UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“‘Estudo de nanocompasitos de pectinacom
nanoparticulas de quitosana e carvacrol para aplicacdo em
embalagens”

Juliana Reghine Souza

“Dissertacao apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
MESTRA EM QUIMICA, éarea de
concentragédo: FISICO-QUIMICA”

Sao Carlos - SP
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“‘Estudo de nanocompasitos de pectinacom
nanoparticulas de quitosana e carvacrol para aplicacdo em
embalagens”

Juliana Reghine Souza*

“Dissertacao apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
MESTRA EM QUIMICA, éarea de
concentragédo: FISICO-QUIMICA”

Orientador: Luiz Henrique Capparelli Mattoso

* bolsista CAPES

Sao Carlos - SP
2017



&) UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
m:{% Ceniro de Ciencias Exatas e de Tecnologia

Programa de Pés-Graduagao em Quimica

Folha de Aprovacao

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertagdo de Mestrado da
candidata Juliana Reghine Souza, realizada em 27/10/2017:

YYlorc o Q- de M. Aonade
Profa. Dra. Marcia Regina de Moura Acuada
UNESP

4/(:{\/%-’\/\(( AN AL ﬂl—v\“—1 " el e é(—*v <7
Profa. Dra. Alessandra de Almeida Lucas
UFSCar




DEDICATORIA

Dedico este trabalho primeiramente a Deus.
Ao0s meus pais, Marilene e Vanderlim,
Minha irma, Daniela,

Por todo amor, carinho e apoio,

Em todos os momentos da minha vida.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, irméa e demais familiares por todo apoio nesta longa
trajetoria.

Ao meu orientador, Luiz Henrique Capparelli Mattoso, pela
paciéncia, por todo crescimento pessoal e profissional que me proporcionou.

Aos meus colegas do grupo de pesquisa Marcos Lorevice, Kelvi
Miranda, Caio Otoni, Francys Moreira, Pedro Ivo, Liliane Leite, por toda a
ajuda dentro e fora do laboratorio e pelas discussbes para execucdo deste
projeto. Obrigada!

Ao Rodrigo Gounella, pelo companheirismo, compreensao e por
toda a paciéncia que teve comigo até 0 momento.

A professora Dra. Marcia de Moura, pela preocupacéo e por todos
os conselhos desde a iniciacdo cientifica até agora. Meu muito obrigada.

Aos meus colegas de sala, Paulo Augusto, Tais Téo e Jodo
Malafatti, pelas risadas durante o dia e pela ajuda com meu projeto.

Aos técnicos, Adriana Thomazi, Alice Raabe, Viviane Soares,
Silviane, Matteo e Joana, por todo auxilio e treinamento em equipamentos para
que fosse possivel a execucdo deste projeto.

Ao0s meus amigos sempre presentes de S&o Carlos e Bauru,
obrigada por ajudar a deixar esta trajetéria um pouco mais facil.

Ao departamento de Fisica e Quimica da Universidade Paulista —
UNESP campus Ilha Solteira, por ter aberto as portas para eu desenvolver parte
da minha pesquisa, em especial aos alunos que estiveram comigo, Vanessa
Solfa, Juliana Nunes, Pamela Thais e Renan Fernandes.

A CAPES pela concesséo da bolsa de mestrado académico.

A Embrapa Instrumentacdo pela infraestrutura para o

desenvolvimento do trabalho.



Ao Programa de Pos-Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal de Sdo Carlos (PPGQ-UFSCar) pela oportunidade de estudo do
mestrado.

Enfim a todos que me ajudaram direta ou indiretamente na

conclusdo de mais essa etapa em minha vida. Muito obrigada a todos.



vii

LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA — Anélise de variancia

ATR — Attenuated total reflectance

CBM - Concentracdo bactericida minima, do inglés minimum bactericidal
concentration)

CIM - Concentracdo inibitéria minima, do inglés minimum inhibitory
concentration

CRV - Carvacrol

DMSO — Dimetilsulféxido

DSC — Calorimetria exploratéria diferencial

DTG - Curva termogravimetrica derivada

E — Modulo de elasticidade

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Er — Elongacédo na ruptura

F — Forca maxima suportada no ensaio de tracdo

FT-IR — Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
GM — Grau de metoxilacédo

GRAS — “Generally Recognized as Safe”

IPd — indice de polidispersividade

MEV/FEG — Microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo
Mw — Massa molar média ponderal

NPQS — Nanoparticulas de quitosana

NPs — Nanoparticulas

OE — Oleo essencial

PEC — Pectina

PEC_NPQS — Nanocompdsito de pectina e nanoparticula de quitosana



viii

PEC_NPQS_CRV - Nanocomposito de pectina, nanoparticula de quitosana e
carvacrol

pH — Potencial Hidrogenibnico

PMMA — Polimetil metacrilato

PVA - Permeabilidade ao vapor de agua
QS — Quitosana

RH - Umidade relativa

TD — Temperatura de degradacao

TG — Termogravimetria

TPP — Tripolifosfato de sodio

TPE — Temperatura do pico endotérmico
(o) - Resisténcia a Tragéo

UFC — Unidade formacéo de coldnias
UV — Ultravioleta



IX

LISTA DE TABELAS
TABELA 4-1: Formulagdes dos filmes de pecting..........ccccoceviienennneniiennnen, 25
TABELA 5-1: Valores do tamanho médio, potencial zeta e indice de
polidispersividade (IPd) das NPQS.........cccccceiiiiiiieee e 35

TABELA 5-2: Bandas de espectroscopia no infravermelho da quitosana,
tripolifosfato de s6dio (TPP) e nanoparticulas de quitosana (NPQS). ............... 44
TABELA 5-3: Temperatura do pico endotérmico (TPE) e variacdo de entalpia
(AH) da quitosana e nanoparticula de quitosana (NPQS).......c.ccccevvviverenieennnne 50
TABELA 5-4: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e valores de concentracéo
bactericida minima (CBM) para quitosana, nanoparticulas de quitosana (NPQS),
carvacrol para E. COli € S. @QUIBUS. ........cccveiieiie e 50
TABELA 5-5: Espessura dos filmes de pectina 5% (m/m) e dos nanocompasitos
(PEC5%._NPQS 200). ....oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeess s sseseeessese e sse s sseesee s 54
TABELA 5-7: Valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de
PECtINA 2% € PECLINA DY0.....cccveeiie ettt 65

TABELA 5-6: Espessura dos filmes de pectina 2% (m/m) e dos nanocompdsitos
(PEC 2% NPQS). .otiieicice ettt neeneenas 55
TABELA 5-7: Valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de
PECtiNG 2% € PECLINA DY0 .....vecvveeiec et 74
TABELA 5-8: Valores medios e desvio padrdo da tensdo maxima, modulo
elastico e elongacao na ruptura dos filmes de pectina 2% e dos nanocomp@sitos
COM OU SEM CANVACTOL....cuviiiiiiiiiiiee et 72

TABELA 5-9: Valores médios e desvio padrdo da tensdo maxima, modulo
elastico e elongacdo na ruptura dos filmes de pectina 5% e PEC5% NPQS 2%
preparados por casting continuo e batelada. ...........c.cccocvvieiiiiieiei 75
TABELA 5-10: Valores das temperaturas de degradacédo dos filmes de pectina

2% e dos nanocompOsitos com e Sem Carvacrol. .......cccocvevvviveveiiieniesie s, 79



TABELA 5-11: Valores das temperaturas no pico endotérmico (TPE) e da
variagdo de entalpia (AH) da pectina e filmes de pectina 2%...........ccccvevvvvennee. 83



Xi

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 2.1: Esquema de formacdo do complexo de polieletrélitos quitosana-
OL=To1 ] - USSP S 9
FIGURA 2.2: Estrutura quimica da pectina. Adaptado (HAMMAN, 2010)......10
FIGURA 2.3: Estrutura da quitina apés reacdo de desacetilacdo com hidrdxido
de sodio, transforma-se em quitosana (adaptado de ANITHA et al., 2014)....... 12
FIGURA 2.4: Apresenta a solubilidade da quitosana em pH maior ou menor que
6,5. Fonte: DASH et al., 2011 ....cooooiiieiececeseeee e 13
FIGURA 4.1: Suspenséo coloidal de nanoparticulas de quitosana. ................... 21

FIGURA 5.2: Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de quitosana (NPQS).

............................................................................................................................. 36
FIGURA 5.3: Tamanho medio das nanoparticulas de quitosana em funcdo do
0] PR SSRTOSRTROSP 37

FIGURA 5.4: Dependéncia do potencial Zeta com a variacdo de pH das
suspensdes de nanoparticulas de quitosana (NPQS) (0,1%, m/m) e pectina
(PEC) (0,1%, m/m) em valores de pH variandode 1,5a 11........cccccceevvrinrnnn, 40
FIGURA 5.5 Espectro de FT-IR do tripolifosfato de sodio, quitosana e

nanoparticula de QUITOSANA. .........ccveveirerieseerie e 43
FIGURA 5.6: Imagens de MEV/FEG das nanoparticulas de quitosana. Em a)
NPQS com aumento de 20.000 vezes e b)aumento de 90.000 vezes. ................ 45

FIGURA 5.7: Curvas termogravimetricas de degradacdo e DTGA das
nanoparticulas de quitosana (NPQS) e quitosana (QS). ......cccevvvvivevievieiieinnn, 47
FIGURA 5.8: Curvas de calorimetria exploratoria diferencial da quitosana (QS)
e nanoparticula de quitosana (NPQS). .......ccceiiiiiiiiiececcc e 49
FIGURA 5.9: Filmes de pectina 2% e nanocompositos: a) PEC, b)
PEC2%_ NPQS 1%, c) PEC2%_ NPQS 1,5%, d) PEC2% NPQS 2%, e)
PEC2%_NPQS 1% CRV, f) PEC2%_NPQS 1,5% CRV, g) PEC2% NPQS
290 CRV . oo 53



Xii

FIGURA 5.10: Angulo de contato dos filmes de pectina 2% e nanocompositos:
(a) Pectina 2%, (b) PEC 2% _NPQS 1%, (c) PEC 2%_NPQS 1,5%, (d) PEC 2% _
NPQS 290, ..ottt sttt b et r et nerearas 56
FIGURA 5.11: Angulo de contato dos filmes de pectina 2%: (a) pectina 2%, (b)
PEC 2% _NPQS 1% _ CRYV, (c) PEC 2% _NPQS 1,5%_CRYV, (d) PEC 2%_NPQS
208 CRV. oottt 57
FIGURA 5.12: Imagens de MEV/FEG - Observacdo da superficie de fraturas
criogénicas dos filmes obtidos por casting batelada: (a) pectina 2%, (b)
PEC2%_NPQS 1%, (c) PEC2%_ NPQS 1,5%, (d) PEC2%_NPQS 2%............. 59
FIGURA 5.13: Imagens de MEV/FEG - Fraturas criogénicas dos Filmes: (a)
PEC2% NPQS 1% CRV (b) PEC2% NPQS 1,5% CRV, (c) PEC2%_ NPQS
2% CRV. Micrografias com aumentos de 50.000 a 100.000 vezes................... 60
FIGURA 5.14: Imagens de MEV/FEG — Superficie dos filmes de pectina 2% e
nanocompositos: a) PEC 2%, b) PEC2% NPQS 1%, (c) PEC2%_NPQS 1,5%,
(d) PEC2%_NPQS 2%. Micrografias com aumentos de 50.000 vezes.............. 61
FIGURA 5.15: Imagens de MEV/FEG — Superficie dos filmes de pectina 2% e
nanocompositos: () PEC2% NPQS 1% CRV (f) PEC2% NPQS 1,5% CRYV,
(g) PEC2%_NPQS 2% CRV. Micrografias com aumentos de 50.000 vezes.... 62
FIGURA 5.16: Imagens de MEV/FEG - Superficie dos filmes de pectina 5%
produzidos por casting continuo. (a) pectina 5% e (b) PEC5% NPQS 2%.
Micrografias com aumentos de 1.000 VEZES ........ccceveeireiiieeieesee e 63
FIGURA 5.17: Espectro de infravermelho dos filmes de pectina 2% puro e com
1%, 1,5%, 2% de nanoparticula de quitosana (PEC 2% _ NPQS) e carvacrol..... 64
FIGURA 5.18: Valores de PVA para os filmes de pectina 2% (cinza) produzidos
por batelada e pectina 5% (verde) produzidos por casting continuo................... 66
FIGURA 5.19: Tensdo Maxima de todos os filmes de pectina 2% e o0s
nanocompositos com e sem carvacrol (PEC2%_ NPQS e PEC2%_ NPQS_CRV).



Xiii

FIGURA 5.20: Elongacdo na ruptura de todos os filmes de pectina 2% e o0s
nanocompositos com e sem carvacrol (PEC2%_ NPQS e PEC2%_ NPQS_CRV).

FIGURA 5.21: Mddulo Elastico de todos os filmes de pectina 2% e o0s
nanocompositos com e sem carvacrol (PEC2%_ NPQS e PEC2%_ NPQS_CRV).

FIGURA 5.22: Curva termogravimeétrica do carvacrol. .........ccccccoeevveveieennnnne. 76
FIGURA 5.23: Curvas termogravimétricas dos filmes de pectina 2%,
PEC2% NPQS e PEC2% NPQS_CRV......ooiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeseseeeseseno 77
FIGURA 5.24: Curva de calorimetria exploratéria diferencial da pectina......... 80
FIGURA 5.25: Curva de calorimetria exploratéria diferencial dos filmes de
pectina 2%, PEC_NPQS € PEC_NPQS _CRV......cccccooeiiriiiiiese e 81
FIGURA 25.6: Regido aproximada de - 50 a - 40 °C do filme pectina 2%........ 82
FIGURA 0.27: Apresentam os filmes de PEC 2% NPQS 1,5%. Em a) com
CRV e b) sem CRV para as bactérias E. coli e S. aureus.............cccccevevvverveennnnnn 84



Xiv

RESUMO

ESTUDO DE NANOCOMPOSITOS DE PECTINA COM
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA E CARVACROL PARA
APLICACAO EM EMBALAGENS: O Brasil tem realizado varias pesquisas e
desenvolvido diversos produtos a partir de materiais nanoestruturados, o que
resultou em uma expansdo em suas pesquisas. Um destes estd focado em
minimizar o impacto ambiental causado pelas embalagens derivadas do petroleo
que cada vez mais sdo utilizadas em nosso cotidiano. Neste contexto, as
industrias de alimentos vém enfrentando varios desafios no sentido de reduzir os
danos ambientais causados por embalagens baseadas em polimeros sintéticos,
sendo uma das alternativas a producédo de filmes biodegradaveis produzidos a
partir de fontes renovaveis. Portanto, este trabalho teve como objetivo produzir
nanoparticulas de quitosana (NPQS) e incorpora-las em filmes de pectina com
carvacrol, substancia majoritaria do 6leo essencial de orégano. Os materiais
utilizados foram pectina (de baixo grau de metoxilagdo, GM), quitosana e
carvacrol. As NPQS foram sintetizadas por gelatinizacdo ionotropica na
proporcdo massica de 2:1 (quitosana/tripolifosfato de sddio) e caracterizadas
segundo seu tamanho médio, potencial Zeta, analise térmica, morfologias e
propriedades antimicrobianas. O tamanho médio das NPQS ficou proximo dos
100 nm e potencial Zeta acima de + 30 mV, o que indica boa estabilidade da
suspensdo em agua. O valor de indice de polidispersividade 0,5 indica
suspensdes mais homogéneas. A concentracdo inibitéria minima (CIM) para a
quitosana foi de 0,15 mg/ml, ja para as NPQS exibiram valores de 0,10mg/ml.
Os filmes foram produzidos por casting continuo e casting batelada nas
concentragcdes volumétricas de 5% e 2% de pectina em solucdo aquosa. Estes
foram caracterizados quanto a espessura, espectroscopia no infravermelho,
propriedades mecanicas, térmicas, permeabilidade ao vapor de dgua, morfologia
e atividade antimicrobiana. A adigdo de NPQS na concentracdo massica de 1%

em relacdo & massa de pectina obteve incrementos de 100% nas propriedades
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mecanicas. A presenca de NPQS e carvacrol aumentou a segunda temperatura
de degradacéo (TD) o que indica que pode existir uma interacdo de hidrogénio
entre a quitosana e a pectina. A propriedade de barreira manteve-se inalterada
com a adicdo de NPQS e carvacrol podendo haver competicdo entre ambos 0s
efeitos de reforco produzidos pelas NPQS e/ou plastificante do carvacrol.
Palavras-chaves: Nanocompdsitos, nanoparticulas de quitosana,

carvacrol, embalagens de alimentos.
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ABSTRACT

PECTIN NANOCOMPOSITES WITH CHITOSAN
NANOPARTICLES AND CARVACROL FOR APPLICATION IN
PACKAGING. Brazilian researchers have performed out several works and
developed several products from nanostructured materials, which has resulted in
an expansion in its research. One of these research fields is focused on
minimizing the environmental impact caused by petroleum-derived packaging,
which has been increasingly used in our daily lives. From this context, food
industries are facing several challenges of reducing environmental damage
caused by synthetic polymers, being the production of biodegradable films
produced from renewable sources one of the alternatives. Therefore, this project
aimed to formulate pectin films with chitosan nanoparticles (CSNP) and
carvacrol, the major substance of the oregano essential oil. The materials used
were pectin (low methoxyl degree, MD), chitosan and carvacrol. The CSNP
were synthesized Dby ionotropic gelatinization in the mass ratio 2:1
(chitosan/sodium triphosphate) and characterized by particle size distribution,
zeta potential, infrared spectroscopy, thermal analyze, morphologies and
antimicrobial activity. The mean size NPQS was close to 100 nm and Zeta
potential above + 30 mV, indicating good suspension stability in water. The
value of polydispersity index 0.5 indicates more homogeneous suspensions. The
minimum inhibitory concentration (MIC) for chitosan was 0.15 mg/ml, whereas
the NPQS values were 0.10 mg / ml. The films were produced by continuous
casting and batch casting at the volumetric concentrations of 5% and 2% pectin
in aqueous solution. They were characterized by thickness, infrared
spectroscopy, mechanical and thermal properties, water vapor permeability,
morphology and antimicrobial activity. The addition of NPQS in the 1% mass
concentration of the pectin mass resulted in 100% increments in the mechanical
properties. The presence of NPQS and carvacrol increased the second

degradation temperature (TD) indicating that there may be a hydrogen
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interaction between chitosan and pectin. The barrier property remained
unchanged with the addition of NPQS and carvacrol, and there could be
competition between both reinforcing effects produced by NPQS and the
plasticizer of carvacrol.

