfeicoes, a presenca de poros e cristais,
separacao de fases e o grau de compatibilidade entre o agente antimicético e os
diferentes tipos de alginatos.

As micrografias da superficie e da secdo transversal (fratura) dos filmes com
2° estagio de reticulagdo ndo possuindo natamicina em sua formulagdo e das
estruturas correspondentes formuladas com 4% de natamicina estao
apresentadas nas Figuras 4.22 a 4.25.

De maneira geral, os filmes com 2° estagio de reticulagdo (sem natamicina)
apresentaram superficies lisas e homogéneas, mas pequenos pontos brancos,
indicando que parte do calcio usado na reticulagdo complementar nao foi
incorporada a matriz dos filmes corroborando com os resultados obtidos através
da andlise do conteudo efetivo de calcio presente nos filmes.
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EHT (M)+10.08 kv EHT (M)+18.00 kV LRAC /FEQ/UN I CAMP)
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Figura 4.22 — Micrografias da superficie (aumento de 1000 vezes) e fratura

(aumento de 2000 vezes) dos filmes de alginato MM sem e com natamicina.

A secédo transversal dos filmes dos diferentes tipos de alginato (sem
natamicina) demonstram estruturas bem compactadas, sem indicios de separagao
de fases ou presenca de trincas. Excecao pode ser observada na micrografia da
seccao transversal do filme GA (Figura 4.25) onde houve o desenvolvimento de
pequenas trincas possivelmente geradas por uma maior rigidez localizada,

ocasionada por sua reacao mais intensa com os ions calcio.
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A incorporagdo da natamicina a formulacdo dos filmes dos alginatos

estudados provocou grande alteracdo morfolégica havendo a presenca de

granulos e cristais insolUveis depositados na superficie e na secao transversal dos

filmes, sendo este comportamento intensificado para os filmes GM (Figura 4.24).
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Figura 4.23 — Micrografias da superficie (aumento de 1000 vezes) e fratura

(aumento de 2000 vezes) dos filmes de alginato MA sem e com natamicina.

Nas micrografias das fraturas dos filmes também séo verificadas estruturas

irregulares e descontinuas, resultados estes que reforcam as observagdes visuais
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de que os filmes ativos apresentaram menor transparéncia e com relativa
aspereza. Estas caracteristicas estao relacionadas com a baixa solubilidade da
natamicina na solugédo filme-formadora e no filme posteriormente formado. A
imiscibilidade entre o agente antimicoético e os polimeros estudados possivelmente
ocasionou também a reducdo das propriedades de barreira e mecéanicas dos
filmes ativos e no seu grau de intumescimento.

N = EHT (N)=10.080 kV 0 ENT (M)«12 @@ W
Mag- 1.80 K X I Probe- 188 pA = 1 Prode= 183 p

GM + natamicina

! DT ()10 7 b EHT (¥)=19.88 KV LRAC/FEQ/UNICANP |
Mg LK X 1 Prode 1. g HeJened | s 2. I Probes 168 p 29-Jun-2012

Figura 4.24 — Micrografias da superficie (aumento de 1000 vezes) e fratura

(aumento de 2000 vezes) dos filmes de alginato GM sem e com natamicina.
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Na literatura, grande parte dos trabalhos com filmes de alginato relata
superficies e fraturas regulares sendo esta caracteristica também observada por
da Silva (2009) e Bierhalz (2010) em seus trabalhos.

Geralmente a separagao de fases é observada quando ha a incorporagao de
grande quantidade de plastificante ou de compostos hidrofébicos como acidos
graxos ou a adicdo de um agente antimicrobiano incompativel (CARULO, 2005;
BATISTA, 2004; SANTANA, 2010; DA SILVA, 2009; BIERHALZ, 2010).

e CUNLIBCE AL ENT (M)-18.09 kV LRAC/FEQ/UNICANP|

Mg Tmex LA T Bl o Mag: 2.0 K X [ Probes 109 p 29-Jun-2012

GA + natamicina

INT (110 00 W LEAC A/ 10— EHT (M)-18.00 kV LRAC/FEQ/UNICAMP
1 Prote L0 29-J3-2012 Mog= 2.8 K X 1 Probe= 160 pA 29-Jun-2812

Figura 4.25 — Micrografias da superficie (aumento de 1000 vezes) e fratura

(aumento de 2000 vezes) dos filmes de alginato GA sem e com natamicina.
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4.3.3 Cor e opacidade

Na Figura 4.26 observa-se os valores de opacidade calculadas para os
filmes de alginato de calcio MM, MA, GM e GA contendo natamicina e para 0s

filmes confeccionados sem este agente antimicrobiano.
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Figura 4.26 — Valores de opacidade obtidos para os filmes de alginato MM, MA,
GM e GA com e sem natamicina.

