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RESUMO

MOTTA, JOYCE FAGUNDES GOMES. Desenvolvimento de filmes ativos antimicrobianos
a base de amidos néo i0nico, catidnico e anidnicos incorporados com o surfactante
cationico LAE (N%-lauril-l-arginina etil éster monoclorohidrato). 2020. 81p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2020.

As embalagens ativas podem contribuir positivamente com o meio-ambiente podendo ser
produzidas a partir de fontes renovaveis, e oferecer aos consumidores alimentos seguros,
qguando ativadas pela incorporacdo na matriz polimérica de agentes antimicrobianos. Dentre
estas embalagens, os filmes podem ter por base amidos, os quais ainda podem ser modificados
e consequentemente obter filmes com caracteristicas diferentes e dentre o0s agentes
antimicrobianos considerados GRAS pela FDA e que podem ser usados em alimentos e
consequentemente incorporados aos filmes, tem-se o surfactante cationico LAE (N*-lauril-I-
arginina etil éster monoclorohidrato), o qual apresenta um amplo espectro de acdo. Este trabalho
teve como objetivo, primeiramente, estudar as propriedades de amidos nativo (AN), catiénico
(AC) e anionicos (AAhc e AAs) em relagdo ao teor de amilose, umidade, morfologia dos
granulos, propriedades de pasta e estrutura quimica (FT-IR) e posteriormente desenvolver
filmes a base destes amidos incorporados com LAE. Os filmes foram produzidos pelo método
casting e caracterizados em relagcdo a espessura, teor de solubilidade e inchamento, taxa de
permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), propriedades mecénicas e antimicrobianas, estrutura
quimica (FT-IR), superficie (MEV) e propriedades Opticas (L*a*b* e opacidade). Apesar dos
amidos estudados terem sido obtidos de diferentes fontes botanicas e terem sido modificados,
eles ndo apresentaram diferenca em relacdo a estrutura quimica e teor de umidade (p>0,05).
Contudo, foram observadas diferencas em relacéo ao teor de amilose, morfologia dos granulos
e propriedades de pasta que podem estar associadas ndo somente a fonte botanica, mas também
aos processos de modificacdo que os amidos foram submetidos. Em se tratando dos filmes
formados, o FT-IR ndo detectou diferencas entre as estruturas quimicas dos filmes com e sem
LAE. O MEV detectou a presenca de algumas particulas que podem ser sujidades ou
“fantasmas” e aumento de irregularidades com a presenca do LAE de acordo com a metodologia
usada. Foi observado também que os filmes apresentaram caracteristicas distintas e a adicao do
LAE foi responsavel por promover na maioria dos filmes aumento de espessura e em todos 0s
filmes aumento de flexibilidade e diminuicéo da rigidez. Além disso, o LAE promoveu aumento
significativo no teor de inchamento do filme AAhc e no teor de solubilidade dos filmes AAhc
e AC. O filme a base de AAs é altamente sollvel tanto com quanto sem a insercdo do
surfactante, o qual também foi responsavel por aumentar a TPVA de todos os filmes, exceto
deste AAs. Quanto a coloragdo, os filmes apresentaram aspecto claro e pouco opaco e 0 LAE
foi responsavel por diminuir (p<0,05) a claridade e aumentar a opacidade dos filmes a base de
AN e AC. Por fim, o LAE tornou as embalagens ativas, inibindo o desenvolvimento da bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus (mais sensivel), gram-negativa Escherichia coli e do
fungo Penicillium sp. Desse modo, estes filmes tém potencial para serem usados pela industria
de embalagens alimenticias e como os 4 amidos geraram filmes com caracteristicas diferentes,
a aplicacdo destas embalagens pode ser destinada a diversos produtos alimenticios, além disso,
a incorporacéo do LAE, tende a prolongar a validade dos produtos acondicionados.

Palavras-chave: Meio-ambiente, alimentos seguros, embalagens ativas, amidos modificados.



ABSTRACT

MOTTA, JOYCE FAGUNDES GOMES. Development of active antimicrobial films based
on nonionic, cationic and anionic starches incorporated with the cationic surfactant LAE
(Ne—lauryl-l-arginine ethyl ester monohydrochloride). 2020. 81p. Dissertation (Master in
Science and Food Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropérica, RJ, 2020.