Keywords: Nanocomposite, chitosan nanoparticles, carvacrol, food

packaging.
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1- INTRODUCAO

A industria de alimentos vem enfrentando varios desafios para
aumentar a forma de prolongar a vida atil dos alimentos frescos, mantendo as
caracteristicas sensoriais e qualidade in natura durante o transporte e
armazenamento por longos periodos de tempo (CAMPOS-REQUENA et al.,
2015). A seguranca alimentar e as propriedades sensoriais dos alimentos podem
sofrer varias reacdes, que diminuem a qualidade sensorial, nutricional e de
seguranca no alimento, por exemplo, 0s processos de oxidacdo e deterioracéo
microbiana. Estas reagdes diminuem o valor nutricional dos alimentos devido a
hidrdlise e/ou desnaturacdo de substancias com propriedades benéficas (acidos
graxos, vitaminas e proteinas). No aspecto sensorial a producdo de sabores
indesejaveis e odores; e na visao de seguranca alimentar, a ingestdo de alimentos
por parte dos consumidores, de alimentos deteriorados e/ou contaminados por
microrganismos patogénicos ou toxinas (LLANA-RUIZ-CABELLO et al.,
2015).

Em face desta necessidade, as industrias de embalagens visam o
prolongamento da vida de prateleira de produtos pereciveis, promovendo maior
qualidade e padrdes sensoriais e nutricionais dos alimentos préximo a sua forma
in natura. Em vista disso, o conceito tradicional de embalagem de alimentos em
aumentar a qualidade, seguranca e o frescor dos produtos pereciveis, as
industrias alimenticias desenvolveram um novo sistema de embalagem
conhecido como "embalagem ativa" (SUNG et al., 2013), definido como
embalagens que interagem de forma desejavel com o alimento, aumentando sua
estabilidade (SCHREIBER et al., 2013; MOURA et al., 2014). As embalagens
ativas sdo capazes de estender a vida Util do produto, podendo melhorar ou
melhorar algumas propriedades da propria embalagem (VERMEIREN et al.,

1999). Um dos modos pelos quais as embalagens ativas interagem com 0S



alimentos é através da liberacdo gradual de agentes antimicrobianos
incorporados inicialmente na prépria matriz polimérica da embalagem ao inveés
de adicion&-la diretamente na matriz alimentar, sendo chamadas de substancias
bioativas (APPENDINI e HOTCHKISS, 2002; MOURA et al., 2012; OTONI et
al., 2014).

A incorporacdo de substancias bioativas, como o0leos essenciais
(OEs) extraidos de vegetais, em filmes vem atraindo os setores de pesquisa e
desenvolvimento de areas multidisciplinares. Os filmes biodegradaveis
produzidos a partir de fontes renovaveis sdo uma alternativa na substituicdo dos
filmes sintéticos, pois além da sua capacidade de encapsulacdo e incorporagéo
de agentes ativos, ndo sdo poluentes ao meio ambiente (MOGOSANU e
GRUMEZESCU, 2014).

As embalagens antimicrobianas tém atraido a atencdo da industria
de alimentos, principalmente com a utilizagdo de OEs e seus compostos
majoritarios, 0s quais podem ser incorporados nas formulacdes de embalagens
ativas como agentes bioativos de acdo antimicrobiana (HYLDGAARD et al.,
2012; SEOW et al., 2014). Os OEs, tais como os de cravo, orégano, tomilho,
noz-moscada, manjericdo, mostarda e canela, sdo categorizados como GRAS
(generally recognized as safe) pelo 6rgdo americano Food and Drug
Administration (FDA, 2013) (MANSO et al., 2014). Os OEs sdo formados
principalmente por substancias lipofilicas cujos compostos sdo geralmente
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
acidos organicos fixos, dentre outros, em diferentes concentracfes. Os OEs séo
incorporados nas matrizes poliméricas devido as suas propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas, que incluem as atividades bactericida, antifingica, antiviral,
antioxidante, anti-inflamatoria e anticarcinogénica (SUNTRES et al., 2013). O
OE de orégano é caracterizado pelos altos teores de carvacrol (64-22%) e timol
(19-1,4%). Carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) e o seu isémero, o timol (2-

isopropil-5-metilfenol), sdo os principais compostos de tomilho e manjerona.



Carvacrol e timol sdo geralmente utilizados devido a efeitos antimicrobianos em
bactérias, fungos e leveduras, bem como devido as propriedades inseticidas e
antioxidantes (LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015). Segundo a literatura,
estes compostos rompem as membranas bacterianas, causando a sua
permeabilizacdo (LAMBERT et al., 2001).

Outra maneira de melhorar as propriedades de barreira e mecanicas
dos filmes € a inclusdo de nanoparticulas as matrizes poliméricas, produzindo
nanocompositos com propriedades muito melhores que os filmes apenas com
um polissacarideo (AZEREDO et al., 2009b; SANCHEZ-GARCIA et al., 2010;
PERALTA-VIDEA etal., 2011).

Os filmes biopoliméricos para serem aplicados em embalagens
devem apresentar as seguintes caracteristicas: eficiéncia a barreira (ao vapor de
agua e gases), resisténcia mecanica e estabilidade térmica. Devem ser néo
poluentes e ter baixo custo e de facil producdo (NUSSINOVITCH et al., 2009).
Uma forma encontrada e reportada na literatura ¢ a adicdo de compostos as
matrizes biopoliméricas dos filmes de forma a melhorar as propriedades
(MOURA et al., 2011b). Compostos com hidrofobicidade como os OEs
incrementam a barreira ao vapor de dgua (BONILLA et al., 2012; MA et al.,
2012; PEREDA et al., 2012; MATSAKIDOU et al., 2013; VALENZUELA et
al., 2013).

Para o0 estudo de novas embalagens biodegradaveis, podem ser
citados dois polissacarideos: pectina e quitosana. A pectina € um composto
solivel em agua que se polimeriza na forma de peliculas por moldagem e
secagem (ESPITIA et al., 2014) e pode servir como matriz para a producgéo de
filmes biodegradaveis e comestiveis. Naturalmente encontrada em paredes de
células de vegetais, a pectina é composta predominantemente de &cido poli Al-
4-galacturonico, exibindo elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade
(ANTONIOU et al., 2015). A quitosana tem importante papel como matriz

polimérica na elaboracdo de filmes e na sintese de estruturas nanomeétricas,



como pode ser observado na literatura (MOURA et al., 2008; JIA et al., 2009;
MOURA et al., 2009; KONG et al., 2010; GOMEZ-ESTACA et al., 2010;
MOURA et al., 2011a; HOSSEINI et al., 2013). E um polissacarideo catinico
natural encontrado em alguns fungos e obtido sinteticamente pela parcial ou
total desacetilacdo da quitina um polissacarideo abundante na natureza,
biocompativel, insolivel em agua, presente na carapacga de crustaceos marinhos,
como camardo, lagosta e siri e nas paredes celulares de fungos (BADAWY e
RABEA, 2011; POLLETO et al., 2011).

Portanto, este trabalho objetivou formular filmes de pectina
adicionados de nanoparticulas de quitosana encapsuladas com carvacrol com o

objetivo de melhorar as propriedades fisicas, de barreira e mecanicas.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Embalagens de Alimentos e Inovacdes

O plastico conquistou aos poucos seu espaco como material de
grande importancia para a sociedade. Atualmente seu descarte € um problema
para 0 mundo e principalmente para o Brasil. A producéo de plasticos de fontes
petroliferas mundial é de aproximadamente 260 milhdes de toneladas, segundo
dados da Associacdo Brasileira da Industria do Plastico (ABIPLAST) publicado
em 2015. No Brasil, cerca de 13,5% do plastico sdo descartados incorretamente
no meio ambiente causando impactos negativos ao meio ambiente, por exemplo,
a poluicdo dos oceanos e aumento do volume de lixo nos aterros. De acordo com
o Instituto de Pesquisa Econémica Aplicada IPEA, publicou, em (2012), que
aproximadamente 2,7 milhdes de toneladas de embalagens plasticas sé@o
consumidas, sendo que 93% desse total sdo relativas as embalagens poés-
consumo.

A procura por alimentos livres de aditivos e produtos minimamente
processados (alimentos praticos e rapido consumo) tem levado a pesquisa por
novos materiais de embalagem, a fim de satisfazer as necessidades e exigéncias
dos consumidores. As industrias alimenticias vém enfrentando varios desafios
de reduzir os danos ambientais causados por polimeros sintéticos devidos a
resisténcia a degradacdo (MUSCAT et al., 2012), sendo uma das alternativas a
producéo de filmes e revestimentos biodegradaveis produzidos a partir de fontes
renovaveis. Os polimeros utilizados como matriz para filmes biodegradaveis
podem ser renovaveis, abundantes e preferencialmente de baixo custo (CAZON
etal., 2017).

Filmes comestiveis e biodegradaveis podem ser uma alternativa
para a manutencdo da qualidade e durabilidade dos alimentos quanto as

caracteristicas sensoriais e nutricionais, através de melhoria nas condicGes de



seguranca que venham a retardar ou inibir 0s processos de deterioracdo
(bacteriana e/ou fisico-quimica).

A Dbusca para desenvolver filmes biopoliméricos incluem
principalmente, proteinas de origem animal ou vegetal, lipidios e
polissacarideos. A elaboracdo de filmes a base de polissacarideos como a
pectina para produtos alimenticios pode ser uma alternativa para reducdo do
impacto ambiental devido sua abundancia, biodegradabilidade, viabilidade e o
seu baixo custo. Filmes a base de polissacarideos sdo geralmente muito
hidrofilicos, resultando em um material com baixas propriedades de barreira a
agua (PVA) e gases. As propriedades de barreira (vapor de agua e gases) séo
importantes para aplicacdo em embalagens, pois retarda a desidratacdo de
produtos frescos ou a perda de crocancia em alimentos secos.

Os filmes de polissacarideos podem ser aplicados em alimentos
com baixa atividade de agua como produtos de origem vegetal, chocolate,
bolachas, pées, alguns temperos, legumes ou até mesmo em embalagem para
gelatina em po sendo consumida com o produto. A literatura apresenta trabalhos
relacionados a filmes com matriz polissacaridica. BOTRE et al. (2010)
desenvolveram filmes de base celulésica com incorporacao de 6leo essencial de
orégano para conservacao de pizza pronta refrigerada. Outro estudo apresentado
por CHAICHI et al. (2016) incorporaram diferentes concentracdes de
nanocristais de celulose em filmes comestiveis a base de pectina para avaliar o
desempenho mecanico, térmico e de barreira dessas destes filmes produzidos
por casting descontinuo. Em seguida BERNHARDT et al. (2017) produziram
filmes comestiveis a base de pectina de baixo grau de metoxilacdo com fibra
extraida da casca de milho para melhorar as propriedades mecanicas e de
barreira.

Os filmes podem ser obtidos por varios métodos, dentre eles o
método casting. Este método consiste na dissolucdo do polimero em solventes

adequados ou em agua. A solucdo filmogénica é depositada em um substrato



plano e ndo adesivo para evaporacdo do solvente a temperatura e condi¢des de
umidade relativa desejada, seguida de remocdo do filme formado, previamente
seco. Os filmes podem ser processados de forma continua ou descontinuo
(batelada). Segundo DU et al. (2011), os métodos diferem nas condigdes de
secagem que podem variar de 12 minutos com ar quente a 12 h a temperatura
ambiente. MANRICH et al. (2017) produziu filmes comestiveis a base de

pectina com tomate por casting continuo.

2.2- Complexacgao de Polieletrolitos

Complexos polieletroliticos sdo compostos de macromoléculas, que
sdo dissolvidos em um solvente polar, geralmente dgua, adquirindo um grande
numero de cargas elementares, as quais sdo distribuidas ao longo da cadeia
macromolecular, geralmente indicadas como polieletrélito. Estes complexos sdo
formados pela interacdo i0nica entre 0os compostos catibnicos e 0s anidnicos
(BERGER et al., 2004). A reacdo de complexacdo pode ser conduzida pela
atracdo couldémbica ou outras interacdes, como ligacdo de hidrogénio, interacéao
dipolo-dipolo, interacdo de transferéncia de carga, e os efeitos hidrofébicos
(PATIL et al., 2015). Este método € bastante pesquisado para o desenvolvimento
de novos materiais e tecnologias, visando a aplicacdo em diferentes areas, tais
como novas embalagens e liberacdo de substancias bioativas em alimentos, entre
outras (PREZOTTI et al., 2014). As propriedades dos complexos sao
influenciadas pela posicdo dos grupos carregados, a densidade de carga, a
concentragdo de polimeros anidnicos e catidnicos, a proporcdo de cargas
opostas, a massa molar dos polimeros e tempo e temperatura de agitacdo e pH
do meio da reacdo (SCHAFFER et al., 2000; TSUCHIDA & ABE, 1982).

Os polissacarideos anidnicos mais comumente utilizados para
formar complexos com a quitosana sdo alginato, pectina, sulfato de dextrana,

goma arabica, carragena ou xantenos.



Diferentes estudos relatam a formacdo de complexos de
polieletrolitos com a quitosana. Segundo SHIN-YA et al. (2004), produziram
complexos de polieletrdlito entre o copolimero de Oxido de polietileno-acido
maleico e quitosana pelo método de casting. Outros pesquisadores investigaram
a possibilidade de usar misturas e / ou complexos de polieletrotrolitos tanto de
quitosana-alginato quanto de quitosana-carragena como sistemas de liberacao de
farmacos (TAPIA et al., 2004). WANG et al. (2011a) avaliaram o complexo
formado entre quitosana e alginato para aplicacdo em implantes biodegradaveis.
Para TSAI et al. (2014), o estudo de novas membranas com o complexo de
polieletrélitos de pectina/ quitosana / goma arabica apresentou eficiéncia para
uso na area biomédica. MACIEL (2015) estudou a formacdo do complexo dos
polieletrélitos quitosana-pectina, visando a obtencdo de sistemas carreadores de
compostos bioativos, nas formas de membrana e nanocomplexos. LOREVICE et
al. (2016) adicionaram nanoparticulas de quitosana em matrizes de pectina de
baixo e alto teor de metoxilacédo para avaliar as propriedades mecéanicas, barreira
e térmicas dos filmes nanocompadsitos.

Os complexos formados entre pectina e quitosana sao por
interacOes eletrostaticas entre os grupos aniénicos da pectina (COQO") e 0s grupos
catiénicos da quitosana (NHs") (Figura 2.1). Estas interacGes diretas entre as
cadeias poliméricas formam redes tridimensionais, ndo necessitando do uso de
agentes reticulantes (HAMMAN, 2010).
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FIGURA 2.1: Esquema de formacdo do complexo de polieletrolitos quitosana-

pectina.

2.3- Pectina

As pectinas consistem em uma familia anidnica de polissacarideos
complexos presentes na parede celular das plantas, as quais fazem parte de uma
variada classe de substancias denominadas de pécticas (BAWA et al., 2013),
geralmente sdo extraidas de frutas citricas ou magd. A pectina é um polimero
comestivel reconhecida como segura para 0 consumo humano (GRAS -
generally recognized as safe) pela FDA (Food and Drug Administration — USA)
(FDA, 2013). Considerada um biopolimero com capacidade de formar geis,
sendo amplamente utilizado em industrias de alimentos no preparo de geleias,
doces e sucos de frutas. A estrutura quimica da pectina (Figura 2.2) é composta
por uma cadeia linear de unidades de D1-4 &cido galacturdnico, muitas das
unidades sdo esterificadas com metanol e éster podendo ser removido pela acéo
de enzimas ou alcalis (MISHRA et al., 2012).
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FIGURA 2.2: Estrutura quimica da pectina. Adaptado (HAMMAN,
2010).

Segundo JINDAL et al. (2013), as propriedades fisico-quimicas das
PEC sdo decorrentes do grau de metil-esterificagdo (GM), forca ionica, pH,
temperatura e capacidade de formar geéis. As pectinas podem ser classificadas de
acordo com 0 GM em: pectinas de baixo grau de metoxilacdo (BGM), as quais
possuem um GM < 50% e pectinas de alto grau de metoxilacdo (AGM), que
apresentam GM > 50 %. A PEC de BGM forma gel na presenca de ions
multivalentes por interacOes eletrostaticas, interacoes de Van der Waals e
ligacOes de hidrogénio entre os cations adicionados e 0s anions das cadeias de
pectina (FRAEYE et al., 2010).