Filmes puros dos alginatos MM, MA, GM e GA apresentaram valores de
opacidade entre 10 a 30% n&o sendo possivel relacionar esta caracteristica com a
proporcéo de Blocos M e Blocos G presentes na estrutura dos polimeros.

Verifica-se que a incorporac¢ao da natamicina aos filmes de alginato provocou
consideravel aumento na opacidade. Os filmes produzidos com os alginatos MM e
MA apresentaram acréscimo de aproximadamente 45 %, sendo que o filme
produzido com o alginato GM apresentou o maior valor de opacidade (57,25%),
fato este possivelmente ocasionado pela natamicina pouco incorporada, conforme
foi observada através da microscopia eletrdnica de varredura. Os filmes de
alginato GA com natamicina apresentaram o menor valor de opacidade (17,53%).
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A Figura 4.27 mostra uma fotografia comparando os dois tipos de filmes,
onde é possivel verificar visualmente a maior transparéncia dos filmes sem

antimicrobiano.

GA + natamicina

Figura 4.27 — Aspecto de um filme de alginato GA sem natamicina em sua

formulacao e contendo natamicina.

Os resultados de opacidade deste trabalho seguem a tendéncia observada
por da Silva (2009), cujos filmes de alginato puro apresentaram 7% de opacidade
e a adicado de natamicina elevou a opacidade para 52%. Bierhalz (2010) também
observou esta tendéncia para os filmes de alginato sendo a opacidade sete vezes

maior para os filmes que continham natamicina.

Os parametros de cor, L*, a*e b* dos filmes estao dispostos na Tabela 4.13,
bem como os resultados obtidos no céalculo da diferencga total de cor AE*, a qual foi
calculada para as formulagdes dos filmes ativos, utilizando-se como padrdao os

respectivos filmes puros de alginato.

112



CAPITULO 4 - Resultados e Discussao

Tabela 4.13 - Parametros de cor L*, a*e b*dos filmes MM, MA, GM e GA com e
sem tratamento antimicrobiano e diferenca total de cor (AE*) usando como padrao

os filmes de alginato sem antimicético.

Filme % natamicina L* ar b* AE”

MM 0 91,39+0,172  0,09+0,01° 1,81+0,022
2,66

4 97,37+0,18°  0,53+0,01° 4,25+0,12°

MA 0 96,44+0,09° 0,02+0,01* 2,25+0,03°
f c h 2,86

4 97,59+0,15 0,52+0,01 4,83+0,18

GM 0 95,43+0,32°  0,20+0,03° 1,99+0,09°
2,96

4 97,40+0,29° 0,56+0,01° 4,76+0,16°

GA 0 96,76+0,13°  0,01+0,02° 2,33+0,05°
. . 2,41

4 97,78+0,17¢ 0,58+0,01 4,44+0,13

Média + desvio padréo das repeticoes.
Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05) de acordo com o Teste de
Tukey.

Verificou-se que a luminosidade (L*), parametro relacionado com a distingao
da cor clara em relacdo a cor escura, apresentou maiores valores para os filmes

contendo natamicina em sua formulagéo.

Em relagdo ao parametro a* os filmes apresentaram tendéncia a tonalidade
vermelha, sendo esta aumentada com a adicao da natamicina enquanto que o
parametro b* indicou que a natamicina provoca um aumento significativo na
tonalidade amarela dos filmes. Nao foram observadas alteragOes significativas
para o parametro diferencga total de cor (AE™).

Na Tabela 4.14 estdo apresentados os resultados para o angulo Hue e o
Croma dos filmes.
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Tabela 4.14 — Angulo Hue e Croma dos filmes de alginato MM, MA, GM e GA com

e sem natamicina.