Active packaging can contribute positively to the environment, being able to be produced from
renewable sources, and offering consumers safe food, when activated by the incorporation of
antimicrobial agents in the polymer matrix. Among these package, the films can be based on
starches, which can still be modified and consequently obtain films with different
characteristics and among the antimicrobial agents considered GRAS by the FDA and which
can be used in food and consequently incorporated into the films, there is the cationic surfactant
LAE (N*lauroyl-L-arginine ethyl ester monohydrochloride, which presents a wide spectrum
of performance. The aim of this study was, firstly, to study the properties of native (NS),
cationic (CS) and anionic starches (AShc and ASs) about amylose and moisture content, granule
morphology, paste properties and chemical structure (FT-IR) and later to produce films based
on these starches incorporated with LAE. The films were produced by the casting method and
characterized with thickness, solubility and swelling content, water vapor transmission rate
(WVTR), mechanical and antimicrobial properties, chemical structure (FT-IR), surface (SEM)
and optical properties (L*a*b* and opacity). Although the starches studied were obtained from
different botanical sources and were modified, they did not show a difference in chemical
structure and moisture content (p>0,05). However, differences were observed regarding the
amylose content, granule morphology, and paste properties that may be associated not only
with the botanical source, but also with the modification processes that the starches underwent.
Regarding the formed films, the FT-IR did not detect differences between the chemical
structures of films with and without LAE. The SEM detected the presence of some points that
may be dirt or “ghosts” and an increase in irregularities with the presence of LAE according to
the methodology used. It was also observed that the films had different characteristics and the
addition of LAE was responsible for promoting in most films an increase in thickness and in all
films an increase in flexibility and a decrease in stiffness. In addition, LAE significantly
increased the swelling content of AShc film and the solubility content of AShc and CS films.
The ASs — based film is highly soluble both with and without the insertion of the surfactant,
which was also responsible for increasing the WVTR of all films, except for these ASs. As for
the color, the films presented a clear aspect and few opaque and the LAE was responsible for
decreasing (p<0.05) the clarity and increasing the opacity of the films based on NS and CS.
Finally, LAE made the packaging active, inhibiting the development of the gram-positive
bacteria Staphylococcus aureus (more sensitive), gram-negative Escherichia coli and the
fungus Penicillium sp. Thus, these films have the potential to be used by the food packaging
industry and since the four starches generated films with different characteristics, the
application of these packages can be used for various food products. Also, the incorporation of
LAE tends to prolong the validity of the packaged products.

Keywords: Environment, safe foods, active packaging, modified starches.
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1 INTRODUCAO

Desde a invencdo do plastico sintético, em 1907, o mesmo tem se tornado onipresente
no nosso cotidiano, devido ao seu baixo custo, durabilidade e leveza, entretanto, seu longo
periodo de degradacédo na natureza e a escassa politica de reciclagem tendem a associar seu uso
com a geracdo de graves impactos negativos no meio-ambiente (SHARMA; GHOSHAL,
2018). Para reduzir este problema causado pelos materiais ndo-biodegradaveis, pesquisas tém
sido feitas em torno de polimeros biodegradaveis.

A exemplo de polimero natural e biodegradavel tem-se o amido, o qual € considerado
um dos biopolimeros - substancias compostas por macromoléculas naturais que podem incluir:
proteinas, acidos nucleicos ou polissacarideos (VERT et al., 2012) - mais promissores para
formagéo de embalagens. Sdo amplamente encontrados na natureza como carboidratos de
reserva vegetal presentes em cereais e tubérculos de diversas fontes. Apresentam como
caracteristica serem comestiveis, ndo poluentes e ndo toxicos, sendo compativeis com outros
biopolimeros e atuando como uma base para formar filmes (MLALILA et al., 2018). Por
consequéncia, os filmes que tém por base estes polimeros possuem caracteristicas de serem de
baixo custo, biodegradaveis, claros, insipidos, inodoros e hidrofilicos (BERSANETI et al.,
2019). Contudo, podem apresentar certas limitacbes em relacéo as propriedades mecanicas e de
barreira a umidade (ZHANG et al., 2013; GE et al., 2017).

Dessa forma, os amidos podem ser modificados e suas caracteristicas aprimoradas com
o intuito de melhorar tanto as propriedades mecanicas quanto as de hidrofilicidade dos materiais
(LA FUENTE et al., 2019).

A indastria de alimentos contribui largamente para o consumo de embalagens,
principalmente as obtidas por fontes ndo renovaveis (OLIVEIRA; MELO, 2018). Assim, tanto
os amidos nativos e modificados podem ser utilizados pela mesma. Além disso, estes amidos
podem servir de base para as embalagens ativas, que sdo aquelas que interagem com 0s
alimentos, e ttm como foco a incorporagéo de aditivos visando prolongar a validade comercial,
bem como, melhorar a qualidade e seguranca dos alimentos (AHVENAINEN, 2003,
DOBRUCKA; PRZEKOP, 2019).

Os filmes antimicrobianos sdo considerados um dos mais importantes sistemas de
embalagens ativas. Dentre um dos seus mecanismos de acdo, pode ser citado a migracdo que
consiste em incorporar o agente antimicrobiano a matriz polimérica e libera-lo gradativamente
a superficie dos alimentos, inibindo o desenvolvimento de microrganismos e por ora,
contribuindo para diminuicdo das contaminacgdes microbioldgicas e consequentemente reducéo
dos desperdicios dos alimentos, causados por microrganismos deteriorantes e até mesmo das
doencas transmitidas por alimentos (DTA) causadas por microrganismos patogénicos (HAN,
2005; SOFI et al., 2018).