MOREIRA et al. (2013) avaliaram filmes de pectina com
nanoparticulas de Mg(OH): e observaram que o GM influéncia nas propriedades
mecanicas dos filmes. Os autores observaram que os filmes contendo PEC de
BGM resultaram em filmes mais resistentes que os filmes de PEC de AGM e
atribuiram esse comportamento a ocorréncia maior de grupos de hidroxilas na
estrutura da PEC de BGM resultando em um numero maior de ligacdes de
hidrogénio e uma matriz mais compacta.

O pKa da pectina esta em aproximadamente entre 2,9 a 3,2 préximo
ao pKa do &cido do mondmero galacturdnico. A pectina vem sendo reportada na
literatura como matriz polimérica para aplicacdo em filmes. Segundo MOURA
et al. (2014) relataram a utilizacdo de filmes comestiveis de pectina com

nanoemulsdo de canela para aplicacdo em embalagens de alimentos.
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A literatura apresenta estudos de pectina para aplicagdo em
embalagens de alimentos. Este polimero é biocompativel, atoxico e totalmente
degradado por bactérias (BIGUCCI et al., 2008; BIGUCCI et al., 2009). Espitia
et al. (2014) os quais produziram filmes comestiveis a base de pectina para
aplicacdo em embalagens. OTONI et al. (2014a) avaliaram o desempenho
mecanico e propriedades antimicrobianas de nanoemulsdo de cinamaldeido em

filmes de pectina para aplicacdo em embalagens.

2.4- Quitosana

A Quitosana (QS) € um biopolimero natural derivado da quitina que
pode ser encontrada em exoesqueleto de crustaceos, nas paredes de células
fangicas e em outros materiais bioldgicos. Apos o0 processo de desproteinizacao
com NaOH; desmineralizacédo com HCI e
despigmentacdo em etanol, meio &cido ou EDTA, para purificacdo devido a
presenca de outros compostos, a quitina passa para a forma de quitosana
(ALMEIDA, 2009).

A quitosana € derivada da desacetilacdo da quitina em meios
basicos (ABDOU et al., 2008), resultando em um grau de desacetilacdo igual ou
acima a 65% (ABUGOCH et al., 2011) tornando-se um composto com unidades
desacetiladas e acetiladas (NHCOCH;). Dificilmente ocorrera 100% de
desacetilacdo da quitina em quitosana devido as diversas reacdes consecutivas,
que favorecem sua despolimerizacdo (MULLER, 2013). Esta, por sua vez, é
considerada um copolimero composto por uma cadeia linear constituida por p-
(1-4)- 2-amino-2-desoxi-D-glicose, biodegradavel, biocompativel, de fonte
renovavel e baixa toxicidade (Dutta et al., 2009) e atividade antimicrobiana
contra fungos, leveduras e bactérias (Aider, 2010; Amaral et al., 2015; Lekjing,
2016) a quitosana tem se mostrado um biopolimero de alta potencialidade de uso
e aplicacdo na area de alimentos, como componente bioativo para elaboracéo de

embalagens ativas, por exemplo. Segundo GARCIA (2011) o mecanismo de
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acdo da quitosana contra as bactérias gram positivas e negativas, ocorre de
acordo com a massa molar. A quitosana com elevada massa molar ataca 0s
microorganismos gram positivos, formando uma fina camada ao redor da célula
bacteriana, inibindo a absor¢do de nutrientes. A quitosana com baixa massa
molar penetra facilmente nas bactérias gram negativas, promovendo distdrbios
no metabolismo do patdgeno. A Figura 2.3 representa esquematicamente as

estruturas quimicas da quitina e quitosana.

QUITINA

NHCOCH, _

l Desacetilagdo em solu¢do NaOH ___

NH,

OH —n
H NH,

QUITOSANA

FIGURA 2.3: Estrutura da quitina ap0s reacéo de desacetilagcdo com
hidroxido de sodio, transforma-se em quitosana (adaptado de ANITHA et al.,
2014).

A quitosana possui alta solubilidade em pH acidos que favorecera a
protonacdo dos grupos amino funcionais na posicdo do segundo carbono de

residuos de D-glucosamina que sera convertido em um polication (PATIL et al.,
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2015) e insoluvel em pH superior a 6,5 (DAMIAN et al., 2005), devido ao
aumento de grupos NH, na estrutura (Figura 2.4). O grau de desacetilacdo e a
massa molar influenciam na solubilidade da quitosana (SANTOS, 2006). Assim
como RINAUDO (2006) existe uma relacdo entre a quantidade de &cido e a
quantidade de quitosana a ser dissolvida. A concentracdo de ions hidrogénio
necessaria deve ser igual a concentracdo de unidades -NH, presentes na

molécula de QS.

[ OH + [F OH B
O Q ®)
H NH3 H NH»>
L @ ml B i
Low pH {———> HighpH
Soluble Insoluble

FIGURA 2.4: Apresenta a solubilidade da quitosana em pH maior
ou menor que 6,5. Fonte: DASH et al., 2011.

A quitosana pode ser aplicada em diversos campos da ciéncia,
podendo ser utilizada industria alimenticia, na agricultura, no tratamento de
aguas e biomaterial. No processo de formacdo das nanoparticulas, sdo obtidas
por gelatinizacdo ionotrépica, método considerado eficaz, simples, rapido,
atoxico, livre de solventes organicos e ndo necessitando de equipamentos
especificos para obtencdo. O método baseia-se na capacidade dos polieletrolitos
de se reticularem na presenca de contra ions para formacdo de geis (PATIL et
al., 2015). Os anions formam estruturas tridimensionais em contato com 0s

cations em solucdo. A quitosana carregada positivamente interage com
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dialdeidos como o glutaraldeido (XIONG et al., 2009) ou com anions
multivalentes como o tripolifosfato de soédio (LIU & GAO, 2009) e citrato
(CHEN el al., 2008).

MOURA et al. (2009a) investigaram o efeito de nanoparticulas de
quitosana e TPP nas propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor de agua
em filmes de HPMC. KASPAR et al. (2013) relataram a utilizacdo de
microparticulas de quitosana com agente reticulante TPP obtidos via
pulverizacdo para possiveis aplicacbes em microencapsulacéo.

LIMA (2013) em seu trabalho desenvolveu nanoparticulas de
quitosana com TPP pelo método de gelatinizacdo ibnica, visando a
nanoencapsulagdo de quercetina. MULLER (2013) avaliou a incorporacéo de
0leo essencial de cravo em membranas de quitosana quanto a atividade

cicatrizante e antimicrobiana.

2.5 - Formacéao de Nanoparticula de Quitosana

A formacgédo das NPQS ocorre, segundo descrito por CALVO et al.
(1997), por interacdo de cargas opostas. A quitosana possui a capacidade de
formar géis idnicos pelo processo de gelatinizagdo ionotropica, pois possui
caracteristicas cationicas podendo interagir com um contra ion de multipla
valéncia. Em pH baixo os grupos amino da quitosana sao protonados, o que
possibilita uma reacdo com o agente de reticulacdo de carga oposta em solucgéo.
O TPP foi escolhido como agente de reticulacdo para a formagdo das NPQS por
ser um composto atoxico, multivalente, além de permitir a formacéo de géis por
interacOes idnicas. As interacOes podem ser controladas pela densidade de carga
do TPP e da quitosana, que dependem do pH da suspensdo (ZHAO et al., 2011).
O uso de agentes reticulantes pode reduzir a mobilidade da estrutura do
polimero e, em alguns casos, melhorar as propriedades mecanicas, e de barreira
a agua (BALAGUER et al., 2011), resisténcias ao calor e a luz e estabilidades

dimensional e quimica, assim como reduzir sua solubilidade em &gua
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(CARVALHO et al.,, 2004, MENZEL et al., 2013) e o intumescimento
(BOANINI et al., 2010).

O mecanismo de formagao consiste na adi¢cdo de uma fase alcalina
em uma fase &cida. A fase alcalina (TPP) é dissolvida em &gua (Equacéo 4.1) e a
fase acida (quitosana) € solubilizada em solucdo de &cido acético. A formacao
das NPQS se da a partir de interacGes intermoleculares (Figura 5.1). Segundo
LAUS et al. (2010), as interagdes ocorridas no processo de gelatinizagéo ionica
podem ser controladas pela densidade de carga do TPP e da quitosana, que varia
com o pH da suspensdo. O TPP pode ser dissolvido em agua para se dissociar

em -OH e ions trifosfatos, como mostrado nas equac6es a seguir:

Equacéo 4.1 : Dissociacéo do tripolifosfato de sodio em agua.

NasP3040 + 5H,0 — 5Na* + HsP30y + 50H" (1)
HsP3019 + OH— <> H4P304, + H,O (pKal = —o0) (2)
H4P3010” + OH— < H3P304 > + H,0 (pKa2 = 1.1) (3)
H3P5010 >+ OH— > H,P305 > + H,0 (pKa3 = 2.3) (4)
H,P;010 > + OH— < HP;04, * + H,0 (pKa4 = 6.3) (5)

HP301 * + OH— < P3040 > + H,0 (pKa5 = 8.9) (6)
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FIGURA 2.5: Esquema de representacéo das interagfes quimicas formadas entre
gelatinizacéo ionotrépica. Adaptada KEAWCHAOON & YOKSAN, 2011.

2.6 — Carvacrol

A incorporacdo de agentes antimicrobianos em embalagem de
alimentos vem crescendo nos Ultimos anos. Filmes com atividade
antimicrobiana podem controlar o crescimento de patégenos e microorganismos
(AZEREDO, 2009a). Segundo OJAGH et al. (2010) a incorporacdo de
substancias antimicrobianas em filmes pode ser considera como embalagens

ativas.
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O carvacrol (Figura 2.5) é o composto majoritario do 6leo essencial
de orégano considerado uma substancia GRAS, satisfazendo os requisitos de
alimentos saudaveis e sem aditivos quimicos (ESPITIA et al., 2014). O orégano
(Origanum vulgare) pertence a familia Lamiaceae, planta herbacea, perene,
ereta, aromatica e algumas vezes arroxeadas de 30-50 cm de altura
(SANTURIO, 2011). O oleo essencial de orégano tem como compostos
principais, o carvacrol e o seu isdmero timol (ambos monoterpenos fendlicos),
sdo utilizados em baixas concentragdes como ingrediente nutritivo, aromatizante
e conservante.

Os 0leos essenciais (OEs) séo considerados misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas formadas de hidrocarbonetos, alcoois, ésteres,
éteres e compostos aromaticos. A composicdo quimica depende de varios
fatores, tanto como os climaticos, acdo de predadores, idade da planta, etc.
(Gobbo Neto & Lopes, 2007). A utilizagao dos OEs tem sido apresentada como
uma forma das industria de alimentos em promover maior conservacdo e
aumento da vida util produtos, podendo inibir o crescimento de patdgenos
indesejaveis dos alimentos (TRAJANO et al.,2009). Os OEs sao incorporados
em matrizes poliméricas devido as suas propriedades biologicas e
farmacoldgicas, que incluem efeitos bactericidas, antifingicos, antivirais,

antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancerigenos (SUNTRES et al., 2013).

OH

FIGURA 2.6 - Estrutura quimica do carvacrol
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MOREIRA et al. (2005) investigaram os parametros da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais de eucaliptos, arvore de ché, alecrim, menta,
rosa moschata, cravo, limdo, orégano, pinheiro e manjericio doce sobre o
crescimento de diferentes cepas de Escherichia coli.

GUARDA et al. (2011) utilizaram microcapsulas contendo
carvacrol e o timol incorporados em filmes para aplicacdo em embalagens de
peixe fresco refrigerado e em carnes. DU et al. (2012) avaliaram o efeito da
adicdo de carvacrol em filmes a base de macd e tomate, e também a
incorporacdo de cinamaldeido em filmes a base de maca para aplicacdo frango
assado.

Moura et al. (2014) produziram filmes de pectina com nanoemulséo
de Oleo essencial de canela para reforcar mecanicamente a matriz de
polissacarideos. Severino et al. 2015 produziram revestimento de quitosana
modificado, contendo nanoemulsdo de Oleos essenciais em feijdo verde,

resultando em efeitos antimicrobianos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi produzir nanoparticulas de quitosana
(NPQS) e incorporéa-las em filmes de pectina (PEC) com carvacrol (CRV), de
forma a investigar as propriedades mecénicas, térmicas, de barreira ao vapor de

agua e antimicrobianas. Os objetivos especificos sao:

o Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de quitosana (NPQS);

o Desenvolver e otimizar a preparacdo de nanocompositos de pectina
(PEC), NPQS e carvacrol,;

o Investigar o processo de obtencéo de filmes por casting batelada.

o Avaliar o desempenho dos filmes quanto as suas propriedades mecanicas,
permeabilidade ao vapor de agua, térmicas e investigar a correlacdo preparacao-
morfologia-propriedades.

o Analisar as propriedades antimicrobianas da quitosana, NPQS,

nanocompositos incorporados com carvacrol.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Material

Quitosana (My = 71,3 kDa, grau de desacetilagdo = 94%) foi
fornecida pela Polymar (Fortaleza, Brasil). Carvacrol, tripolifosfato de sddio
(TPP) e acido acético foram adquiridos da Sigma Aldrich Ltda (Sdo Paulo,
Brasil). Pectina de baixo grau de metoxilagdo (GM < 50%, and Mw 170.000
g/mol) com teor de poli acido galacturénico de 84% foi doada pela CP Kelco
Ltda. (Limeira, Brasil). Tween 80 e DMSO foram adquiridos pela LabSynth
(Diadema-SP, Brasil). Caldo Mueller Hinton e Agar foram comprados da
Himedia Laboratories (Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai, India).
O corante cloreto de trifenil tetrazolio e estreptomicina foram obtidos da Sigma
Aldrich.

4.2- Meétodos

4.2.1 - Sintese das Nanoparticulas de Quitosana

As nanoparticulas de quitosana (NPQS) com TPP foram obtidas de
acordo com o método descrito primeiramente por CALVO et al. (1997). Na
primeira etapa foram produzidas uma fase aquosa e uma fase organica.
Preparou-se uma suspenséo de quitosana 0,1% (m/v) sob agitacdo numa solucao
aquosa de &cido acetico 0,2% (m/m) em relacdo a massa de quitosana a
temperatura ambiente (25 ° C) durante a noite. A suspensdo de quitosana apos
total dissolucdo apresentou-se sob um aspecto claro, transparente e sem a
presenca de grumos. A concentracdo de TPP foi mantida constante 0,5% (m/v)
dissolvida em &gua deionizada. As NPQS foram produzidas adicionando-se 28

mL da solucdo de TPP em 70 mL da suspensdo de quitosana sob agitacédo
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mecanica de 2500 rpm e taxa de adicdo constante de 1 mL/min por
aproximadamente 30 min a temperatura ambiente. A Figura 4.1 apresenta a

suspensédo de NPQS.

FIGURA 4.1: Suspensdo coloidal de nanoparticulas de quitosana.

4.2.2 - Caracterizacdo das Nanoparticulas de Quitosana

4.2.2.1 - Tamanho médio e Potencial Zeta

O tamanho médio e o indice de polidispersividade das NPQS foram
determinados em aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Inc., Irvine,
Calif., E.U.A.), o qual utiliza o principio da difracdo do raio laser, o detector
est4 posicionado em um angulo fixo de 173° em relagdo ao angulo de incidéncia.
Para as medidas de tamanho médio e indice de polidispersividade (IPd) as
amostras foram submetidas a um banho ultrassénico (Ultracleaner 1400 —
Unique, Brasil) por 30 minutos para melhor dispersdo Trés gotas de cada
suspensdo de NPQS foram diluidas em 3 mL de 4gua deionizada, e as medidas
foram realizadas em triplicata a 25 °C. Foi investigado o efeito do pH no
tamanho médio e IPd das NPQS, que variou de 1,5 a 12. O potencial Zeta () foi
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medido utilizando o mesmo equipamento para medir tamanho médio das NPQS,
alterando apenas a configuracdo do equipamento do modo size para 0 modo

Zeta. Os dados foram coletados a 25° C.

4.2.2.2 - Estudo da interacao pectina-nanoparticula de quitosana

com a variacao do pH

A estabilidade das NPQS com o aumento do pH foi estudada
aumentando-se gradualmente o pH com solucdes de NaOH 1M ou diminuindo-
se 0 pH com HCI 1M, e analisando o tamanho e o potencial Zeta das NPQS e o
potencial Zeta da PEC. O pH ideal para formulagcdo dos nanocompdsitos, onde
houvesse a melhor interacdo entre os polimeros foi avaliado pela medida do
potencial Zeta das cargas das solucdes de pectina e quitosana 1:1 em diferentes
valores de pH. Foi utilizado um pHmetro (ANALION, Ribeirédo Preto, Brasil) e
o tamanho baseado em intensidade e o potencial Zeta foram medidos conforme

descrito anteriormente.