Filme % natamicina ° Hue Croma
0 87,20+0,18' 1,99+0,26°
MM
4 82,93+0,17° 3,99+0,09°
0 89,53+0,10¢ 2,36+0,07°
MA
4 83,89+0,09¢ 4,35+0,01¢
0 84,30+0,29° 2,23+0,05°
GM .
4 83,33+0,22° 4.32+0,01
0 89,80+0,18" 2,91+0,03°
GA
4 82,60+0,122 4.47+0,02"

Média + desvio padréo das repeticoes.
Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que nao ha diferenga significativa (p< 0,05) de acordo com o Teste de
Tukey.

O angulo Hue dos filmes variou entre 82,60 a 89,80° estando orientados no
1° quadrante, entre a (+) e 0 b (+) de acordo com o diagrama CIELab. Os valores
indicam que os filmes apresentam coloragao entre o amarelo-laranja e o amarelo.
O croma indica a intensidade da cor representada pelo valor do Hue cujo valor
maximo € 16, assim os filmes de alginato sem natamicina apresentaram fraca
intensidade de cor, representada pelos menores valores do croma. Ja os filmes

ativos apresentaram maior intensidade devido ao maior valor do croma.

Da Silva (2009) obteve caracteristicas gerais de cor semelhantes aos
amostrados aqui. Nos filmes de alginato com natamicina, o angulo Hue situou-se
entre 85,70 a 92,55° e houve um aumento no parametro b* com a incorporagao do
agente ativo. Bierhalz (2010) também constatou um aumento da intensidade da
coloracao dos filmes apds a adicdo da natamicina, obtendo valores de angulo Hue
entre 89,33 e 93,52°.
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4.4 ENSAIO DE LIBERAGAO DA NATAMICINA EM AGUA

Os filmes ativos produzidos através dos diferentes tipos de alginatos (MM,
MA, GM e GA) foram submetidos aos ensaios de liberacdo da natamicina em

agua, a temperatura de 25°C, conforme descrito na Sec¢ao 3.5.

4.4.1 Ensaios de liberacao da natamicina — tempos curtos

Com o objetivo de avaliar o mecanismo envolvido no processo de difuséo,
utilizou-se o Modelo da Lei da Poténcia (Equacao 2.3) que relaciona a perda de
soluto no periodo inicial de liberagdo com o tempo.

Para os alginatos MM, MA, GM e GA, os graficos de In (Mt/M.,) versus In (1)
permitiram determinar o expoente difusional (n), calculado a partir do coeficiente
angular e a constante difusional (k) calculada a partir do coeficiente linear das
retas. O parametro nindica o mecanismo de liberacao do agente antimicrobiano e
k os tempos de liberagao.

Na Tabela 4.15 estdo apresentados os valores obtidos para o expoente
difusional n e a constante difusional k e na Figura 4.28 sdo apresentadas as

linearizagbes para os diferentes tipos de alginatos avaliados neste estudo.

Tabela 4.15 — Expoente difusional (n) e constante difusional (k) da liberacao de
natamicina nos filmes de alginato MM, MA, GM e GA.

Alginatos n k(s R
MM 0,8842 2,26.10™2 0,9805
MA 0,8754 1,97.10*° 0,9826
GM 0,8515 5,16.10*° 0,9726
GA 0,8250 1,04.10*¢ 0,9703

Média + desvio padrdo das repetigdes. Médias com a mesma letra em cada coluna indicam que ndo ha diferenga
significativa (p< 0,05) de acordo com o Teste de Tukey.
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Figura 4.28 - Curva In (Mt/M..) por In (t) para flmes MM, MA, GM e GA contendo

4g natamicina/100g alginato.

Verifica-se que para os filmes dos alginatos MM, MA, GM e GA o parametro
n encontra-se entre 0,5 e 1, indicando que o processo de transporte é uma difusao
ndo-Fickiana e sim andmala na qual a taxa de difusdo do soluto e a taxa de
relaxacao da estrutura do polimero pela absor¢cdo de agua sdo da mesma ordem
de magnitude.