O N¢lauril-l-arginina etil éster monoclorohidrato (LAE) € um promissor agente
antimicrobiano que pode ser usado tanto diretamente na formulagdo de diversos sistemas
alimentares, quanto no momento em que é utilizado como componente para formulacdo de
embalagens ativas. Este € um surfactante cationico, visto como um novo e um dos mais potentes
agentes antimicrobianos existentes no mercado, usado com o propdsito de conservante
alimentar (MURIEL-GALET et al., 2016; MORENO et al., 2017).

Embora o LAE tenha sido estudado em diversas matrizes alimentares (AL-NEMR et al.,
2016; NUBLING et al., 2017; KOZAK et al., 2018) e em filmes antimicrobianos (KASHIRI et
al., 2016; APICELLA et al., 2018), seu efeito ainda nao foi observado quando incorporado a
filmes a base de amidos modificados, bem como, comparados a filmes a base de amido nativo.

Visto isso, este trabalho prop6s desenvolver filmes a base de amidos néo idnico (ndo
modificado), catiénico e aniénicos incorporados com o LAE. Além do mais, os amidos foram
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estudados em relagdo ao teor de amilose, amilopectina e umidade, & morfologia dos granulos,
propriedades de pasta (RVA) e estrutura quimica (FT-IR). Ja os filmes foram investigados
quanto a espessura, teor de solubilidade e inchamento, taxa de permeabilidade ao vapor d’agua
(TPVA), propriedades mecanicas e antimicrobianas, estrutura quimica (FT-IR), superficie
(MEV) e coloragédo (L*a*b* e opacidade).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polimeros

Os polimeros podem ser definidos como macromoléculas (moléculas de alta massa
molar) obtidas por moléculas simples e ligadas por ligacdo covalente. Sua estrutura tem como
caracteristica a repeticdo de pequenas unidades conhecidas por meros. Dessa forma, uma cadeia
polimérica é uma macromolécula, formada por meros e unidas por ligacdes primarias fortes,
chamadas de intramoleculares. As forcas intramoleculares referem-se as ligac6es dentro de uma
mesma molécula, geralmente sendo do tipo covalente. J& as forgas intermoleculares, dizem
respeito as forcas secundarias fracas responsaveis por atrair as diversas cadeias poliméricas ou
partes de uma mesma cadeia (CANEVAROLO JR, 2002).

As cadeias poliméricas podem ser classificadas quanto a sua estrutura em lineares,
ramificadas e reticuladas de acordo com Odian (2004) e podem ser observadas na Figura 1:
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Figura 1. Estrutura das cadeias poliméricas
Fonte: (Adaptada de ODIAN, 2004)

As cadeias lineares referem-se aquelas cadeias formadas através de ligacGes dos meros
em uma extensdo continua. Quando ha o surgimento de prolongamentos longos e curtos da
cadeia principal, as cadeias sdo conhecidas como ramificadas e na presenca de segmentos, que
unem duas cadeias principais, dando origem a uma rede ou um reticulo, o polimero é
classificado como reticulado (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

Esta classificacdo é importante para entender diferentes propriedades dos polimeros. Os
ramos laterais, por exemplo, podem atuar como plastificantes e consequentemente modificar as
propriedades mecanicas dos polimeros e, além disso, as ligacdes cruzadas entre as moléculas
restringem a mobilidade molecular das estruturas dos polimeros, elevando a resisténcia
mecanica e fazendo com que o polimero se torne insolavel e infusivel (MANO; MENDES,
1999).

Além disso, as cadeias poliméricas podem estar organizadas de diversos modos no
estado sélido (Figura 2). Caso a cadeia esteja desorganizada, o polimero é amorfo e totalmente
organizada, o polimero é cristalino. Na pratica, um polimero completamente cristalino néo é
observado, no entanto, pode ser que as cadeias poliméricas estejam divididas tanto em regides
amorfas, quanto cristalinas, o que faz com que o polimero seja semicristalino. Esta relacéo é
demonstrada em graus de cristalinidade (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).
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Figura 2. Estado de organizacdo das cadeias poliméricas.
Fonte: DOCSITY, 2013.

Os polimeros podem ser divididos em fibras, elastbmeros termoplasticos e termofixos.
Os plésticos sdo compostos de polimeros e algumas vezes aditivos a fim de Ihe conceder
propriedades de processamento e aplicacdo. Estes materiais ainda podem ser classificados em
termoplasticos — sdo moldados diversas vezes através da pressdo e/ou temperatura ou
termofixos — aqueles os quais sdo sujeitos a um processo de cura, assumindo uma forma
definitiva, ndo podendo ser moldados novamente através da pressao e/ou temperatura (ODIAN,
2004; PAOLL, 2009).

Os plésticos podem ter como base polimeros sintéticos ndo biodegradaveis, oriundos do
petréleo e os naturais biodegradaveis, obtidos da natureza. No entanto, a atual conjuntura
mundial tem se preocupado muito com 0s impactos negativos causados pelos materiais
sintéticos ndo biodegradaveis no planeta. De acordo com Rodrigues et al. (2019), a producéo
acelerada dos plasticos atrelada a niveis baixos de reciclagem e reutilizacdo, além de escassas
politicas publicas sustentaveis de assisténcia a economia circular dos plasticos aumentam a
geracdo de residuos plasticos no meio-ambiente. Ainda segundo Rodrigues et al. (2019), o
aumento de residuos plasticos causa mudanca no ecossistema, resultando em graves
consequéncias bioquimicas e abioticas para diversas espécies.