4.2.2.3 — Espectroscopia de Infravermelho com Transformada

de Fourier

Para as andlises de espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) foi utilizado um equipamento Paragon 1000
Perkin-Elmer Spectrum (Perkin-Elmer Life and Analytical Science, Inc.,
Waltham, MA E.U.A.). As amostras foram preparadas das suspensdes de NPQS
secas, e 1,0 + 0,1 mg de amostra foi macerada com 100,0 £ 0,1 mg de brometo
de potassio (KBr). A mistura foi prensada em forma de pastilha para as analises,
que foram feitas com variaco no niimero de onda de 4000 até 400 cm™, com

resolucdo de 2.0 cm™ e 128 scans.
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4.2.2.4 — Microscopia Eletronica de Varredura com fonte de

emissao de campo

As analises foram realizadas em microscopios eletronicos de
varredura Carl Zeiss (Alemanha) modelo Supra 35-VP e Philips XL 30 FEG.
Para as analises das NPQS, foram preparadas as amostras diluindo as suspensfes
coloidais das NPQS e estas depositadas em placa de silicio e fixadas em stubs

com fita carbono, de modo a estudar a morfologia das NPs.

4.2.2.5 — Termogravimetria

As analises foram realizadas no aparelho TGA Q-500 (TA
Instruments, Inc, NC, E.U.A). Colocou-se aproximadamente 6-8 mg de amostra
na panela de platina. Os experimentos foram programados com rampa de
aquecimento de 25 até 700 °C, com taxa de aguecimento de 10 °C/min para cada
amostra. A vazdo de ar sintético foi de 60 mL/min, a fim de verificar a
degradacdo dos biopolimeros e bem como avaliar a estabilidade térmica dos

materiais desenvolvidos neste trabalho.

4.2.2.6 — Calorimetria Exploratéria Diferencial

Todas as medidas de DSC foram realizadas em um equipamento de
DSC Q100 (TA Instruments, Inc, NC, E.U.A). Pesou-se cerca de 5-6 mg de
NPQS secas em porta amostra de aluminio, os quais foram selados e alocados no
equipamento. A programacédo utilizada para todas as analises foi: rampa de
aquecimento de -50 até 300 °C; razdo de 10 ° C/min sob atmosfera de nitrogénio

com vazio de 50 mL-min>.
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4.2.2.7 — Concentragdo Minima Inibitoria

A atividade antimicrobiana das amostras foi avaliada pela
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) contra Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Para tanto, empregou-se 0 método de
microdiluicdo de caldo padrdéo (M7) - CIM, de acordo com o National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). Resumidamente,
culturas de 3 regides diferentes a 1,0 x10° UFC / mL foram inoculadas em 10
mL de caldo Miller Hinton adicionado em diluicbes seriadas de NPQS,
quitosana solubilizada em &cido acético e carvacrol puro diluido em DMSO (5%
(v/v)) e Tween 80 (5% (v / v)). O solvente isolado, DMSO e Tween 80, foram
analisados para verificar qualquer efeito no crescimento microbiano. As
concentracdes iniciais foram estimadas por ensaios de CIM anteriores.

As culturas foram incubadas a 37 °C durante 24 h até atingir a
turvacdo. Foi adicionado cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) a 0,1% a cada pogo
da microplaca para indicar o crescimento bacteriano no teste CIM. Para
padronizar a densidade do inoculo, empregou-se uma amostra controle baseada
em BaSO, com uma turbidez equivalente a uma solucé@o padrdo de McFarland
0,5. A densidade foi ajustada medindo a absorbancia a 625 nm utilizando um
espectrometro de absorcdo UV-Vis (Perkinelmer, EUA). As concentragdes mais
baixas sem alteracdo visivel de cor (assumidas como livres de crescimento
bacteriano) foram definidas como CIMs. Apos o teste CIM, o CBM foi realizado
em Agar Muller Hinton os pocos nos quais ndo se observou crescimento
bacteriano visivel. O agente antimicrobiano foi incorporado no meio Agar, em
que cada placa continha uma concentracdo diferente do agente. O ponto final de
CBM foi assumido como a concentragdo mais baixa das amostras onde néo foi

observado crescimento bacteriano visivel nas placas de agar.
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4.2.3 - Preparo e Caracterizacdo dos Nanocompositos de Pectina
Para posteriores analises dos efeitos da adicdo de nanoestruturas a
matriz de pectina, primeiramente, produziram-se filmes de pectina solubilizados
em agua, com concentracfes diferentes de PEC (2% e 5%) em relacdo ao
volume de agua, denominados filmes controles. Os filmes foram produzidos por
casting continuo e casting descontinuo (batelada), para comparacao de ambos 0s
métodos. Os filmes de PEC 2% foram produzidos apenas por casting
descontinuo, devido a menor viscosidade da solucdo em relacdo a solucdo
filmogénica de pectina 5%, o que ndo é considerado apropriado para obtencdo

pelo método de casting continuo.

TABELA 4-1: Formulagdes dos filmes de pectina

Abreviacao do filme Concentracao de Metodo de obtencéo

pectina (m/v)

PEC 5% 5% Casting Continuo

PEC 5% 5% Casting descontinuo

PEC 2% 2% Casting descontinuo
4.2.3.1 - Producao dos Filmes de Pectina Controle

Inicialmente, produziu-se 400 g de solucdo controle de PEC 5% e
PEC 2% (m/v) em relacdo ao volume de 4gua. A homogeneizacdo e a remogao
de bolhas das suspensdes foram realizadas em um misturador a vacuo sob
agitacdo mecanica de 2000 rpm por 3 horas. Esta foi armazenada em geladeira

por 12 horas para degasagem e posterior preparacdo dos filmes.
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4232 - Producdo dos Nanocompositos de Pectina e

Nanoparticula de Quitosana

Para a solucdo dos nanocompositos PEC_NPQS, primeiramente
colocaram-se as suspensdes de NPQS em banho ultrassénico (Ultracleaner 1400
— Unique, Brasil) por 30 minutos para melhor disperséo e posterior adigdo na
solucdo filmogénica de pectina e homogeneizou-se por 3 horas sob agitacdo
mecéanica de 2000 rpm e vacuo de 600 mmHg. As suspensdes de nanoestruturas
foram utilizadas nas concentragdes massicas de 1, 1,5 e 2 % em relacdo a massa
de PEC. Estas dispersdes filmogénicas foram acondicionadas em geladeira por

12 horas para degasagem e posteriormente utilizadas para producdo dos filmes.

4233 - Producdo dos Nanocompésitos de Pectina,

Nanoparticulas de Quitosana e Carvacrol

Para o preparo dos nhanocompo0sitos com o carvacrol, primeiramente
produziu-se dispersdo filmogénica de PEC com NPQS (PEC_NPQS), como
descrito no item 4.2.3.2. Ap6s a remocdo de possiveis bolhas, adicionou-se 10%
(m/m) de carvacrol em relacdo a massa de PEC, sob agitacdo de 500 rpm, por 1

hora, até a completa dispersdo do carvacrol na solucdo de PEC_NPQS.

4.2.4 - Métodos de Obtencéo dos Filmes

4.2.4.1 - Casting descontinuo (batelada)

Preparou-se 200 g de solucdo de pectina 2 e 5 % e dos
nanocompositos de PEC2% NPQS e PEC5% NPQS com e sem adicdo de
carvacrol. As suspensdes foram colocadas sobre um substrato de poliéster

(Mylar, Dupont Teijin Films U.S. Ltd.,, EUA), sobre superficie plana, e as
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espessuras das camadas filmogénicas foram ajustadas com uma barra de nivel
(abertura: 0,2 mm). As suspensdes foram mantidas a temperatura ambiente por

36 horas. Os filmes secos retirados do substrato e mantidos em sacos plasticos.

FIGURA 4.1: Filme seco de PEC 2 % produzido por casting (descontinuo).

4.2.4.2 - Casting continuo

Preparou-se 400g de solucdo filmogénica de pectina 5% e
nanocompositos de PEC5% NPQS2%. Os filmes foram obtidos em sistema
continuo de laminacdo KTF-S-B (Werner Mathis AG, Suica). A temperatura de
secagem em forno convectivo foi de 100 °C e a espessura da lamina umida
padronizada para 1,5mm. As suspensdes filmogénicas foram processadas a uma
velocidade de 0,13 m min™ que resultaram em filmes finos em 20 minutos. O
filme seco foi destacados do substrato e estocado para posteriores analises. A

Figura 4.3 ilustra a formulagéo por casting continuo.
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FIGURA 4.3: Representa a formulacdo por casting continuo. A) solucéo
filmogénica vertida em esteira transportadora, b) espatulada, c) estagio de pré-
secagem com radiacdo infravermelha e cameras de secagem a 100 °C e d) filme

SecCo.

4.2.5 - Caracterizacédo dos Nanocompaésitos de Pectina

4.2.5.1 —Propriedades Fisicas

42511 - Determinacdo da espessura dos filmes

As medidas das espessuras dos filmes foram realizadas utilizando
um micrometro digital (Mitutoyo Manufacturing, Toquio, Japdo) com a
aproximacdo de 0,001 mm em cinco posi¢Oes aleatdrias ao redor dos filmes
secos. Os valores obtidos foram utilizados para calcular as propriedades

mecanicas e os valores de permeabilidade ao vapor de gua.
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4.25.1.2 — Angulo de Contato

O fendmeno de molhabilidade de superficie dos filmes de PEC foi
investigado em um gonidémetro éptico (CAM 101, KSV Instruments, EUA)
equipado com uma camera digital CCD KSV-5000. Para cada medida
padronizou-se 5,0 uL de agua destilada na superficie do filme e 60 imagens
foram gravadas automaticamente em um tempo experimental de 60 segundos.
Usou-se o software KSV CAM2008. As determinac6es do angulo de contato
foram realizadas em 5 pontos dos filmes como descrito na ASTM D5725-99. O
angulo de contato foi calculado pela média aritmética dos angulos determinados

nas extremidades direita e esquerda da gota.

4.2.5.2 — Morfologia dos Filmes

4.25.2.1 - Microscopia Eletronica de Varredura com fonte de

emissao de campo

As analises de fratura criogénica e superficie dos filmes foram
realizadas em microscopios eletrénicos de varredura Carl Zeiss (Alemanha)
modelo Supra 35-VP e Philips XL 30 FEG. As amostras dos filmes, para anélise
de sessdo transversal, foram fraturadas em nitrogénio liquido, fixadas em stubs e
recobertas com fita condutora de carbono (Ted Pella Inc., Redding, CA, U.S.A))
e recobertas pelo método de Evaporacdo de Carbono pelo equipamento Sputter

Coater SCDO050 (Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Germany).
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4.25.2.2 — Espectroscopia de infravermelho com Transformada
de Fourier - Refletancia total atenuada (FTIR-ATR)

Para as analises de FTIR com modo ATR (da sigla em inglés
Attenuated Total Reflectance) com cristal de diamante operando em modo de
refletancia foi utilizado um equipamento Vertex 70 (Bruker, EUA), com
variacdo do nimero de onda de 4000 até 400 cm™ com resolucdo de 2 cm™ e 128

Scans.

4.2.5.3 —Propriedade de Barreira

4.25.3.1 —Permeabilidade ao Vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada por
meio do método gravimétrico segundo método ASTM E96-00 modificado por
MCHUGH et al., 1993. Cada filme foi cortado em cinco corpos de prova
circulares. Foram utilizadas células de permeacdo com 49 mm de didmetro e
13,2 mm de altura (Figura 4.4) contendo 6 mL de agua destilada, mantendo um

espaco livre na célula de aproximadamente 10 mm de altura.

FIGURA 4.4: Célula de permeacdo
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Os filmes em formato de disco foram selados no topo das células,
as quais foram colocadas em estufa com circulacdo de ar, contendo silica gel
previamente seca a 105 °C por 24 horas. As células foram mantidasa 30 £ 1 °C
e 30 £ 3% UR durante aproximadamente 24 horas e pesadas 8 vezes ao longo do
tempo, com intervalos de no minimo, 1 hora. A perda de massa foi plotada em

funcédo do tempo. PVA foi definida como sendo:

PvA =22
A.t.AP

Em que PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.
mm/m?.h.kPa), g é o ganho de peso dos filmes; t é o tempo total em horas; A é a
area de permeacdo (m?); e espessura média dos filmes (mm); AP ¢ a diferenca
de pressdo de vapor do ambiente (kPa, 30 °C); g/t foi calculada por regressao
linear entre os pontos de ganho de peso e tempo (regime permanente). Foram

realizadas cinco repeti¢es para cada tratamento.

4.2.5.4 —Propriedades Mecanicas

As propriedades mecénicas dos filmes foram avaliadas com base na
concentracdo das NPQS nos filmes de pectina. Os filmes secos foram cortados
em tiras retangulares de 6,32 mm de largura e 12,89 mm de comprimento (L)
em Analise Dinamico-Mecanica (modelo Q800-TA Instruments, Inc, NC,
E.U.A), com velocidade de separacdo das garras de 0,1% / min até 50%. Quinze
amostras de cada tipo de filme foram acondicionadas em um dessecador a 50%
de umidade durante 48 h utilizando uma solugdo saturada de nitrato de magnésio
hexa-hidratado a temperatura ambiente, para equilibrar a umidade em 50%,
antes das medicOes. Os valores de forca obtidos, bem como o valor maximo

foram divididos pela area da seccdo transversal inicial para determinar a
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resisténcia a tragdo (o). A elongacao na ruptura (er) quantifica quanto o filme
pode deformar antes de romper. O modulo elastico foi calculado a partir do
modulo secante, devido a ndo linearidade das curvas tenséo x deformacéo, esta é
uma medida da elasticidade do filme refletindo quanta tensdo pode ser aplicada
antes da deformagdo plastica. A seguir estdo as equag¢des de Tensdo (o) e

Elongacao (er):

o=— Ep = x100

4.25.5 —Propriedades Térmicas

4.255.1 —Termogravimetria

As analises foram realizadas em um aparelho TGA Q-500 (TA
Instruments, Inc, NC, E.U.A). Colocou-se aproximadamente 6-7mg das
amostras no porta amostras de platina. As curvas termogravimétrica (TG) e TG
derivada (DTG) foram obtidas a partir da analise com rampa de aguecimento de
20 até 700 °C, com taxa de aguecimento de 10 °C/min para cada amostra sob

atmosfera de ar sintético com vazao de 60 mL/min.

4.255.2 - Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Todas as medidas de DSC foram realizadas em um equipamento de
DSC Q100 (TA Instruments, Inc, NC, E.U.A). Os filmes foram cortados em
formatos circulares (5 £ 1 mm de didmetro) e pesou-se cerca de 6 mg de filme
em porta amostra de aluminio, os quais foram selados e alocados no

equipamento. A programacdo utilizada para todas as anélises foi de uma corrida
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com rampa de aquecimento de -50 até 300°C; taxa de 10 °C-min™* sob atmosfera

de nitrogénio com vazdo de 50 mL-min™.

4.2.5.6 - Analise de halo de inibicdo para determinacdo da

atividade antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas dos filmes de pectina com e sem
carvacrol foram avaliadas pelo método de disco de difusdo amplamente utilizado
(Hema, Ng, & Amirul, 2012; Heydari, Alemzadeh, & Vossoughi, 2013;
Maizura, Fazilah, Norziah, & Karim, 2007). Amostras de filme foram cortadas
em discos de 2 cm de diametro e esterilizado sob luz ultravioleta. Foram
utilizadas a bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e a bactéria Gram-
negativa (Escherichia coli). O inoculo foi preparado suspendendo-se as culturas
em 10 mL de Muller Hinton Broth com aproximadamente 1,0 x 10° UFC / mL.
As suspensOes resultantes foram espalhadas usando uma alca de Drigalski
esterilizada em toda a superficie das placas de Petri contendo Agar Mueller
Hinton garantindo assim uma distribui¢cdo uniforme do inoculado. As amostras
dos filmes foram colocadas na superficie da placa de agar inoculada com ajuda
de uma pincga estéril e suavemente pressionado para garantir contato total com a
superficie. As placas de Petri com as amostras foram entdo incubadas a 37 ° C
durante 24 h, depois a zona onde o filme foi colocado e seus arredores foram

cuidadosamente observados. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas.

4.25.7 — Andalise Estatistica

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e
teste de Tukey para comparacdo das médias, adotando-se o nivel de

significancia de 5% (p = 0,05) além de analise de correlacdo e de regresséo.
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Todas as andlises foram realizadas pelo programa estatistico Statistic versdo 10
(StatSoft.Inc., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Caracterizac6es das Nanoparticulas de Quitosana

5.1.1 - Tamanho médio e Potencial Zeta ()

A Tabela 5.1 apresenta os valores dos tamanhos médios, do indice
de polidispersividade (IPd) e dos valores de potencial Zeta de trés diferentes
sinteses de NPQS. Para possiveis comparacdes dos filmes de pectina
produzidos, avaliou-se a reprodutibilidade e repetibilidade das sinteses de
NPQS.

TABELA 5.1: Valores do tamanho médio, potencial Zeta e indice de
polidispersividade (IPd) das NPQS.

Amostras Diametro Médio Potencial Zeta Polidispersividade

triplicatas (nm) (mV) (1Pd)
NPQS1 95 + 27° +41 +0,9° 0,5+0,1°
NPQS? 107 + 20° +40+1,2° 0,5+0,1°
NPQS3 117 + 47° +39+1,1° 0,6 +0,1°

% indica a significancia do desvio padrdo nas medidas. Mesma letra sobrescrita

numa mesma coluna indica valores que ndo séo diferentes (p < 0,05).

As NPQS formadas com propor¢do massica de 2:1 (QS:TPP)
apresentaram tamanho medio de 106 £ 31 nm nas trés repeticdes, as quais foram

iguais (p < 0,05). O indice de polidispersividade e usado para medir a
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distribuicdo de tamanhos de particulas e possui um impacto determinante nas
propriedades fisico-quimicas do produto final (MORRIS et al., 2011). A
distribuicdo de tamanho para as NPQS é mostrada na Figura 5.2. O intervalo das
triplicatas foi de 68 a 122 nm com uma distribuicdo unimodal. A partir dos
valores constantes de diametro médio (de 95 a 117), desvio médio (z 31,3) e IPd

em todas as NPQS sugerem que tal sintese possui carater repetitivo.
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FIGURA 5.1: Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de quitosana (NPQS).