Os resultados obtidos, neste estudo, para o expoente difusional estdo em
acordo com os valores obtidos através das pesquisas realizadas no LEEPbio.
Resultados similares foram encontrados por Zactiti (2004) para filmes ativos de
alginato contendo sorbato de potassio e reticulados com solugdo de cloreto de
célcio. Carulo (2005) trabalhando com filmes de alginato contendo sorbato de
potassio e acidos graxos encontrou valores de n entre 0,6822 e 0,9081. Turbiani
(2009) trabalhando com filmes de alginato contendo benzoato de calcio obteve n
valores entre 0,8148 e 0,9504. Bierhalz (2010) trabalhando com filmes de alginato

e pectina verificou que os filmes de alginato e pectina com composicao entre 90 a
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100% de pectina apresentaram um mecanismo de liberagcao que associa a difusao
parcial através de uma matriz intumescida e através de poros hidrofilicos (n =
0,3371). Os filmes de alginato e pectina com quantidades maior ou igual a 70% de
alginato em sua composicao apresentaram um mecanismo de liberagdo andmalo
(n = 0,8466). Da Silva (2009) trabalhando com filmes de alginato obteve expoente
difusional igual a 0,608.

Em relacdo a constante difusional (k), quanto maior seus valores, menor é o
tempo para liberacdo do agente ativo. Dessa forma, os resultados obtidos para k
estao de acordo com os tempos de liberagcao, pois o maior valor foi verificado para
o filme GM. Os filmes MM e MA apresentaram valores intermediarios de Kk,

enquanto que o filme MA apresentou o menor valor para este parametro.

Com a finalidade de comparar os valores de difusividade obtidos nos ensaios
de liberacdo até o equilibrio, com a difusividade efetiva da natamicina nos
instantes iniciais da liberacdo, adequou-se o0s dados obtidos nos ensaios ao
modelo de difusdo em soélidos semi-infinitos (tempos curtos). A Figura 4.29

apresenta os graficos para os filmes de alginato MM, MA, GM e GA.
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Figura 4.29 — Ajuste dos dados ao modelo dos sélidos semi-infinitos para os filmes
ativos dos alginatos MM, MA, GM e GA.

117



CAPITULO 4 - Resultados e Discussao

Para este caso, a liberagdo segue a cinética de ordem "2 e os valores para a
fracdo de massa liberada deve exibir ajuste linear em fung¢do da raiz quadrada do

tempo (t"3)

. Na Tabela 4.16 estdo apresentados os valores dos coeficientes de
difusdo (D) obtidos através do modelo de tempos curtos para os quatro tipos de

filmes ativos.

Tabela 4.16 — Coeficientes de difusdo (D) obtidos através do modelo de tempos

curtos para os filmes ativos dos alginatos MM, MA, GM e GA.

Alginatos D (cm?/s) R?
MM 2,97.10" 0,9838
MA 2,41.10™" 0,9787
GM 1,01.107° 0,9707
GA 1,95.10™" 0,9699

Observa-se que os valores de difusividade obtidos para os filmes de alginato
MM e MA sé&o bem préximos entre si. A natamicina apresentou maior difusividade
nos filmes produzidos com o alginato GM, apesar deste alginato apresentar uma
maior quantidade de Blocos G do que os alginatos MM e MA, o que lhe confere
uma maior interacdo com os ions calcio, a influéncia de suas cadeias menores

demonstrou-se mais pronunciada, facilitando a liberagdo da natamicina.

Este comportamento dos filmes GM é evidenciado pelos valores de grau de
intumescimento e solubilidade e é confirmado pelas micrografias que revelaram
grande quantidade de cristais na superficie destes filmes demonstrando sua
menor interagdo com o antimicético. Nos filmes GA, a natamicina apresentou o
menor valor de difusividade ja que o processo de reticulacao nestes filmes € mais
intenso e minimiza a liberagdo da natamicina.

De maneira geral, estes resultados apresentam-se ordem de grandeza
semelhante aos obtidos por da Silva (2009) e Bierhalz (2010), salvo o valor obtido

para os filmes do alginato GM.
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4.4.2 Ensaios de liberacao da natamicina — liberacao completa

Os dados experimentais de liberacdo total da natamicina para os filmes de
alginato MM, MA, GM e GA foram avaliados através da Equacdo 2.2 sendo
apresentados na Figura 4.30. A Tabela 4.17 contém os resultados dos célculos da

difusividade.