Seguindo essa tendéncia dos problemas causados na natureza pelos polimeros de origem
ndo renovavel, outra adversidade a ser imposta futuramente pelos mesmos € o possivel
esgotamento das matérias-primas fosseis e 0 aumento descontinuo do pre¢o do petrdleo e gas.
Estes fatores em conjunto fazem com que se busque alternativas para a utilizagdo de polimeros
naturais. Os polimeros naturais os quais podem ser eventualmente utilizados sdo: proteinas
(colageno, gelatina, zeina...), polissacarideos (amido, celulose, alginato, quitosana, pectina...),
terpenos (borracha natural) e apesar de ndo ser polimeros, os lipideos podem formar embalagens
plasticas (SOARES et al., 2018).

A industria de embalagem de alimentos pode ser considerada uma das industrias que
mais geram residuos, uma vez que alguns produtos alimenticios sdo compostos de embalagens
primarias (estdo em contato direto com os produtos), secundarias (estdo em contato com as
primarias), terciarias (estdo em contato com as segundarias)... (LANDIM et al., 2016) e por
isso, atualmente, muitas pesquisas em torno de embalagens alimenticias tém sido realizadas em
torno de bases com polimeros naturais.

Dentre os polimeros naturais que podem ser empregados pela industria de embalagens
de alimentos, o amido tem ganhado notoriedade devido a sua abundancia e disponibilidade,
biodegrabilidade, custo baixo e possibilidade de modificacdo (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010).
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2.1.1 Amidos

O amido é um polissacarideo de origem vegetal e estd presente na forma de granulos
que servem como reserva de energia. E constituido pela amilose, a qual possui estrutura
essencialmente linear e as unidades de D-glicose estdo ligadas por ligacdes glicosidicas a-1,4
e aamilopectina, a qual detém uma estrutura ramificada e as unidades de D-glicose estéo ligadas
por ligacdes glicosidicas a-1,4 e ramificacbes o-1,6 (Figura 3). O amido é de natureza
semicristalina com niveis diversos de cristalinidade. A cristalinidade esta relacionada em maior
parte as macromoléculas de amilopectina, enquanto as regides amorfas estdo associadas em
maior concentracio a amilose (SINGH et al., 2003; ORDONEZ et al., 2005).

CH,OH
O H
OH H )
Crrnnn
H OH

Amilose

Amilopectina

Figura 3. Estrutura da amilose e amilopectina.
Fonte: LAROTONDA, 2002 e USP, 2017.

As ramificacbes agrupadas da amilopectina sdo exibidas na forma de duplas hélices
empacotadas (Figura 4), e este empacotamento € responsavel por formar pequenas lamelas
cristalinas. As camadas mais densas dos granulos de amido que se revezam com camadas menos
densas, contém a maioria das lamelas cristalinas.
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Figura 4. Estrutura do tipo dupla hélice empacotadas da amilopectina
Fonte: Adaptado de Pontes, 2012



Os arranjos radiais ordenados das macromoléculas de amido no granulo sdo mostradas
com a birrefrigéncia dos granulos, podendo ser observadas através de um microscopio de luz
polarizada. Dessa forma s&o vistos cruzes de polarizagdo (cruz branca acima de um fundo
escuro), denominada Cruz de Malta (Figura 5). No centro da cruz é localizado o hilo, onde se
inicia o crescimento do granulo (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Figura 5. Micrografia do amido de batata sob luz polarizada
Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009

Tanto o teor de amilose quanto o de amilopectina variam de acordo com a fonte botéanica
do amido. Geralmente, o amido nativo contém de 15 a 30% de amilose (HOOVER et al., 2010).
Os amidos nativos, aqueles os quais ndo sé@o submetidos a nenhum processo de modificacao
sdo obtidos de diversas fontes tais como milho, batata, trigo e arroz e a composi¢do destes
amidos dependerd de fatores comomaturacgdo, solo, variedade e clima, além dos granulos
apresentarem caracteristicas peculiares em relacdo a tamanho e forma (BERNARDO,;
BERNARDO, 2000).

Os granulos de amido sdo insolUveis em agua fria e se hidratam escassamente na mesma.
Sendo assim, eles ficam dispersos, formando uma solugdo muito pouca viscosa, que pode ser
prontamente misturada e bombeada mesmo que haja concentracGes acima de 35%. Para se obter
uma solugdo viscosa, submete-se 0 amido a um processo conhecido como gelatinizagao
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

A gelatinizacdo do amido é um processo no qual os granulos semicristalinos
desintegram-se e transformam-se em um estado amorfo. Sendo assim, a estrutura de cruz de
malta normalmente observada sob luz polarizada ndo é mais observada, ocorrendo a perda de
cristalinidade dos granulos que causa, portanto, alteragdes irreversiveis em suas propriedades
como inchago, colagem, perda de birrefrigéncia Optica, desenrolamento e dissociacdo das
hélices duplas, aumento da solubilidade. Para que ocorra a gelatinizacdo, o amido necessita ser
aquecido, na presenca de solventes polares exceto alcool. Faz se necessério, além de tudo, agitar
a solucgéo a fim de evitar o acumulo do material no fundo do recipiente (SINGH et al., 2003;
Al; JANE, 2015).