Estes dados estdo de acordo com o0s encontrados na literatura.
LOREVICE et al. (2014) obtiveram tamanhos médios das NPQS abaixo de 250
nm e concluiram que as NPs de tamanhos menores que 150 nm melhoraram de
maneira satisfatoria as propriedades mecanicas e de barreira ao vapor de agua
dos filmes a base de polissacarideos. MOURA (2009), em seu trabalho
mostraram a dependéncia do tamanho meédio das NPQS com a variacdo da
concentracdo de quitosana utilizada por dois métodos de preparacéo e a variacao
do pH da suspensdo. HOSSEINI et al. (2013) obtiveram os tamanho das NPQS
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proximos a 280 nm. A formacgdo das NPQS foi verificada pela caracteristica
opalescente da suspensdo e confirmada pelos espectros de FT-IR das NPQS em
comparagao com a quitosana pura.

InformacOes sobre a estabilidade das suspensOes coloidais das
NPQS podem ser obtidas pelo monitoramento do pH em funcdo do tempo.
Segundo SCHAFFAZICK et al. (2006) a alteracdo do pH pode ser um indicativo
da degradacdo do polimero. Outra observacéo relevante é a adicdo de NPQS em
matrizes de pectina, devido ao pka da pectina ser &cido (pka = 3,0 a 3,6) 0 que
poderia afetar os tamanhos das NPQS. Na Figura 5.3 é possivel observar 0s
efeitos no tamanho das NPQS em decorréncia da dependéncia do pH. A partir da
variacdo do pH da suspensédo coloidal das NPQS, observaram-se alteragdes no

tamanho médio das NPs em funcdo do pH a temperatura ambiente.
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FIGURA 5.2: Tamanho médio das nanoparticulas de quitosana em funcdo do
pH.
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Observou-se que mudancas no pH podem afetar as propriedades
fisico-quimicas, tais como tamanho de particula, a intensidade da carga de
superficie e a tendéncia de agregacao das particulas (BAO et al., 2008).

O pH de sintese das NPQS encontrou-se proximo a 3,8. Para
valores de pH mais altos (a partir de 9,8) observou-se um aumento do tamanho
médio das NPQS de 317 para 570 nm. Notou-se uma agregacao das particulas,
uma vez que o valor do IPd aumentou ligeiramente a medida que o pH da
suspensdo tornou-se alcalino. Este incremento do tamanho pode ser explicado
devido ao efeito de intumescimento da quitosana que, por ser um polieletrdlito
(que apresenta uma fracdo significativa de cargas na cadeia principal do
polimero, sendo catidnica), aumenta seu tamanho com o grau de ionizacéo,
devido as repulsdes eletrostaticas inter- e intra-moleculares existentes nos
grupos ionizaveis.

Outra interpretacdo para o aumento € a medida que o pH se torna
basico as moléculas de quitosana tornam-se insollveis, podendo ocorrer a
precipitacdo das NPQS e o aumento no tamanho. As cadeias comecam a
expandir-se em funcéo da repulséo eletrostatica gerada pela mudanca do grau de
ionizacdo dos grupos carboxilas resultando na dissolucdo e aumento da cadeia
do polimero. Com a diminuicéo do pH, o tamanho das NPQS e a viscosidade da
suspensdao aumentam. A quitosana comporta-se como um polieletrolito catidnico
moderadamente basico (pKa = 6,3) formando sais com é&cidos, aumentando
assim seu tamanho.

O sinal positivo do potencial Zeta das nanoestruturas vem sendo
relacionado aos grupos amino (NHs") que compdem a superficie das NPQS.
Muitas substéncias quando entram em contato com um solvente polar (neste
caso a agua), adquirem cargas elétricas superficiais. Estas cargas possuem
origem na formacdo de uma bicamada de ions em sua superficie devido a uma

adsorcdo seletiva de ions do eletrolito, ou a ionizacdo de suas moléculas
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superficiais (LIMA et al., 2008). Contudo, no caso da quitosana, além das cargas
positivas que a 4gua pode gerar, 0 acido acético promove uma maior protonacao
das NPQS. Valores, em modulo, maiores que 30 mV, indicam suspensdes
estaveis (VIMAL et al., 2012), o que sugere que as particulas eletricamente
carregadas se repelem, evitando a agregacdo. Os valores de potencial Zeta das
NPQS estdo proximos de +40 mV, sugerindo suspensdes coloidais estaveis e,
evitando assim, a aglomeracdo entre elas. Isto pode permitir uma melhor
dispersdo das NPQS em matrizes de pectina. O potencial Zeta leva em conta a
carga superficial da particula e pode ser afetado pelo pH ou pela forca idnica do

meio, permitindo avaliar a estabilidade das suspensdes coloidais.

5.1.2 - Estudo da interacdo pectina-nanoparticulas de quitosana

com a variacao do pH

Esta caracterizacdo objetivou o entendimento do efeito do pH sobre

a sintese das NPQS e as interacOes destas com a pectina, assim como tentar
elucidar as propriedades dos nanocompositos PEC_NPQS.

As principais interagdes entre a matriz e o agente de reforco sdo as

interagGes eletrostaticas entre os grupos amino ionizados (NH;") da quitosana e

0s grupos carboxila ionizados (COO") da pectina (COIMBRA et al., 2011).

Outras interacbes que podem ocorrer simultaneamente sdo as ligacbes de

hidrogénio, interacdo dipolo-dipolo e interacdes hidrofobicas (I'INA e

VARLAMOV, 2005; LUO e WANG, 2014). A Figura 5.4 exibe a dependéncia

dos valores de potencial Zeta com a variagcdo no pH, resultando em mudanca na

densidade de carga das particulas.
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FIGURA 5.3: Dependéncia do potencial Zeta com a variacdo de pH das
suspensdes de nanoparticulas de quitosana (NPQS) (0,1%, m/m) e pectina
(PEC) (0,1%, m/m) em valores de pH variando de 1,5a 11.

O potencial Zeta positivo e negativo sdo devidos as caracteristicas
catibnicas e anidnicas dos polimeros, quitosana e pectina, em pH inicial proximo
a 3,8. No pH inicial (pH = 3,8), para as NPQS, o potencial Zeta esta por volta de
+ 33 mV e para pectina (pH = 3,6) em - 28 mV. Estas suspensdes foram
analisadas separadamente na mesma concentracgéo de 0,1% (m/m), e manteve-se
0 cuidado de adicionar volumes conhecidos de HCI e NaOH, de modo a, néo
variar a concentracdo inicial das suspensdes. De acordo com a Figura 5.4,
podemos analisar que ao aumentar o pH de 2,9 para 5,8 o potencial Zeta das
NPQS diminuiu de + 32 mV para + 20,7 mV. Segundo VAARUM e
SMIDSROD (2005), este valor de pH esta préximo ao pKa da quitosana (6,2 -
7,0). Em pH abaixo dos valores de pKa, 0os grupos amino da quitosana estdo
protonados, o que confere caracteristica catiénica a molécula. Com o aumento

do pH para valores proximos de 8,2, os dados demonstraram uma diminuicdo do
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potencial Zeta, tornando o valor da carga superficial das NPQS negativo. Esse
fato pode ser atribuido a desprotonacdo da quitosana com a diminuicao do grupo
NH;" e aumento de grupos NH,. Uma vez que o teor de grupamentos NHj"
diminui a carga superficial das NPs, sugere-se um aumento das cargas
superficiais do TPP.

MOURA (2009), demonstrou que o potencial Zeta das NPQS com
acido PMMA tornou-se negativo em pH maiores que 4,6. Os valores obtidos
para estas nanoestruturas variam entre + 33 mV (pH = 3,8) e — 8,1 mV (pH =
11,2). Estes resultados estdo em concordéancia com aqueles reportados por YIN
et al. (2017), que mostram que em pH acima de 9,0 os grupos carboxilicos na
superficie das nanoparticulas de carboximetil-quitosana (PICMCS) com acido
itacbnico (CsHgO4) foram completamente dissociados e as NPs apresentaram
carga de superficial negativa.

Ja o pH alcalino para ambas as suspensGes proporcionou menor
ionizacgdo dos grupos amino da quitosana (NHs") e maior ionizagdo dos grupos
carboxila da pectina (COO) deixando o potencial mais negativo (MACIEL et
al.,, 2015). O ponto isoelétrico, onde a suspensdo se torna instavel, foi
encontrado em pH proximo de 9,0 e 1,5 para quitosana e pectina,
respectivamente. Neste ponto ocorre a minima forca de repulsdo e atracdo entre
as moléculas do polimero e as do solvente, de modo que a forca gravitacional
seja maior neste ponto levando a agregacdo das NPQS (GONZALEZ-MIRA et
al., 2010).

Para valores de potencial Zeta da solucdo de pectina em pH &cidos,
se aproximou de zero, o que, segundo GIANCONE et al. (2009), pode ser
interpretado devido a ndo-dissociacdo dos grupos carboxilicos da estrutura do
polimero. Com o aumento do pH de 3,0 para 5,3 o potencial Zeta da pectina se
tornou mais negativo devido aos baixos valores de pKa (3,5 - 4,5) (ROLIN,
2002) que é determinado pela presenca de acido galacturdnico da molécula de

pectina, que esta carregada negativamente em uma ampla faixa de pH. Este
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incremento no valor do potencial Zeta negativo da solucdo de pectina é
decorrente a diminuicdo de fons H*, de modo que o equilibrio da solugdo
desloca-se no sentido de formacéo de ions carboxilicos resultando em aumento
no valor de potencial Zeta. Em meio basico, os grupos carboxilicos na superficie
da PEC apresentaram uma tendéncia aparentemente ionizada de COOH para
COO apresentando alta carga de superficie negativa.

A partir dos dados acima a interacdo entre os polimeros foi
observada pelas cargas opostas dos mesmos em diferentes valores de pH
favorecendo a complexacdo da pectina com as NPQS. Para melhor formulacéo
dos filmes o pH ideal ocorreu com maior intensidade na faixa de pH entre 3,8 a
4,7 onde a resultante de carga das solugdes esteve proxima a zero, indicado pela
inversdo de cargas da solucdo de ambos os polimeros. Isto significa que na
regido onde se encontram as NPQS, os grupos protonados (NH5") estdo
interagindo por ligacdo de hidrogénio com 0s grupos aniénicos da matriz de
PEC. A fim de manter uma boa estabilidade da suspensdo coloidal, solucbes
filmogénicas foram preparadas em pH 4,0. A partir destes resultados podemos

tentar correlacionar a estrutura — propriedades dos hanocompdsitos.

5.1.3 - Espectroscopia de Infravermelho

A analise de espectroscopia foi importante para avaliar as
interacdes e 0s grupos funcionais presentes em um determinado composto, além
de permitir a caracterizacdo estrutural e a composicdo quimica dos materiais
utilizados neste trabalho. Por meio dos resultados obtidos por essa técnica €
possivel identificar e analisar as bandas caracteristicas da quitosana, do TPP e
das NPQS, e os possiveis deslocamentos de bandas que indiquem interacGes
entre 0s grupos amino da quitosana e os grupos fosfatos do TPP, o0 que promove
a formacdo de NPQS. A Figura 5.5 mostra 0s espectros da quitosana pura, do
TPP e NPQS, as quais estdo identificadas na Tabela 5.2.



43

3406 cm’

Transmitancia (u.a.)

NPQS

1645 cm_

1 1

3365cm

1569cm L 1155cm”

4000 | 35I00 | 30I00 | 25I00 20I00 | 15I00 | 10I00 | 5(I)0
Numero de Onda (cm'l)
FIGURA 5.4:. Espectro de FT-IR do tripolifosfato de sodio, quitosana e

nanoparticula de quitosana.

A partir da Tabela 5.2 podemos identificar o espectro do TPP e suas
bandas caracteristicas na regido de 1160 cm™ relacionadas ao grupo fosfato
(P=0) e em 1217 cm™ caracteristico ao grupo P-O. O espectro da quitosana
mostrou uma banda intensa em 3406 cm™ referente & vibracdo de estiramento
OH e NH, assim como as ligacGes de hidrogénio presentes nos polissacarideos.
Entre as principais bandas caracteristicas da quitosana encontra-se a amida |
(deformacéo axial C=0) situada em 1660 cm™ e em 1597 cm™ referente ao
grupo amida Il e a vibracdo de flexdo N-H da amida Il (Figura 5.5). Um
resultado semelhante foi observado na literatura sobre NPQS-TPP (XU e DU,
2003) e em filmes de quitosana tratados com fosfato (NaH,PO,). Em 1375 cm™
observa-se uma faixa na deformacéao angular CH, simétrica, em 1063 - 1026 cm’
1

referente ao estiramento C-O. As bandas de absorcdo em 1151 cm™

(estiramento assimétrico C-O-C). No espectro das NPQS encontra-se 0 pico em
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3365 cm™ indica que ocorrem ligacdes de hidrogénio (MOURA et al., 2009).
Existe um deslocamento do pico original entre 1645 cm™ e 1569 cm™ o que
indica que os grupos amino NHs;" da quitosana foram envolvidos em ligagdo
cruzada com fosfato POO™ do TPP. Ha outro deslocamento do pico original
entre 1068 cm™ e 1024 cm™, indicando interacdes do grupo C-O da quitosana
com o TPP; e os picos proximos de 1217 cm™ e 1155 cm™ estdo relacionados
aos estiramentos das ligaces P-O e P=0 do TPP, respectivamente. (VIMAL et
al., 2013). O aparecimento desses picos sugere a formacdo das NPQS uma vez
que aparece tanto caracteristicas da quitosana quanto do TPP. Os resultados
foram consistentes com dados publicados anteriormente (DUDHANI e
KOSARAJU, 2010).

TABELA 5-2: Bandas de espectroscopia no infravermelho da quitosana (QS),
tripolifosfato de sédio (TPP) e nanoparticulas de quitosana (NPQS).

Bandas QS Bandas

(cm™?) I(\IcFr)ani Cargcrtltja?ic;iicos
3406 3365 OH e NH,
1660 1645  Amida | (C=0)
1597 1569 Amida Il
(C-N)
Bandas (cm™) 1213 P-O

TPP
1160 1160
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5.1.4 — Microscopia Eletronica de Varredura com fonte de

emissao de campo

As imagens foram obtidas por microscopia eletronica de varredura
com emissdo de campo. A Figura 5.6 apresenta a morfologia da superficie das
NPQS. Estas nanoestruturas recém-preparadas devem ser estaveis durante um
longo periodo de armazenamento para que possam ser utilizados com sucesso
sistemas de embalagens. A estabilidade das nanoparticulas pode ser refletida

pela morfologia, tamanho médio e distribuicdo de tamanhos.

L™ _ . - - - ¢
EMBRAPA 1 SEM SEI 20kV  X20000 WD29mnipm 1um EMBRAPA 1 SEM SEI 20kV  X90,000 WD29mm

FIGURA 5.5: Imagens de MEV/FEG das nanoparticulas de quitosana. Em a)
NPQS com aumento de 20.000 vezes e b)aumento de 90.000 vezes.

Em (a) é possivel visualizar particulas dispersas, distribuidas e
uniformes. A Figura 5.6 (b) com um aumento de 90.000 vezes mostra que as
nanoestruturas estdo relativamente homogéneas e com tamanhos menores de
100 nm, aproximadamente. A partir desses resultados, pode-se observar que
quando o tamanho de particula é obtido por MEV/FEG ou por disperséo de luz
dindmica (DLS), surgem diferencas nos tamanhos. O tamanho médio das NPQS

detectadas pela técnica DLS foi ligeiramente maior do que a MEV/FEG, o que
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pode ser atribuido ao fato de que a medida MEV/FEG refletiu o tamanho no
estado seco, enquanto a técnica de DLS refletiu o inchago e a aglomeracdo em
suspensdo, que podem ter influenciado na medida do tamanho das particulas
(GOYCOOLEA et al., 2012; LUQUE-ALCARAZ et al., 2016). WORANUCH e
YOKSAN (2013) relataram uma faixa de tamanho das NPQS de 80 e 100 nm,
medidas por microscopia de transmissdao (MET), porém quando usou a técnica
de DLS, a faixa de tamanho foi de 586 e 683 nm.

5.1.5 — Termogravimetria

A termogravimetria foi feita de forma a compreender possiveis
mudancas fisico-quimicas dos materiais quando estes sdo aquecidos em altas
temperaturas. A degradacdo térmica € uma reacdo que envolve a ruptura das
ligacOes das cadeias principais e secundarias. Um dos fatores determinantes da
estabilidade térmica do polimero é a energia das ligagbes entre os atomos da
cadeia principal (LIM e WAN, 1995). A Figura 5.7 mostra 0 comportamento
térmico da quitosana na forma pdé e das nanoparticulas de quitosana. Os

resultados mostraram uma semelhanca entre as curvas.
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FIGURA 5.6: Curvas termogravimétricas de degradacdo e DTGA das

nanoparticulas de quitosana (NPQS) e quitosana (QS).

A partir da Figura 5.7 podemos observar que até 100 °C ocorreu
uma perda de massa de 10% para as NPQS e 12% para quitosana pura referente
as perdas das moléculas de agua. As propriedades de hidratacdo dependem da
estrutura primaria e supramolecular dos polimeros, esta agua ligada possui uma
forte influéncia sobre a natureza polimorfa da quitosana (PRASHANTH e
THARANATHAN, 2002), comprovando assim sua natureza hidrofilica.