1,00 - . 1,00 - .
0,90 0,90
0,80 - (] 0,80
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8 0,50 - 8 0,50

% 0,40 - % 0,40

2 2
0,30 0,30
0,20 4 MM 0,20 MA
0,10 4 0,10
0,00 S T T T T 0,00 + T T T

0 200 400 600 800 400 600 800
tempo (h) t empo (h)

1,00 - - . 1,00 -
0,90 A 0,90
0,80 (] 0,80
0,70 0,70
0,60 0,60

% 0,50 % 0,50

= 0,40 > 0,40

2 2
0,30 0,30
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Figura 4.30 — Fracdo de natamicina liberada com o tempo para os filmes de
alginato MM, MA, GM e GA.

Observa-se que para o filme GA foram necessarias aproximadamente 400
horas para que 90% da massa total de natamicina fosse transferida para o
solvedouro. Para os fiimes MM e MA este tempo foi reduzido para
aproximadamente 180 e 200 horas enquanto que para o filme de GM foi
necessario pouco mais de 100 horas. Estes resultados corroboram com os valores
de grau de intumescimento e massa solubilizada que conjuntamente com as
micrografias demonstram que entre os alginatos MM, MA e GA a relagdo M/G e o
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grau de reticulacdo influencia primariamente no processo de liberagcdao da
natamicina. Ja para o filme GM, a liberagcdo do antimicotico mostrou maior
dependéncia de sua massa molar, que por apresentar menores valores acabou
por se sobrepor a sua maior quantidade de Blocos G, fazendo com que estes

filmes liberassem mais rapidamente a natamicina.

Tabela 4.17 — Coeficientes de difusdo efetiva (D) obtidos através da liberagao

completa para os filmes ativos dos alginatos MM, MA, GM e GA.

Alginatos D (cm?/s) R?
MM 2,38.10™" 0,9767
MA 2,08.10™" 0,9842
GM 1,67.10% 0,9638
GA 1,52.10™" 0,9679

Considerando-se o modelo de tempos curtos e o completo, observa-se que
os valores sao diferentes, mas os comportamentos sdo semelhantes. A
difusividade € menor nos filmes GA, pois, estes possuem maior massa molar e
maior quantidade Blocos G, apresentando uma reticulagdo mais intensa. Os filmes
MM e MA (maior quantidade de Blocos M com média e alta massa molar
respectivamente) apresentaram valores maiores que os obtidos para os filmes GA,
no entanto, menores que os dos filmes GM (maior quantidade de Blocos G, mas

com menor massa molar).

Zactiti (2004) e Carulo (2005) observaram que a difusividade do sorbato de
potassio em agua diminuia com o aumento da concentracdo de célcio utilizada na
reticulagdo e com a adicdo de acidos graxos. Seus valores foram da ordem de 107
cm?/s. Da Silva (2009) e Bierhalz (2010) obtiveram valores de difusividade da

natamicina em agua para filmes de alginato na ordem de 10'cm?s.
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5

Este capitulo traz as principais conclusées deste estudo, envolvendo o processo
de produgdo de filmes de alginato com diferentes proporcdes de Blocos M e
Blocos G e suas caracteristicas fisico-quimicas. Ao final do capitulo também séo
apresentadas recomendagées para futuros trabalhos.

Os resultados experimentais desta pesquisa, que focou a elaboracdo e
caracterizacdo de filmes de alginato de quatro composicdes diferentes (média
viscosidade e maior quantidade de Blocos M — MM; alta viscosidade e maior
quantidade de Blocos M — MA; provenientes das algas Macrocystis pyrifera e
média viscosidade e maior quantidade de Blocos G — GM; alta viscosidade e
maior quantidade de Blocos G — GA originados da Laminaria hyperboria)
permitiram definir dois importantes avangos em relacdo aos resultados e

procedimentos de pesquisas com filmes de alginato:

A) Os alginatos MM e MA possuem caracteristicas semelhantes entre si, bem
como os seus filmes. O alginato GA, mesmo exigindo uma menor quantidade de
ions célcio para reticular, apresentou as melhores propriedades dentre os
alginatos estudados enquanto que o alginato GM originou filmes com propriedades
inferiores aos dos demais alginatos avaliados neste estudo, comportamento este

influenciado diretamente por sua massa molar.