A medida em que se aquece o amido na presenca de excesso de agua (Figura 4), os
granulos incham, lixiviando-se também os compostos soluveis (principalmente a amilose) até
que aconteca ruptura total destes granulos, devido também as forgas de cisalhamento nas quais
a solucdo de amido é submetida (SINGH et al., 2003; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN,
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2010). Este processo resulta em uma goma viscosa, denominada pasta (dependente da
concentracdo do amido), pois possui certa fluidez, entretanto, apds resfriamento, algumas pastas
de amido podem se tornar géis (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; Al; JANE,
2015). A temperatura na qual ocorre o apice da desestruturacdo dos granulos é denominada
temperatura de gelatinizacdo e varia conforme a fonte botanica, bem como a composigdo do
amido (HARI; GARG; GARG, 1989).

No momento o qual o amido é resfriado, logo ap6s o processo de gelatinizacdo (Figura
6), as cadeias de amilose e amilopectina podem aos poucos se reassociar novamente em uma
estrutura ordenada. Este fenémeno é conhecido como retrogradacdo e tem como consequéncia
0 aumento da viscosidade e turbidez de pastas, formacdo de géis, perda de agua (sinerese) e
aumento do grau de cristalinidade devido ao surgimento de polimorfos cristalinos. Além disso,
este processo € considerado ininterrupto, uma vez que as macromoléculas de amilose sdo
recristalizadas rapidamente e em seguida as macromoléculas de amilopectina s&o
recristalizadas lentamente (HOOVER et al., 2010; WANG et al., 2015).

Figura 6. Esquema do processo de gelatinizacdo do amido. (I) — Granulos de amidos em
temperatura ambiente; (I1a) Inicio do processo de gelatinizacdo ocorrendo inchamento dos
granulos em formagéo da pasta (I1b); Ocorréncia do resfriamento levando ao processo de
retrogradacdo havendo formacdo de rede de amilose (I11a) e posteriormente formacdo de

moléculas de amilopectina organizadas ou cristalinas (I11b).
Fonte: (GOESAERT et al., 2005)

Tanto o processo de gelatinizagcdo quanto o processo de retrogradacao sdo importantes
para compreensdo da formacao de filmes a base de amido. O amido € gelatinizado e por isso as
macromoléculas de amilose e amilopectina se dispersam na solugcdo aquosa, contudo, durante
a secagem, as mesmas macromoléculas reorganizam-se por ligagdo de hidrogénio e integram
uma matriz continua dando origem aos filmes. Dessa forma, a cristalinidade dos materiais a
base de amido decorre de elementos como condicdo de secagem e armazenamento (temperatura
e umidade relativa) e também a presenca de plastificantes (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010; JIMENEZ et al., 2012).

Podem ser citados como beneficios dos filmes a base de amido nativo seu baixo custo
de producdo, ser inodoro e incolor, ndo toxico, biocompativel e contribuir positivamente com
0 meio ambiente devido a sua biodegrabilidade (SILVA et al., 2019). Todavia, existem algumas
desvantagens a serem apontadas, como as limitadas propriedades mecanicas e baixas
propriedades de barreiras (LA FUENTE et al., 2019). Posto isto, os amidos podem ser
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modificados e por conseguinte, suas propriedades também podem ser aprimoradas, de modo
que amplie seu alcance de uso (EL HALAL et al., 2017).

2.1.1.1 Amidos modificados

As modificacdes do amido visam potencializar a aplicacdo deste em diversos ramos,
alterando suas propriedades fisico-quimicas ou fisico-mecanicas para atender as necessidades
da industria. Assim, resultam em produtos segmentados de ligac6es glicosidicas (tranformacao
acida de dextrinas), ou formacao de novos grupos funcionais (surgimento de grupo carbonila
durante a oxidagdo), ou substituicdo de grupos hidroxila diponiveis por esterificacdo ou
eterificacdo ou ainda formacdo de pontos de juncdo entre diferentes macromoléculas por
reticulacdo. Atualmente ha 4 métodos para modificar amidos: quimico, fisico, enzimatico e
genético (THARANATHAN, 2005; MASINA et al., 2017).

Para Masina et al. (2017), a modificacdo quimica tem sido mais explorada quando
comparada as outras técnicas em virtude do iminente aumento da aplicabilidade do amido
modificado. Esta técnica introduz um grupo funcional nas cadeias do amido nativo, produzindo
mudancas consideraveis na gelatinizacdo e propriedades de pasta, além da retrogradacdo do
amido. Além disso, esta técnica modifica a estrutura quimica do polimero e consequentemente
altera as interac@es intra e intermoleculares. Normalmente, faz se a modificacdo quimica dos
amidos através de derivatizacdo por acetilacdo, cationizacdo, hidrdlise &cida, oxidacdo e
reticulacdo (ZIA-UD-DIN; XIONG; FEI, 2017).