Segundo GOMATHI et al. (2017), ocorre uma perda de massa lenta
a partir de 140 a 200 ° C referente a decomposicdo de polimero com baixa
massa molar como NH;", CO. A primeira temperatura de degradagdo (TD 1)
tanto para as NPQS e quitosana ocorrem entre 240 e 299 °C, este primeiro pico

corresponde ao processo de desidratacdo do anel anidro glucosidico presente na
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molécula da quitosana (REJINOLD et al.,, 2011), despolimerizacdo e
decomposicdo de grupos de cadeia lateral (FENG e XIA, 2011). A taxa maxima
de perda de massa foi em 280 °C. Em 600 °C houve a formagéo de 0,2% de
residuo. O segundo pico encontrado salienta uma perda de massa acentuada
entre 446 a 566 °C para as NPQS e de 450 a 544 °C para quitosana, referente a
carbonizacgéo do polissacarideo. Esta leve diferenca de temperatura da quitosana
quando comparado com NPQS justifica as interacOes inter e intra-moleculares
da quitosana com TPP durante o processo de reticulacdo alterando o
comportamento térmico da quitosana. Estes dados estdo de acordo com o
trabalho encontrado na literatura dos autores SANDFORDOS et al. (1990).

5.1.6 - Calorimetria Exploratoria Diferencial

A analise de DSC determina a energia que e transferida sob a forma
de calor (a pressdo constante) em um processo fisico ou quimico. A partir desta
analise, investigou-se o comportamento térmico dos materiais separadamente. A
Figura 5.8 apresenta as curvas calorimétricas da quitosana e nanoparticula de

quitosana.
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FIGURA 5.7: Curvas de calorimetria exploratoria diferencial da quitosana (QS)

e nanoparticula de quitosana (NPQS).

Os dados para quitosana pura sdo mostrados na Figura 5.8 onde foi
encontrado um pico endotérmico em aproximadamente 130 °C que foi atribuido
a desidratacdo das moléculas de agua presentes na quitosana, tipica de polimeros
amorfos (MURA et al., 2011). De acordo com SARMENTO et al. (2006) em
torno de 320 °C correspondente a degradacdo térmica do polimero, dado que
néo esta mostrado.

A Figura 5.8 apresenta o termograma das NPQS com um
comportamento térmico tipico de polissacarideos com dois picos. O primeiro
pico endotérmico de menor intensidade foi encontrado a 80 °C correspondente a
desidratacdo das NPQS. Segundo DMOUR e TAHA (2017) o segundo pico
endotérmico proximo a 170 °C é referente a quebra de ligacdes de hidrogénio de
cristalitos presentes na molécula quitosana, os autores relataram que aparece um

terceiro pico exotérmico representado pela degradacdo polimérica (300 - 320
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°C). NEUFELD et al. (2017) atribuiu este segundo evento endotérmico das
NPQS com a quebra de quebra de interacdes eletrostaticas entre as moléculas de

quitosana e TPP.

TABELA 5-3: Temperatura do pico endotérmico (TPE) e variacdo de entalpia

(AH) da quitosana e nanoparticula de quitosana.

Polimero TPE (°C) AH (J/g)
Quitosana 134,3 255,3
NPQS 170 143

5.1.7 — Concentracdo Minima Inibitoria (CIM)

A atividade antimicrobiana foi testada contra duas bactérias
veiculadas por alimentos, E. coli e S. aureus, foram avaliadas para amostras de
quitosana solubilizada em &cido acético, NPQS, carvacrol, DMSO e Tween 80,

todas feitas em triplicatas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.4.

TABELA 5-4: Concentracdo inibitoria minima (CIM) e valores de concentracado
bactericida minima (CBM) para quitosana, nanoparticulas de quitosana (NPQS),

carvacrol para E. coli e S. aureus.

CIM CIM CIM
Bactéria (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Quitosana NPQS Carvacrol
Escherichia coli 0,15 0,10 1,03x10°
Staphylococcus 5 45 0,10 1,03x10°

aureus

CBM Bacteriostatico  Bacteriostatico Bactericida
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A Tabela 5.4 mostra os resultados da quitosana solubilizada em
acido acético que apresentou um valor de CIM, concentracdo inibitéria minima,
que produziu a ndo turbidez do meio onde continham as culturas de bactérias
apos a incubacéo, para os dois microorganismos, E. coli e S. aureus, igual a 0,15
mg/mL. As NPQS exibiram valores de CIM para ambas as bactérias de 0,10
mg/mL. Esta diferenca nos valores de CIM, da quitosana e das NPQS, é em
vista da maior area superficial e densidade de carga das NPQS, o que possibilita
uma maior interacdo com as membranas das células bacterianas. Sabe-se que as
atividades antifingicas e antimicrobianas da quitosana originam-se da sua
natureza policationica. Uma hipotese para a acdo antimicrobiana da quitosana
sdo devido as forcas eletrostaticas entre os grupos amino protonados (NH,) da
quitosana e o0s residuos negativos nas superficies celulares. LIU et al. (2004),
afirmam que a atividade bactericida da quitosana € causada pela interacéo
eletrostatica entre grupos NH;" da quitosana e a grupos fosforil da membrana
celular. Neste estudo o objetivo foi combinar os efeitos antimicrobianos das
nanoestruturas de quitosana com outro agente antimicrobiano, o carvacrol,
sendo o componente majoritario do 6leo essencial de orégano e tomilho. O
carvacrol inibiu os microorganismos na concentracdo de 1,03x10° mg/mL.
Muitos estudos demonstraram previamente a atividade antibacteriana do
carvacrol contra bactérias patogénicas. O mecanismo sugerido para atividade
antimicrobiana de compostos fendlicos, como o carvacrol, age principalmente
contra a membrana celular anidnica, devido a sua natureza hidrofébica, afetando
0 &cido graxo insaturado na membrana e desse modo alterando sua estrutura
(SEVERINO et al., 2014). Em particular, os compostos fendlicos atuam como
um transportador de prétons através das bicamadas lipidicas, o que causa o
aumento da permeabilidade e a ruptura e vazamento do material intracelular
(KIM et al.,, 1995). O solvente DMSO inibiu o crescimento de ambos o0s
microorganismos na concentracdo de 1,6x10% mg/mL. O Tween 80 utilizado
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para dissolver o carvacrol, junto com o DMSO, ndo possui atividade
antimicrobiana.

Propriedades antibacterianas da quitosana ja foram relatadas em
outros trabalhos (CORREIA et al., 2013; HOSSEINI et al., 2013; HU et al.,
2015). Varios estudos mostraram a eficacia antimicrobiana do carvacrol, contra
uma ampla variedade de bactérias patogénicas, (KEAWCHAOON e YOKSAN,
2011; NDOTI-NEMBE et al., 2013). A partir destes resultados a quitosana e
carvacrol, possuem um efeito sinérgico na atividade antimicrobiana contra 0s
patogenos testados na alimentacdo (BILIA et al., 2014; WANG et al., 2011).

5.2 - Caracterizacbes dos Nanocompositos de Pectina

Os filmes produzidos por casting continuo e casting descontinuo
(batelada), foram avaliados primeiramente por caracteristicas visuais. Nesta
avaliacdo foram observadas as seguintes caracteristicas: continuidade (auséncia
de rupturas e fraturas apds a secagem), homogeneidade (auséncia de particulas
insolUveis visiveis a olho nu, zonas de opacidade ou de cores diferenciadas) e
manuseabilidade (possibilidade de manusear o filme sem ruptura), para

possiveis comparagdes com as embalagens convencionais.
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FIGURA 5.8: Filmes de pectina 2% e nanocompésitos: a) PEC, b)
PEC2% NPQS 1%, c) PEC2% NPQS 1,5%, d) PEC2% NPQS 2%, e)
PEC2%_ NPQS 1% CRV, f) PEC2% NPQS 1,5% CRV, g) PEC2%_NPQS
2% CRV.

Como visto na Figura 5.9, os filmes de pectina e 0s hanocomp0ositos
com e sem carvacrol estdo visualmente homogéneos, ou seja, sem a presenca do
polimero ndo solubilizado ou de aglomerados. Todos os filmes apresentaram
transparéncia, caracteristica importante, se considerar uma futura aplicacdo
como embalagem para alimento (LOREVICE, 2015). A secagem dos filmes,
tanto a temperatura ambiente quanto em elevadas temperaturas, ndo resultou em

filmes descontinuos, com rachaduras ou fraturas macroscopicas.

5.2.1 — Propriedades Fisicas

5.2.1.1 - Espessura

Segundo GENNADIOS et al. (1994), o controle da espessura €é
importante para a uniformidade dos filmes formados, reprodutibilidade das
medidas realizadas e validade da comparacédo entre filmes. A partir das Tabelas

5.5 e 5.6 pode-se considerar que os filmes com 5% (m/m) de pectina e dos
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nanocompositos com 2% (m/m) de nanoparticulas de quitosana (PEC
5% NPQS 2%) que foram produzidos por casting continuo, apresentaram
espessura maior que os filmes com 2% (m/m) de pectina, o que se deve ao
aumento da viscosidade das suspensdes devido ao aumento da concentracdo do

polimero.

TABELA 5-5: Espessura dos filmes de pectina 5% e dos nanocompdsitos
(PEC5%_NPQS 2%).

Espessura
Filmes
(Hm)
Pectina 5% 58 £ 6,6
Batelada
PEC 5% 40+3,9
casting continuo
PEC5% NPQS 2% 64 +6,8
Batelada

PEC5%_ NPQS 2%
casting continuo 70+9,8
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TABELA 5-6: Espessura dos filmes de pectina 2% e dos nanocompdsitos (PEC
2% NPQS).

_ Espessura
Filmes
(Hm)
Pectina 2% 38+59
PEC2% NPQS1% 30+25
PEC2% NPQS1,5% 36 +35
PEC2% NPQS2% 34+338
PEC2% NPQS1% CRV 33+3,3
PEC2% NPQS1,5% CRV 27+35
PEC2% NPQS 2% CRV 30+2,3

5.2.1.2 — Angulo de Contato

As medidas do angulo de contato permitem avaliar o efeito de
incorporacdo das NPQS e carvacrol sobre a polaridade da superficie dos filmes.
O angulo de contato é usado como um indicativo do grau de hidrofobicidade ou
hidrofilicidade superficial (SU et al., 2010). Filmes com angulo de contato com
a agua superior a 65 ° sdo identificados como superficies hidrofobicas
(VOGLER, 1998). A Figura 5.10 mostra os valores médios do angulo de contato
no tempo zero (t = 0s), isto €, o angulo de contato inicial no primeiro contato da
gota com o filme, para os filmes de PEC 2% e os nanocompdsitos com e sem

carvacrol produzidos por casting batelada.
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| () 73°+1,9 (b) 80°+ 1,3

(©) 82°+1,7 il (d) 67°+5,0

FIGURA 5.9: Angulo de contato dos filmes de pectina 2% e nanocompdsitos:
(@) Pectina 2%, (b) PEC 2% _NPQS 1%, (c) PEC 2% _ NPQS 1,5%, (d) PEC 2% __
NPQS 2%.
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(a) 73°:1,9 || (b) 68°+ 2,5

(c) 83°+ 4.6 (d) 78°+2,9

FIGURA 5.10: Angulo de contato dos filmes de pectina 2%: (a) pectina 2%, (b)
PEC 2% NPQS 1% CRV, (c) PEC 2% NPQS 1,5% CRYV, (d) PEC 2% _ NPQS
2% CRV.

Esta é uma anélise que a afinidade entre o liquido e a superficie do
material. Portanto, espera-se que a adicdo de NPQS e carvacrol possam produzir
angulos de contato, entre a gota de agua e superficies do filme, superiores ao
filme puro. O efeito da incorporacdo de NPQS sobre as propriedades de
molhabilidade dos filmes a base de pectina levou um pequeno aumento do valor
do angulo de contato de 73 para 82 °. Tal comportamento pode ser associado ao
surgimento de uma interacdo efetiva entre as NPQS e o grupo carboxilico na

estrutura molecular da pectina, sugerindo uma diminuicdo de polaridade do
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sistema, de maneira que a energia da superficie teve uma tendéncia de melhorar
a medida que adicionou NPQS e carvacrol, favorecendo uma interacao efetiva.
Outra explicacdo para tal aumento € devido a rugosidade da superficie dos
filmes com NPQS, que pode aumentar a medida que ocorre a formacdo de
aglomerados de NPQS, especialmente no limite de altas concentragcdes. Como
consequéncia, o angulo de contato obtido em uma superficie aspera tende a
exibir um valor superior ao de uma superficie lisa, devido a histerese induzida
pela ndo homogeneidade da base de substrato pectina (LEGER e JOANNY,
1992). Além da composicdo da superficie, a morfologia da superficie do filme
afeta as propriedades de molhabilidade do filme, sendo que uma morfologia
mais densa contribui para valores de angulo de contato mais altos. (BASIAK et
al., 2015), como sera visto no proximo item nas imagens de MEV/FEG para 0s
nanocompositos. Ndo foram observadas diferencas de angulo de contato
significativas (p < 0,05) entre as concentragdes de NPQS e 0s nanocompdsitos
com carvacrol.

Segundo MOURA et al. (2014) a adicdo de nanoemulsdo de canela
em filmes de pectina, resultou em uma matriz mais hidrofobica, o que colobora
para uma possivel aplicacdo de filmes de polissacarideos em alimentos com
elevado teor de umidade, o que seria inadequado em filmes contendo somente

pectina.

5.2.2 — Morfologia dos Filmes

5.2.2.1 — Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia dos filmes de PEC 2% e dos nanocompdsitos com ou
sem carvacrol foram avaliadas a partir de MEV/FEG, no intuito de investigar

seus aspectos de fratura criogénica, bem como a presenca de particulas e
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homogeneidade do material produzido. A Figura 5.12 apresenta as micrografias
dos filmes de PEC 2% obtidos por casting batelada.

FIGURA 5.11: Imagens de MEV/FEG — Observacdo da superficie de fraturas
criogénicas dos filmes obtidos por casting batelada: (a) pectina 2%, (b)
PEC2%_NPQS 1%, (c) PEC2%_NPQS 1,5%, (d) PEC2%_NPQS 2%.
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J—

40kv  X50,000 WD85mm 100nm S 20kV  X50,000 WD3.8mm 100nm

SEI 4.0kV  X100,000 WD 89mm

FIGURA 5.12: Imagens de MEV/FEG - Fraturas criogénicas dos Filmes: (a)
PEC2% NPQS 1% CRV (b) PEC2% NPQS 1,5% CRV, (c) PEC2%_NPQS
2% _CRV. Micrografias com aumentos de 50.000 a 100.000 vezes.

A partir das imagens de fraturas (5.12 e 5.13) de MEV/FEG pode-
se observar a formacédo de uma fratura fragil, ou seja, sem deformacéo plastica,
um filme denso, homogéneo e sem a presenca de poros na matriz, importante
para se ter filmes com bom desempenho mecénico. O filme de pectina 2% puro
(Figura 5.12 a) apresentou-se continuo, compacto e homogéneo. Nas
micrografias dos nanocompésitos (Figura 5.12 b - d e Figura 5.13 a - ¢) foi
possivel avaliar a presenca de NPQS, com tamanhos menores que 100 nm, como
ja foram mostrados nas imagens da Figura 5.6 das NPQS. De acordo com estas
imagens observa-se uma boa interacdo das nanoestruturas com a pectina, por
estarem bem inseridas na matriz. Por investigacdo de MEV/FEG, constatou-se a
formacdo de alguns aglomerados de NPs (Figura 5.12 d) dos filmes de

PEC2% _ NPQS 2%. Todos os filmes obtidos foram densos e demonstravam
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continuidade e homogeneidade, ndo verificando diferenca visual entre filmes de
PEC e dos nanocompdsitos PEC_NPQS e PEC_NPQS _CRV.

A morfologia da superficie dos filmes de pectina 2%, dos
nanocompositos com e sem carvacrol foram relativamente plana, lisa e
compacta indicando aparentemente uma boa mistura dos polimeros (Figuras
5.14 e 5.15).

SEI 3.0kV X50,000 WD6.2mm  100nm SEI 3.0kV X50,000 WD62mm  100nm

FIGURA 5.13: Imagens de MEV/FEG — Superficie dos filmes de pectina 2% e
nanocompositos: a) PEC 2%, b) PEC2% NPQS 1%, (c) PEC2%_ NPQS 1,5%,
(d) PEC2%_NPQS 2%. Micrografias com aumentos de 50.000 vezes.
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50KV X50,000 WD 62mm

FIGURA 5.14: Imagens de MEV/FEG — Superficie dos filmes de pectina 2% e
nanocompositos: (e) PEC2% NPQS 1% CRV (f) PEC2% NPQS 1,5% CRYV,
(g) PEC2%_NPQS 2% _ CRV. Micrografias com aumentos de 50.000 vezes.