B) A massa molar é fator determinante nas propriedades funcionais do
alginato e de seus filmes, influenciando de forma mais drastica as propriedades de
barreira e mecanicas que a proporcao de Blocos M e Blocos G.
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C) Os ensaios reolégicos dinamicos demonstraram ser uma ferramenta
importante permitindo determinar a quantidade limite de ions calcio a ser
adicionada a solucéo filmogénica dos alginatos MM, MA, GM e GA.

Outras conclusdes com relacao aos filmes com diferentes tipos de alginato:

1) Através dos ensaios preliminares, foi possivel confirmar os resultados
obtidos da reologia que revelaram que alginatos MM e MA, provenientes das algas
Macrocystis pyrifera (alto teor de Blocos M) e alginatos GM e GA, originados da
Laminaria hyperboria (alto teor de Blocos G) apresentam comportamentos
diferentes em relagdo a reacao de reticulagdo com ions calcio. O limite de adicao
de ions célcio para a obtencao de estruturas homogéneas foi de 6,80 e 19,04 mg
Ca*?/g alginato para alginatos com maior teor de Blocos G e Blocos M,

respectivamente.

2) A reticulagé@o parcial com ions calcio interfere nas caracteristicas visuais,
de manuseio, e na tensdo na ruptura dos filmes sendo que 6,80 mg Ca?'/g
alginato mostrou-se como a concentracdo mais adequada para a producao dos
diferentes tipos de alginato, ndo havendo tendéncia para uma gelificacdo
localizada e originando estruturas com propriedades mecéanicas e de barreira

adequadas.

3) A reticulagdo complementar através da imersao dos filmes por 20 minutos
em solucdo de 5% de CaCl,.2H,O e 3% de glicerol originou estruturas com
melhores propriedades de barreira e resisténcia mecanica.

4) 6,80 mg Ca'/g alginato empregado no processo de reticulagdo ndo gerou
ganhos significativos de alongamento e maleabilidade para os filmes avaliados
neste estudo.

5) A incorporacdo da natamicina para a confecgdo dos filmes ativos gerou
perdas nas propriedades funcionais dos filmes. A natamicina é incompativel com
os diferentes tipos de alginato.
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6) A difusividade dos filmes de alginato foi influenciada pela relacao M/G bem
como pela massa molar dos diferentes alginatos avaliados. A liberacdo da
natamicina foi mais rapida nos filmes com menor massa molar (GM). Filmes com
maior quantidade de Blocos G e alta massa molar (GA) liberam a natamicina de
forma mais lenta que se comparados aos filmes de MM e MA (média e alta massa
molar e maior quantidade de Blocos M).

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- As pesquisas desta dissertacdo apontaram para a necessidade de estudos

mais abrangentes em relagao a filmes de alginato com maior massa molar.

- Avaliar as propriedades térmicas dos diferentes tipos de alginato, assim

como de seus filmes.

- Obter as curvas de relaxacao para alginatos de diferentes fontes e avaliar a
adequacao do modelo de Maxwell-Voigt para a representagdo do comportamento

viscoelastico destes polimeros.

- Desenvolver um processo produtivo para os filmes com maior eficacia e

menor custo.

- Avaliar o comportamento dos alginatos através da produgcdo de blendas

com amido e hanocompaositos.
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APENDICE A
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Na Figura A.1 estdo apresentadas os espectros de 'H RMN dos alginatos
MM, MA, GM e GA empregados neste estudo.
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Figura A.1 — Espectros de 'H RMN para os alginatos MM (A), MA (B), GM (C) e
GA (D).
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Cromatografia de exclusao por tamanho - SEC

APENDICE B

Na Figura B.1 esta apresentada a curva de calibracdo da coluna cromatografica

utilizando padrdes de dextrana com massa molar na faixa de 10° a 10° Da.

Figura B.1 - Curva linearizada da calibragdo da coluna cromatografica.
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Na Figura B.2 estdo apresentados, em triplicata, os cromatogramas obtidos a partir
dos alginatos MM, MA, GM e GA.
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Figura B.2 — Cromatogramas obtido por SEC para os alginatos MM, MA, GM e GA.
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