Na oxidacdo, os anéis de glicose sdo rompidos, gerando grupos carboxilicos (COOH) e
carbonilicos (C=0), em diferentes graus e propor¢des, dependendo do tipo de amido e das
condigdes de reagdes. Sendo assim, o nimero de carboxilas ou carbonilas no amido oxidado
estdo associados ao nivel de oxidacdo, que acontece majoritariamente nos grupos hidroxilas das
posicdes C-2, C-3 e C-6. Varios agentes oxidantes tém sido utilizados no processo tais como
perdxido de hidrogénio, ar, oxigénio, 0zdnio, bromo, acido crémico, permanganato e didxido
de nitrogénio, contudo, a oxidacao por hipoclorito de sédio apresenta maior notoriedade a nivel
industrial (KUAKPETOON; WANG, 2001; LAWAL et al., 2005).

Os amidos oxidados podem ser aniénicos devido a presenca dos grupos carboxilicos.
Isso fica evidente ao submeter os granulos a coloracéo diferencial com azul de metileno a fim
de observar qualitativamente os grupos carboxilas nos amidos oxidados. Os grupos carboxilas
anibnicos, desprotonados, interagem melhor com azul de metileno do que com os amidos
protonados, além disso os amidos nativos quando submetidos a mesma analise apresentam uma
coloracdo azul mais clara e menos intensa que os amidos oxidados (grupos carboxilas
protonados ou ndo) (SILVA et al., 2008). Outra comparacao que fica clara entre 0 amido nativo
e oxidado, € que este Gltimo exibe uma tendéncia a menor viscosidade e massa molar, assim
como melhor estabilidade e facilidade para formagéo de filmes (CHEN et al., 2015).

A aplicacdo dos amidos oxidados abrange a industria de papel, ja que sdo agentes de
colagem, melhorando as propriedades mecénicas e formadoras de filmes de papel, papeldo e
téxteis; industria alimenticia na elaboracdo de pudins, pudins de creme, chantilly e alimentos
congelados, além de poderem atuar como emulsificantes e substiuintes da goma arébica
(VANIER et al., 2017). Além de tudo, sdo relatados estudos com filmes a base destes amidos
para fabricacdo de embalagens de alimentos (EL HALAL et al., 2015; BIDUSKI et al., 2017,
FONSECA et al., 2018; OLUWASINA et al., 2019).

Outro método quimico de modificacdo do amido € a cationizacdo. Os amidos catiénicos
sdo fabricados a partir da reacdo dos amidos com reagentes contendo amino, imino, amonio,
sulfonio ou grupos fosfonio. As hidroxilas livres dos amidos nativos serdo substituidas por
grupos catidnicos utilizando-se mondmeros como o 2,3- cloreto epoxipropiltrimetilaménio
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(ETA) ou cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropiltrimetil amoénio (CTA) através de um procedimento
seco, Umido ou intermediario, sendo o Umido, o mais comumente utilizado. Esta modificacdo
dos amidos € responsavel por diminuir as temperaturas de pasta e aumentar a viscosidade, além
de promover aumento de inchaco dos granulos (RADOSTA et al., 2004; ZIA-UD-DIN;
XIONG; FELI, 2017).

Esta categoria de amidos modificados também é empregada no processo de fabricacdo
do papel, uma vez que consegue interagir com fibras celulésicas de cargas negativas,
aumentando a resisténcia e aprimorando a organizacdo da fibra (HORIMOTO; CABELLO,
2005). E assim como os amidos oxidados, os amidos catiénicos também tém sido estudados
para servirem de base de filmes na industria de embalagens de alimentos (CHANG; LA, 2016;
SEN et al., 2017).

Tanto os amidos nativos, quanto os modificados sdo estudados para serem utilizados
pela industria de embalagem de alimentos com o intuito de produzir embalagens verdes e/ou
biodegradaveis e reduzir o uso de materiais contendo polimeros sintéticos ndo biodegradaveis.
Conclui-se entdo que estes amidos também podem servir de base na confecgdo de embalagens
ativas.

2.2 Embalagens ativas

As embalagens de alimentos sdo produzidas a partir de diversos materiais que incluem
plasticos, metais, vidro e celulose (LANDIM et al., 2016). Dados da Fundacdo Getulio Vargas
(FGV) de 2017 mostraram que naquele ano, no Brasil, o papel/papeldo e cartdo representaram
0 maior volume de producéo (40,5%), seguido do pléastico (35%), metal (15,1%), vidro (8%) e
madeira (1,4%) (ABRE, 2017). Para a industria de alimentos é mais interessante a utilizacao de
plasticos para a formacdo de suas embalagens pois 0s mesmos podem se adequar as
necessidades especificas de cada produto de acordo com sua composicdo (SOUZA et al., 2012).