A partir das Figuras 5.16 (a — b) dos filmes de pectina 5% nota-se,
que a superficie do filme obteve aspecto craquelado, com trincas em algumas
regides da superficie dos filmes. Estas trincas foram observadas somente nos
filmes formulados por casting continuo, sugerindo que estas sejam resultado das
altas temperaturas de secagem no processamento dos materiais. O processo de
evaporacdo de agua da solucdo filmogénica, acontece em poucos minutos, assim
ndo ha tempo suficiente das moléculas poliméricas se reorganizarem no filme,
tornando o filme quebradico e criando alguns pontos concentradores de tensé&o.
Estas trincas foram evidenciadas apenas para os filmes de PEC 5% e PEC
5% NPQS 2% obtidos por casting continuo.
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FIGURA 5.15: Imagens de MEV/FEG — Superficie dos filmes de pectina 5%
produzidos por casting continuo. (a) pectina 5% e (b) PEC5% NPQS 2%.

Micrografias com aumentos de 1.000 vezes

5.2.2.2 - Espectroscopia de infravermelho com Transformada

de Fourier - Refletancia total atenuada

Amostras de filmes de pectina puros, nanocompdsitos e
nanocompositos com carvacrol foram analisados por espectroscopia FTIR com
modo ATR (Figura 5.17). Esta anélise foi feita para verificar uma possivel

interacdo entre os polimeros pectina-quitosana e o 0leo essencial adicionado.
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Carvacrol

Pectina

PEC2%_NPQS 1%

PEC2%_NPQS 1,5%
PEC2%_NPQS 2% WW
PECN2%_NPQS 1%_CRV \/J\A\/\\;\/ﬂ\w

PEC2%_NPQS 1,5%_CRV
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PEC2%_NPQS 2% CRV
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FIGURA 5.16: Espectro de infravermelho dos filmes de pectina 2% puro e com
1%, 1,5%, 2% de nanoparticula de quitosana (PEC 2% _ NPQS) e carvacrol.

No espectro da pectina, podemos notar as principais bandas
relacionadas ao estiramento - OH na regido de 3600 — 3200 cm™ devido as
interacOes intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio, estas hidroxilas sdo
provenientes do mondmero da pectina (STUART, 2004). ldentifica-se a banda
em 2935 cm™ referente ao grupo -O-CHs- presentes no 4cido galacturdnico da
estrutura da pectina; as vibragdes do alongamento correspondentes aos grupos
metil-éster (COOCHs) e acido carboxilico ndo dissociado (COOH) foram
encontrada na regido de em 1755 cm*? (SILVERSTEIN, 1974; LOREVICE,
2015; COIMBRA et al., 2011). Bandas em 1635 cm™ e 1413 cm™ relacionam-
se, respectivamente, com o estiramento da carboxila assimétrico e simétrico do
fon carboxilato, Podemos ainda ressaltar o estiramento de ligacdo - C-O-C- em
1145 cm™, devido a presenca de ligacdo glicosidica; uma banda em 830 cm™
relacionada a hidrogénios enométricos equatoriais (SYNYTSYA et al., 2003).

Nos espectros abaixo da pectina pura estdo 0s nanocompasitos e os filmes com
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carvacrol. Estes foram feitos de modo a avaliar possiveis interagcdes que ocorrem
entre a matriz polimérica (PEC) com as NPQS e assim, promover um
entendimento maior acerca das propriedades fisico-quimicas dos filmes obtidos.
Devido a similaridade das estruturas dos polissacarideos quitosana e pectina a
analise dos espectros de infravermelho, a diferenciacdo da contribuicdo de cada

um dos polissacarideos ndo pode ser identificada.

5.2.3 — Propriedades de Barreira

5.2.3.1 — Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A avaliacdo da PVA fornece informagdes adicionais valiosas para
identificar possiveis aplicacGes desses filmes como embalagens de alimentos.
Uma propriedade de barreira as trocas de vapor de agua satisfatoria permite
prolongar a vida 0til dos alimentos. Esta propriedade fornece uma medida de
quédo facilmente as moléculas de agua podem penetrar um material em uma certa
umidade relativa. O mecanismo de difusdo consiste na adicdo de um permeante
(moléculas de agua, oxigénio, etc.), estas colidem com as moléculas do polimero
presentes nos filmes, adsorvendo na superficie, assim difunde-se atraves da rede
polimérica até o outro lado do filme. A Figura 5.18 apresenta os valores obtidos
de permeabilidade ao vapor de agua (PVA), para todos os filmes de pectina nas

formulacdes com 2% e 5% (m/m), com e sem a adi¢do das NPQS e carvacrol.
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FIGURA 5.17: Valores de PVA para os filmes de pectina 2% (cinza) produzidos
por batelada e pectina 5% (verde) produzidos por casting continuo.

A Figura 5.18 apresenta a permeabilidade dos filmes de pectina 2%
e pectina 5% produzidos por ambos os métodos, batelada e por casting continuo,
respectivamente. Os filmes com maior massa de pectina (5%) produzidos por
casting continuo obtiveram valores de PVA maiores que os filmes menos
concentrados de pectina (2%), produzidos por casting descontinuo (Tabela 5.7).
Isto sugere que o aumento de defeitos (Figura 5.16 a e b) na matriz tenha
facilitado a difusdo de moléculas de &gua. Isto pode ser comprovado pelas
imagens de MEV/FEG da superficie dos filmes de pectina 5% e dos
nanocompositos de PEC 5% NPQS 2%, que exibiram trincas, em algumas

regides do filme. Outra hipdtese a ser considerada é devido a maior presenca de
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grupos hidroxilas na cadeia polimérica dos filmes de pectina 5% aumentando
assim a interacdo com a agua e facilitando o processo de difusdo. A
permeabilidade dos filmes poliméricos esta relacionada ao transporte do
permeante por regibes amorfas dos polimeros ou por meio de poros
(FELDMAN, 2001).

TABELA 5-7: Valores de permeabilidade ao vapor de &gua dos

filmes de pectina 2% e pectina 5%

Filmes PVA
Pectina 2% 1,62*° £ 0,3
PEC2%_NPQS 1% 1,26 +0,1
PEC2%_NPQS 1,5% 1,61*" +0,3
PEC2%_NPQS 2% 1,94 +03
PEC2%_NPQS 1% CRV 1,54*° + 0,2
PEC2%_NPQS 1,5% CRV 1,46*° +0,3
PEC2%_NPQS 2% CRV 1,7%" +0,2
Pectina 5% 2,73 £ 0,3
PEC5%_NPQS 2% 384 + 02

As letras sobrescritas a,b indicam significancia do desvio padréo
nas medidas. Mesmas letras sobrescritas indicam valores que ndo sao diferentes
(p > 0.05).

Os filmes com apenas 2% de massa de pectina o valor de PVA
diminui se comparado com os filmes de pectina 5%, o que pode ser atribuido a
menos defeitos na matriz, causados pelo processo de secagem a temperaturas
menores. Com a adicdo de NPs 1% nos filmes de pectina 2% houve uma leve
reducdo da PVA comparando-se com os filmes apenas com pectina 2% puro.
Isto se deve ao fato de que as nanoestruturas preenchem os poros das matrizes,

deixando-as mais compactas. De acordo com CHANG et al. (2010), a adicdo de
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NPQS dificulta a passagem de moléculas de agua pela matriz polimérica
aumentando o caminho tortuoso que o vapor de agua precisa percorrer até a
superficie do filme. Porém com o acréscimo na concentragdo de NPQS (1,5 e
2%) nos filmes de pectina 2% a PV A ndo se alterou significativamente. Uma das
possiveis explicacdes foi sugerida por LOREVICE, (2015) que encontrou
aumento no PVA em sistema similar, associado com o intumescimento das
NPQS presentes na matriz de PEC. O processo de difusdo ocorre pelas
interacdes dos grupos aminos protonados da quitosana com as moléculas de
agua, facilitando assim a propagacdo das moléculas de agua remanescente na
superficie interna do filme. ALMEIDA et al. (2013), em seu trabalho relata o
incremento de PVA dos filmes contento fécula de batata com celulose
bacteriana, com a habilidade de hidratacdo do biofilme formado com o grande
nimero de hidroxilas livres que reforcaram as interagdes com a agua,
favorecendo sua propagacdo e transmissdo. J& MOURA et al. (2009)
constataram diminuicdo nos valores de PVA de filmes de HPMC
nanoestruturados, devido as ligacdes de hidrogénio entre as NPs e o polimero.
Dados semelhantes foram encontrados por LOREVICE et al. (2014), em um
estudo das propriedades de filmes de HPMC e polpa de mamé&o.

O carvacrol contém grupos hidroxilas que podem interagir com as
moléculas de agua e, consequentemente, facilitam a transferéncia de umidade
através do filme. O carvacrol presente nos filmes de pectina teve acéo
plastificante, ou seja, ele se aloca entre as cadeias poliméricas afastando umas
das outras, fazendo com que a tortuosidade do processo de difusdo das
moléculas de agua diminui. KROCHTA (2002), afirmou que os plastificantes
prejudicam a capacidade de barreira de um filme. Segundo a anélise estatistica, a
permeabilidade ndo foi afetada (p > 0,05), tanto para os filmes com adicdo de
NPQS como para o carvacrol. Estes efeitos descritos acima que ocorrem com a
incorporacgdo de ambos os compostos, NPQS e carvacrol, podem estar ocorrendo

simultaneamente o que pode explicar a auséncia de efeito de ambos o0s
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componentes, assim ndo havendo diferengas estatisticas entre os filmes
estudados.

Para os autores DEBEAUFORT, et al. (1998) filmes com baixa
permeabilidade ao vapor de dgua sdo desejaveis para embalagem de alimentos
com alta teor umidade, para evitar a perda de peso, desidratacdo da superficie,

mudancas fisicas, quimicas e organolépticas como em vegetais, carnes, queijos.

5.2.4 — Propriedades Mecanicas

As andlises de propriedades mecanicas sdo relevantes para
aplicacdo em embalagens de alimentos, pois refletem a resisténcia a ruptura e
flexibilidade dos filmes. Os nanocompositos serdo viaveis para aplicacdo
industrial se estes apresentarem boas propriedades fisicas (barreira ao vapor de
agua e propriedades mecénicas como elongacéo e tensdo maxima) proximas ou
superiores as embalagens produzidas a partir de polimeros sintéticos. Maiores
valores de elongacdo indicam maior flexibilidade do filme, antes de se romper, e
valores altos de tensdo indicam filmes mais resistentes. A tensdo maxima (o),
modulo elastico (E) e elongacédo na ruptura (Er) dos filmes de PEC 5%, PEC 2%
e 0S nanocompositos com ou sem carvacrol estdo mostrados nas Figuras 5.19 -
21.



70

50 | B Filme Pectina 2%

Tensdo Maxima (MPa)
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FIGURA 5.18: Tensdao Méaxima de todos os filmes de pectina 2% e 0s
nanocompositos com e sem carvacrol (PEC2%_ NPQS e PEC2%_ NPQS_CRV).

2,0

Bl Filme Pectina 2%

Elongacdo na Ruptura (%)

pec PEC_NPQS PEC_NPQS PEC_NPQS PEC_NPQS PEC_NPQS PEC_NPQS
1% 1,5% 2% 1% CRV 1,5% CRV 2% CRV

FIGURA 5.19: Elongacéo na ruptura de todos os filmes de pectina 2% e os
nanocompositos com e sem carvacrol (PEC2%_ NPQS e PEC2%_ NPQS_CRV).
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FIGURA 5.20: Modulo Elastico de todos os filmes de pectina 2% e o0s
nanocompositos com e sem carvacrol (PEC2%_NPQS e PEC2%_NPQS_CRV).

Os resultados obtidos para as propriedades mecéanicas mostraram
que somente a formulacdo do filme PEC2% _ NPQS 1% apresentou diferencas
estatisticas com nivel de significancia de 5% pelo Teste de Tukey exibindo um
incremento destas propriedades. O filme de PEC2%_NPQS 1% apresentou
maior tensdo maxima, quando comparados aos filmes de pectina 2% controle e
aos nanocompositos com 1,5 e 2% de NPQS com e sem carvacrol. A
incorporacdo de 1% de NPQS que resultou em aumentos de quase 100%, pode
ser explicada pela maior interacdo secundaria de ligacdo de hidrogénio entre 0s
grupos aminos (NH;") das NPQS e os grupos carboxilicos da pectina. Para as
formulagdes dos nanocompositos (1,5 e 2% NPQS) a tensdo maxima dos filmes
ndo obteve diferencas estatisticas (p < 0,05) em relacdo ao filme controle, o que
pode ser atribuido a aglomeracdo das NPQS, formando pontos de concentracao

de tensdo e ruptura nos filmes (Figura 5.12 d). A adicdo de carvacrol na
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estrutura dos filmes de PEC2% NPQS 1% resultou em um aumento da
resisténcia a tracdo ao se comparar com os filmes de pectina 2% e
PEC2% NPQS 1,5% CRV e PEC2%_NPQS 2% CRV. Isto esta associado ao
fato das NPQS estarem bem dispersas na matriz de pectina neste caso. Ao
avaliar os dados de tensdo dos filmes de PEC2%_ NPQS 1% e PEC2%_ NPQS
1% CRV, o carvacrol pode ter agido como plastificante, reduzindo as interacoes
secundarias entre PEC-PEC e PEC-NPQS. Segundo SHOJAEE-ALIABADIA et
al. (2013), a diminuicdo da tensdo maxima pode ser explicada pela substituicdo
das interacdes existente entre as cadeias poliméricas por fracas interacdes entre a
cadeia da pectina e o carvacrol.

A menor elongacdo na ruptura estd de acordo com o resultado de
tensdo maxima dos filmes de PEC2% NPQS 1% (Er = 0,5%), pois devido as
fortes interacbes PEC-NPQS, presentes no filme, as moléculas poliméricas estéo
mais emaranhadas, necessitando de mais energia para desemaranhar as cadeias
até a ruptura, o que promove menores valores de elongacdo e maiores de
resisténcia a tracdo. A Tabela 5.8 mostra os valores de propriedades mecanicas
para todas as formulacdes de filmes de pectina 2%. O aumento na porcentagem
de deformacéo sugere que o carvacrol atua como agente plastificante, podendo
alterar a conformacdo das cadeias poliméricas, possibilitando um maior
estiramento das cadeias, fornecendo maior deformacéo aos filmes. Estes dados
sdo corroborados com FABRA et al. (2008), que relataram que o0s Oleos
essenciais podem estar no filme sob a forma de goticulas, a temperatura
ambiente e podendo ser deformado, e portanto deixando os filmes mais
extensiveis. Desta forma, o carvacrol na concentracdo de 10% (m/m) pode ter
atuado como plastificante, diminuindo a resisténcia a tracdo do filme
PEC2% NPQS 1%. BOTRE et al. (2010) descreveram que adicdo de Oleo
essencial de orégano em filmes a base de resina celulésica obtiveram valores de

deformacéao no ponto de ruptura maiores que os filmes sem 6leo essencial.
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O valor do médulo elastico (Modulo de Young) mede a rigidez dos
materiais. As composic¢des dos filmes diferiram entre si (p > 0,05) em relacéo ao
valor do moddulo de elasticidade, tendo os filmes com adicdo de carvacrol
apresentados valores maiores quando comparados com os filmes de
PEC2%_ NPQS 1,5% e PEC2%_ NPQS 2%. Dessa forma, um valor de médulo
de elasticidade baixo caracteriza um filme de menor rigidez.

DU et al. (2009a) estudaram filmes comestiveis a base de puré de
maca e pectina com adicdo de pimenta da Jamaica, 6leos essenciais de canela e
cravo e observaram que a incorporacdo de OE diminuiu significativamente (p >
0,05) a resisténcia a tracdo e modulo elastico dos filmes.

Otoni et al. (2017) correlacionou as resisténcias a tracdo de filmes
comestiveis baseados em frutas e vegetais com plasticos utilizados em
embalagens de alimentos. Os valores para os filmes comestiveis variam de 0,03
a 30 MPa. Ja os plasticos ficaram em uma faixa ampla, podendo variar de 4 Mpa
(PCL) até os mais resistentes como poli (tereftalato de etileno) (PET, 157 a 177
MPa). De acordo com estes dados os filmes de pectina produzidos por casting
continuo e batelada neste trabalho podem ser comparados com os polimeros
sintéticos, como o Poliestireno (31 a 49 MPa), Polietileno (17 MPa) e
Polipropileno (30 MPa).
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TABELA 5-8: Valores médios e desvio padrdo da tensdo maxima, modulo
elastico e elongacdo na ruptura dos filmes de PEC 2% e dos nanocompadsitos

com ou sem carvacrol.

Tensdo Méaxima (MPa) Elongacdo na Ruptura Modulo Eléstico
(%) (MPa)
Sem CRV Com CRV Sem CRV | ComCRV | Sem CRV Com CRV

Pectina 2% | 25,0 +8,0° 0,7+0,3 124,4 + 54°¢
PEC2% NP | 483+4,1" | 384+16°® | 05+0,2°" [ 1,4+0,28° 132,9 + 91,7+3,8°

QS 1% 10,04
PEC2% NP | 29,9 +4,6*" | 26,5+2,3*"" | 13+0,2*" 1,1+ 92,2+ 75" | 1242 +7,7°°

QS 1,5% 0,120A

PEC2% NP | 233+2,0°" | 241+20* | 1,4+0,1*" |1,6+0,28" | 78,0+ 20,0*" | 122,1+7,2"°

QS 2%

%P¢ Numa mesma coluna com valores diferentes (p > 0,05) sdo seguidos por
letras diferentes.
AB Numa mesma linha com valores diferentes (p > 0,05) sdo seguidos por letras

diferentes.

A Tabela 5-9 apresenta os valores médios de propriedades
mecéanicas para os filmes de pectina 5% produzidos por casting continuo e
casting batelada. De acordo com os resultados, ndo houve diferencas estatistica
(p < 0,05) entre ambos os métodos testados neste trabalho. Com a adicdo de
nanoestruturas a matriz polimérica de pectina, houve aumento significativo em
ambos os métodos. O incremento na tensdo maxima pode ser atribuido as fortes
interacOes de ligacdo de hidrogénio entre 0s grupos amino da quitosana e 0S

grupos carboxilicos da pectina, como foi discutido acima. Ao comparar 0S
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filmes com concentracdes diferentes de PEC (2 e 5 %), ha diferenca estatistica
para a formulacdo PEC2% NPQS 2% e PEC5%_ NPQS 2%. Esta distin¢do foi

conferida as NPQS ndo estarem bem distribuidas na matriz.

TABELA 5-9: Valores médios e desvio padrdo da tensdo maxima, modulo
elastico e elongagdo na ruptura dos filmes de PEC 5% e PEC5%_ NPQS 2%

preparados por casting continuo e batelada.

Filme Tensdo Maxima Elongacdo na Madulo Elastico
(MPa) Ruptura (%) (GPa)

PEC 5% Batelada 30,6 +0,6° 1,7+0,1% 9,0+0,4%
PEC 5% casting 34,6 + 3,4° 2,2+0,4% 8,5+0,9°
continuo
PEC 5% Batelada 30,6 +0,6° 1,7+0,1% 9,0+0,4%

PEC5% NPQS2% 495+95" 1,3+0,2° 8,5+0,1°

Batelada

PEC 5% casting 34,6 + 3,4° 2,2+0,4° 8,5+0,9°
continuo

PEC5% _NPQS2% 51,0 + 3,0° 1,2+0,2° 7,9+04°

casting continuo

P Numa mesma coluna com valores diferentes (p > 0,05) sdo seguidos por letras

diferentes.

5.2.5 — Analises Térmicas

Esta andlise é considera muito importante, pois é possivel observar
a variacdo da massa de um polimero em fungéo do tempo ou temperatura, assim
podemos avaliar a faixa de temperatura de estabilidade térmica dos mesmos em

relacdo a sua composicdo quimica, a temperatura em que comecam a Se
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decompor e o acompanhamento de reacGes como oxidacdo, combustdo e
desidratacdo (CANEVAROLO, 2004).

5.25.1 —Termogravimetria

Primeiramente analisou-se 0s compostos separadamente da matriz
de pectina para descobrir quaisquer influéncias nas temperaturas de degradacéo
do produto final. Na Figura 5.7 (curvas termogravimétricas das NPQS) foram
apresentado as TD das NPQS e quitosana pura. A curva termogravimetrica do
carvacrol esta representada na Figura 5.22, e os filmes de pectina 2% puros e 0s

nanocompositos estdo representados na Figura 5.23.
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FIGURA 5.21: Curva termogravimetrica do carvacrol.

O carvacrol teve perda de massa entre a temperatura onset

correspondente a 126 °C e T offset referente a 163 °C. A taxa maxima de perda
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de massa foi observada em 157 °C (Figura 5.22). KREPKER et al. (2017)
observaram as interaces do carvacrol em alimentos para minimizar as
alteracdes organolépticas e obtiveram a perda de massa do carvacrol na faixa
entre 100 e 140 °C para T onset e o valor de 160 °C para T offset, que
corroboram com os resultados encontrados neste trabalho.

Para os filmes de pectina pura e 0s nanocomp0sitos com e sem
carvacrol, observaram-se dois estagios de perda de massa. A pectina tem sua
degradacdo térmica comecando em 222,6 °C. Esta degradacdo acontece até a
temperatura de 260 °C com taxa maxima de perda de massa em 235 °C
(FIGURA 5.23). Todas as curvas termogravimeétricas possuem dois estagios de
degradacdo definidos, o primeiro ocorre entre 220 e 250 °C e 0 segundo entre
410 e 490 °C.

100 4 Pectina 2%
< ] \*\ —— PEC2%_ NPQS1%
< 5 —— PEC2%_NPQS2%
© | —— PEC2%_NPQS1,5%
2 50 —— PEC2%_NPQS2%_CRV
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(] ) 0 0
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©
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1 1 ' 1 ' 1 1 1 1
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O
e
o )
= \
)
O - _
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FIGURA 5.22: Curvas termogravimetricas dos filmes de pectina 2%,
PEC2% NPQS e PEC2% NPQS_CRV.



78

Na Figura 5.23 podemos identificar um primeiro evento térmico
que ocorre até 100 °C referente a perda de massa de até 12%, que foi
relacionado a evaporacdo da agua residual do processo. Os filmes de pectina
possuem moléculas de agua de hidratacdo, que estdo alocadas entre a matriz
polimérica do polissacarideo, estas sdo liberadas com o aquecimento,
diminuindo assim, a massa inicial do filme. A estabilidade térmica dos materiais
analisados foi mantida até temperaturas superiores a 200 °C. Segundo
MARTELLI et al. (2013), & dois estagios de degradacdo da pectina, que estéo
relacionados ao processo de degradacao do polissacarideo, o primeiro estagio de
degradacdo aproximadamente em 230 °C é referente a pirolise dos sacarideos,
amidos e proteinas presentes na molécula de pectina, que sdo termicamente
degradados na atmosfera oxidativa, ja 0 segundo estagio de degradacdo ocorre
em aproximadamente 467 °C relativo a carbonizagdo da amostra produzindo
CO; e H,0. Pode-se observar (Tabela 5.10) que a relacdo NPQS e carvacrol/
PEC teve pouca influéncia sobre os valores de T onset dos filmes. Abaixo a

Tabela 5.10 com as temperaturas de degradacao.
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TABELA 5-10: Valores das temperaturas de degradacdo (TD) dos filmes de

pectina 2% e dos hanocompositos com e sem carvacrol.

Temperatura de Degradacao (°C)

Filmes TD1 TD 2
Pectina 2% 235 468
PEC2%_NPQS 1% 237 467
PEC2%_NPQS 1,5% 235 470
PEC2%_NPQS 2% 236 470
PEC2% NPQS 1% CRV 235 470
PEC2%_ NPQS1,5% CRV 235 474
PEC2%_NPQS 2%_CRV 234 476

Como mostrado na Tabela 5-10 ndo houve diferenca da primeira
TD com adicdo das NPQS e carvacrol, o que pode ser explicado devido a néo
interacdo dos compostos adicionados com a pectina. Na segunda TD houve um
aumento de 468 °C da pectina pura para 476 °C dos nanocompositos PEC
2% NPQS 2% CRV, o que indica que pode existir uma ligacdo de hidrogénio
entre a quitosana e a pectina reduzindo a decomposi¢éo térmica em comparacao
com os filmes apenas com pectina. BIGUCCI et al. (2008) atribui este
incremento ha formacdo de ligacGes i0nicas entre quitosana e pectina e pode
estar correlacionada com a perda de organizacdo quando os filmes sdo expostos

a degradacdo térmica.

5.2.5.2 — Calorimetria Exploratoria Diferencial
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As analises de DSC foram feitas com a finalidade de tentar
investigar a Tg dos componentes puros e também possiveis interacdes entre a
matriz, NPQS e carvacrol. As curvas obtidas para os filmes de pectina 2%,
PEC2% NPQS e PEC2% NPQS_CRYV estdo mostradas nas Figuras 5.24 e 25.

A pectina em pé apresentou um evento endotérmico que ocorreu em
uma temperatura maxima de aproximadamente 121 °C, caracterizada pela perda
de massa da amostra, pelo processo de evaporacdo das moléculas de agua
presentes na pectina, devido ao seu carater hidrofilico. A estrutura quimica da

pectina apresenta grupos polares, com capacidade de absorver grande
quantidade de agua (Figura 2.2).

Fluxo de Calor (mW)

ENDO.

1l Pectina pd|
-8 I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
-100 -50 0 50 100 150 200

Temperatura (°C)

FIGURA 5.23: Curva de calorimetria exploratéria diferencial da pectina.



81

A Figura 5.25 apresenta as curvas de DSC dos filmes de pectina
2%, PEC2%_ NPQS e PEC2%_ NPQS_CRV. A curva da pectina apresenta uma
faixa de temperatura do pico endotérmico (TPE) a 111 °C e 135 °C (Tabela
5.11), que estdo relacionados com a evaporagdo de dgua associada aos grupos
hidrofilicos do polimero (FORD, 1999), seguido por um fenémeno exotérmico
em torno de 240 °C, relacionado a decomposicdo das cadeias poliméricas
(SARMENTO et al., 2006).
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FIGURA 5.24: Curva de calorimetria exploratéria diferencial dos filmes de
pectina 2%, PEC_NPQS e PEC_NPQS CRV.

Uma transicédo vitrea (Tg) foi observada para todas as formulagdes
dos filmes de pectina 2% em uma faixa de temperatura de - 50 a - 30 °C, que
estd de acordo com MARTELLI et al. (2013). A Figura 5.26 apresenta uma
aproximacao da imagem 5.25 para o filme de pectina 2%.
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FIGURA 25.6: Regido aproximada de - 50 a - 40 °C do filme pectina 2%.

Ao comparar as Figuras 5.24 e 5.25 observa-se que o pico de
absorcdo de calor dos filmes de pectina foi menor do que a pectina em po. As
temperaturas dos picos endotérmicos (TPE) reduziram quando os filmes de
pectina 2% foram produzidos, contudo, aumentaram com a adi¢cdo de NPQS. O
aumento da TPE e no calor absorvido nos nanocompoésitos PEC_NPQS e
PEC_NPQS_CRV pode ser atribuido as fortes interacdes entre a PEC e as
NPQS (EL-HEFIAN et al., 2010), necessitando de mais calor para liberar as
moléculas de a&gua alocadas na matriz polimérica, o que resultou em uma
melhora nas propriedades térmicas com adicdo de NPQS, como discutido no
item 5.3.5.1. Esta observacdo € baseada no aumento da area do pico de
evaporacdo com a adicdo de NPQS. NEUFELD e BIANCO-PELED (2017)
relataram uma faixa endotérmica da pectina entre 130 °C a 160 °C e
relacionaram com a perda de &gua associada com os grupos hidrofilicos do
polimero. De acordo com RAMPINO et al. (2016) apds o evento endotérmico de

desidratacdo dos filmes de pectina e NPQS ocorre um evento exotérmico a partir
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de 240 °C sugerindo uma estabilizacdo térmica devido a interacdo de quitosana
com pectina e ndo apenas com o TPP.

Os filmes que obtiveram carvacrol em sua formulacdo deslocaram
0s picos endotérmicos devido a ebulicdo do carvacrol estar proxima a 150 °C.
As transicbes de primeira ordem apresentam variacdo de entalpia, como
mostrado na Tabela 5.11, os filmes nanocompdsitos PEC2%_ NPQS 2% (385,2
J/ig) e PEC2% NPQS 1,5% CRV (389,0 J/g) apresentaram maior teor de
umidade que os demais, sendo atribuido ao maior carater hidrofilico destes

materiais.

TABELA 5-11: Valores das temperaturas do pico endotérmico (TPE) e da

variacdo de entalpia (AH) da pectina e filmes de pectina 2%.

Filme TPE (°C) AH (J/g)
Pectina p6 159,2 91,0
Pectina 2% 130 74,5

PEC2%_NPQS 1135 353,0
1%
PEC2% NPQS 121,1 279,1

1,5%

PEC2%_NPQS 1115 385,2
2%
PEC2%_NPQS 126,3 267,0
1% CRV
PEC2%_ NPQS 122,5 389,0
1,5%_ CRV
PEC2% NPQS 135,4 281,6

2% CRV
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5.2.6 - Analise de halo de inibicdo para determinacdo da atividade

antimicrobiana

As amostras de filmes de pectina 2% foram colocadas no agar
inoculado com 100 pL de suspensdo de bactérias que foram espalhadas
uniformemente. Devido a hidrofilicidade dos filmes, estes incharam em contato
total com o &gar inoculado, ocorrendo assim um aumento do diametro inicial. Os
filmes foram testados contra microorganismos gram positivos e negativos para
determinar a atividade antimicrobiana. Os filmes de PEC serviram como
controle e os nanocompdsitos PEC2%_ NPQS e PEC2% NPQS_CRV, foram

analisados para determinar potenciais efeitos antimicrobianos dos filmes.

FIGURA 5.27: Apresentam os filmes de PEC 2% NPQS 1,5%. Em a) com

CRV e b) sem CRYV para as bacteérias E. coli e S. aureus.

O ensaio avaliado pelo método disco de difusdo ndo mostraram
nenhum efeito antimicrobiano para os patdgenos S. aureus e E. coli testados.

Ao analisar a atividade antimicrobiana da quitosana em filmes de
pectina, esta ndo inibiu o crescimento dos patdgenos (Figura 5.26 b), o que pode

ser devido aos grupos NH;" da quitosana estarem interagindo com os fons
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carboxilatos (COQ") da pectina. Em varios estudos encontrados na literatura a
quitosana demonstrou atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
(DEVLIEGHERE et al., 2004; OUATTARA et al., 2000). Testes feitos para
encontrar a CIM mostrou que apenas a fracdo protonada da quitosana é capaz de
atuar como bactericida (FERNANDEZ-SAIZ et al., 2009), pois as moléculas da
quitosana estdo carregadas positivamente podendo interagir com as membranas
carregadas negativamente das bactérias, resultando assim na ruptura das
membranas e a morte celular. MARTELLI et al. (2013) relataram que a
incorporacdo de NPQS com 0,2% (m/m) em filmes de pectina com polpa de
banana ndo causou inibicdo do crescimento bacteriano quando comparado ao
filme controle. GOY et al. (2009) afirmaram que deve ser eficaz o contato fisico
entre as bactérias e as cadeias da quitosana para estabelecer uma interacdo
ibnica entre as espécies, efetuando assim a atividade antimicrobiana.

Segundo ZIVANOVIC et al. (2005), uma das possiveis explicacdes
para estes resultados pode ser atribuida a alta concentracéo do inoculo 10° UFC
por placa de Petri, 0 que pode exceder a atividade de inibi¢do tanto da quitosana
quanto do carvacrol. A adicdo de carvacrol nos filmes pectina também ndo
formou halo de inibicdo, enquanto que o carvacrol puro mostrou atividade
antimicrobiana. O possivel motivo para a ndo atividade do carvacrol
incorporado nos filmes PEC_NPQS, pode ser devido a perda parcial de

compostos de alta volatilidade durante a preparacéo do filme.



86

6 - CONCLUSOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se
concluir que as NPQS preparadas na proporcgédo de 2: 1 (QS:TPP), obtidas pelo
método de gelatinizacdo ionotrépica, resultaram em formulacdes de
nanoparticulas satisfatorias com uma média de didmetro de 106 nm. As
suspensOes coloidais obtidas apresentaram uma boa estabilidade conforme
demonstra os dados de potencial Zeta que foram superiores a + 30 mV. Segundo
os resultados estatisticos sobre a dispersdo das nanoparticulas, foi capaz de
apresentar reprodutibilidade entre as sinteses para posterior aplicacdo em
nanocompositos. A carga resultante do sistema formado por quitosana e pectina,
onde ocorre a maxima formacdo do complexo do polieletrélito foi em pH
proximo de 4,0. O potencial Zeta para a solucédo de pectina e NPQS apresentou
valor de - 21 mV, resultando em um sistema com excesso de cargas negativas
proveniente da quantidade de pectina ndo associada com as NPQS, devido a
maior quantidade de pectina na solucdo filmogénica.

As formulacbes de filmes PEC2%_ NPQS 1% produzidos por
casting batelada obtiveram propriedades mecanicas satisfatorias (48 MPa) sendo
superiores aos filmes apenas com o polissacarideo, comportando-se como agente
de reforco para os filmes. As imagens de fratura criogénica obtidas por
MEV/FEG indicaram uma boa interacdo entre a matriz e as nanoparticulas de
quitosana.

Todas as formulacdes de filmes apresentaram carateristicas visuais
satisfatorias para aplicacdo como embalagens, homogéneas, continua e
manuseavel. A adicdo tanto de nanoparticulas de quitosana quanto o carvacrol,
ndo apresentaram mudancas nas caracteristicas visuais.

A propriedade de barreira manteve-se inalterada com a adicdo de

NPQS e carvacrol podendo haver competicdo entre ambos os efeitos de reforco
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produzidos pelas NPQS e do plastificante carvacrol. A presenca de NPQS e
carvacrol apresentaram efeitos positivos sobre as caracteristicas térmicas dos
filmes, aumentando a estabilidade térmica dos nanocompositos. Na segunda TD
houve um aumento de 468 °C do filme de pectina puro para 476 °C dos
nanocompositos PEC2% NPQS2% CRV, o que indica que pode existir uma
interacdo de hidrogénio entre a quitosana e a pectina reduzindo a decomposicéao
térmica em comparacdo com os filmes apenas com pectina.

Para produzir filmes com capacidade inibitoria € necessario fazer
mais estudos para aperfeicoar a concentragdo de agentes antimicrobianos
adicionados na matriz polimérica para assim obter materiais com atividade
antimicrobiana apropriada e desempenho fisico-mecanico desejado.

Os métodos de obtencdo de filmes, casting continuo e descontinuo,
obtiveram resultados similares para os filmes de pectina 5%. Os filmes de
pectina 2% foram escolhidos neste trabalho para os testes posteriores devido a
melhor facilidade de remocéo de bolhas presentes na solucdo de pectina. Estes
filmes possuiram propriedades satisfatorias em comparacdo com os filmes de

pectina 5%.
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