Os plésticos sintéticos ndo biodegradaveis tem se tornado um produto preocupante para
0 meio-ambiente e por isso atualmente hd maiores buscas em torno de plasticos biodegradaveis.
Ainda no ambito alimenticio, espera-se encontrar solucdes para estender a conservacdo dos
alimentos. Neste sentido, as embalagens podem ser consideradas importantes colaboradoras na
busca por alimentos seguros e duradouros.

A embalagem tem o papel fundamental de conter, proteger e facilitar o transporte de
produtos, entretanto, com o advento da tecnologia, as embalagens vém evoluindo para um outro
patamar ao comunicar com o0 consumidor e interagir com o produto acondicionado. As
embalagens responsaveis por interagir com os alimentos sao intituladas como embalagens
ativas e sdo encarregadas de manter a qualidade, frescor e seguranca dos alimentos, ampliando,
desse modo, a validade comercial destes produtos (SOARES et al., 2009; SOARES et al., 2012;
BRAGA,; SILVA, 2017).

Segundo Janjarasskul e Suppakul (2017) as embalagens ativas tém sido empregadas pela
industria alimenticia no intuito de prolongar a validade comercial dos produtos, simplificar os
processos de producdo, facilitar a logistica, diminuir os conservantes sintéticos inseridos
diretamente nos produtos, aperfeicoar a qualidade e atributos do marketing e conferir
conveniéncia aos consumidores.

Dentre as embalagens ativas ressaltam-se os filmes, sachés e revestimentos. Os filmes
podem ser definidos como peliculas finas cuja aplicacdo nos alimentos ocorre ap0s sua
elaboracdo. Os filmes podem ser produzidos pelo metodo casting baseado na evaporacdo do
solvente quando a solucéo filmogénica, formada por solventes e solutos tais quais polimeros, é
dispersa e espalhada em superficie lisa, ou ainda, por meio da extruséo, embasada na moldagem
por sopro em teores baixos de umidade (VILLADIEGO et al., 2005; TAPIA-BLACIDO;



SOBRAL; MENEGALLI, 2013; TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016; ANDRADE et al., 2018).

Ao contrario dos filmes que cobrem os produtos alimentares ap6s serem formados, 0s
revestimentos ou coberturas comestiveis sdo formados de modo direto nos alimentos mediante
a imersdo do produto em uma solucdo liquida ou aspersdo da solucdo liquida no produto
(YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2017).

No que diz respeito ao saché, este difere dos filmes e revestimentos, uma vez que requer
embalagem adicional para ser utilizado. Neste caso, pode-se chamar de um sistema de
embalagem. Séo inseridos dentro das embalagens junto aos alimentos, por isso, sofrem uma
pequena rejeicdo devido ao receio de ingestdo indevida (OZDEMIR e FLORQOS, 2004; OTONI
etal., 2016).

De acordo com Yildirim et al. (2018) a adicdo de substancias ativas diretamente no
alimento ndo € recomendada devido a interacdo entre 0s componentes ativos e 0s compostos
constituintes dos alimentos ou em virtude do processamento no qual o alimento é submetido.
Diante desses fatos, filmes, sachés e revestimentos agem como veiculos para absorver ou
conceder substancias ativas aos produtos.

Portanto, o0 mecanismo da embalagem ativa consiste, por um lado, na absorcdo de
compostos responsaveis por acelerar a degradacdo dos alimentos como umidade, etileno,
oxigénio e didxido de carbono (VERMEIREN et al., 1999; BRAGA; PERES, 2010). Por outro
lado, o sistema emissor refere-se a migracao controlada de compostos tais quais antioxidantes,
aromatizantes e antimicrobianos aos alimentos ou ao headspace da embalagem (BRAGA,
PERES, 2010).

Dentre os sistemas emissores, 0s filmes antimicrobianos séo considerados uma das
principais e mais promissoras tecnologias de embalagens ativas.

2.2.1 Filmes antimicrobianos

A contaminacao por microrganismos patogénicos e deteriorantes se inicia na superficie
dos alimentos, desse modo, a aplicacdo de filmes antimicrobianos permite inibir ou reduzir o
crescimento dos mesmos, garantindo, por mais tempo, a qualidade e seguranca dos produtos
alimenticios (GUO et al., 2017; YILDIRIM et al., 2018).

A acdo antimicrobiana dos filmes & baseada em dois mecanismos. O primeiro
compreende a imobilizacdo dos compostos antimicrobianos na superficie das embalagens, por
métodos quimicos modificados, inibindo o crescimento microbiano, porém, impedindo a
transferéncia destes compostos para o alimento. O segundo refere-se ao método mais usual, no
qual os aditivos antimicrobianos sdo incorporados a matriz poliméricas e difundidos a superficie
dos alimentos durante seu tempo de exposicdo. O esperado € que a liberacdo dos compostos se
estenda de maneira prolongada, desta forma, a migracdo deve ser lenta e constante
(QUINTAVALLA; VICINI, 2002; GALLOTO; GUARDA,; DICASTILLO, 2015).

Caso haja uma migracdo rapida, o antimicrobiano serd consumido ligeiramente e a
concentra¢do minima inibitdria necessaria para controlar o desenvolvimento do microrganismo
ndo sera mantida por muito tempo na superficie do alimento (NERIN et al., 2016).

De acordo com Soares et al. (2012) os filmes antimicrobianos devem atender a alguns
atributos: eficiéncia frente a um amplo espectro de microrganismos e a baixas concentragoes
dos compostos agregados, ndo ocasionar mudangas sensoriais nos produtos, obter baixo custo
tanto no processo quanto aos materiais utilizados na producéo e atender a legislacéo vigente.

Por sua vez, fatores como concentragdes, estabilidade e estrutura quimica do composto
ativo, proprio filme (tecnologia usada na sua preparacao, propriedades de barreira e polaridade),
interacdo quimica entre 0 agente antimicrobiano e o polimero, periodo de tempo do processo,
fatores ambientais que podem interferir na migracdo (temperatura, umidade relativa) e
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composi¢do quimica dos alimentos (pH, Aw (atividade de &gua) e composicdo) devem ser
levados em consideracdo pelo fato de que ao se adicionar compostos antimicrobianos a filmes,
por menor que seja a quantidade, pode ser prontamente suficiente para modificar as
propriedades dos materiais como permeabilidade a gases e a agua, resisténcia mecanica,
aspectos opticos, térmicos, morfoldgicos e fisicos (PINHEIRO et al., 2010; NERIN et al., 2016;
KHANEGHAH; HASHEMI; LIMBO, 2018).

Como ja citado anteriormente, estes filmes podem ser formados através de
biopolimeros, ecologicamente corretos, substituindo os materiais sintéticos ndo biodegradaveis
(RIBEIRO-SANTOS; ANDRADE; SANCHES-SILVA, 2017).

A escolha dos compostos antimicrobianos advém da aplicacdo do material ativo e dos
microrganismos alvos decorrentes do produto alimenticio em questdo. Isso abrange algumas
caracteristicas dos microrganismos tais como composi¢do da parede celular (gram-positivo,
gram-negativo), exigéncia de oxigénio (aerdbios, anaerdbios), estagios de crescimento e células
vegetativas, resisténcia a &cidos e temperaturas Otimas de crescimento (psicrofilos,
psicrotréficos, mesofilos e termdéfilos) (MALHOTRA; KESHWANI; KHARKWAL, 2015).

Alguns dos agentes antimicrobianos que podem ser incorporados a matrizes poliméricas
dos filmes incluem &cidos sorbico, benzoico, citrico, benzoato de sodio; bacterioricinas nisina
e pediocina; compostos naturais como 0s Oleos essenciais e surfactantes com atividade
antimicrobiana como o LAE (N*-lauril-L-arginina etil éster monoclorohidrato) (FALGUERA
etal., 2011; FAIT etal., 2012).

Pesquisas em torno de filmes antimicrobianos a base de diferentes amidos (modificados
ou nativos) e incorporados com diversos tipos e concentracdes de agentes antimicrobianos tém
sido realizadas com o intuito de inibir inGmeros microrganismos (Tabela 1).

Tabela 1. Filmes antimicrobianos a base de diferentes amidos nativos e modificados
incorporados com diferentes compostos antimicrobianos

Fonte dos
amidos Concentracgoes
nativos Agentes ¢ Microrganismos  Referéncias
T ) dos agentes o
usados como antimicrobianos . . alvos bibliograficas
antimicrobianos
base dos
filmes
0; 3,5; 7; 14; 28; Listeria
- 0,
Oleo de coco 56 ¢ 112~ /o‘em monocytogenes, (FANGFANG
Batata . relacdo a Escherichia coli
virgem x et al., 2020)
concentracdo de e Staphylococcus
amido aureus
0 . .
1, 3ie 5% em Escherichia coli, (CHENG etal.,
Inhame Eugenol relacdo ao amido  Staphylococcus
e o 2019)
e plastificante  aureus e Listeria
monocytogenes
) 04 2% em Escherichia coli,
. Oleo essencial « x Listeria (CAETANO et
Mandioca ] relacdo a solugéo
de orégano . <. monocytogenes e al., 2018)
filmogénica

Staphylococcus
aureus
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Listeria

Mandioca Oleo essencial 03;05e07 = genese (EVANGELHO
de laranja ulL/g ylog etal., 2019)
Staphylococcus
aureus
) Staphylococcus
Oleos essenciais aureus,
Milho de Z_atarla 1: 2.5: 5: 10: 15 Esche_rlchl_a coli, (AMINZARE
multiflora e Listeria
. e 20 mg/mL etal., 2017)
Bonium monocytogenes e
persicum Pseudomonas
aeruginosa
Nanoparticulas 1,2,3¢e5%em
pa relagdo a Staphylococcus  (NAFCHI et al.,
Sagu de 6xido de «
. concentracdo de aureus 2012)
zinco (ZnO) :
amido
Fonte dos
amidos
modificados
Diferentes Staphylococcus
Nisina e ¢- combinacdes Py (SUN et al.,
L ; aureus e
polilisina entre os dois e : 2019)
Echerichia coli
compostos
Rhizopus
e LAE (400-4000 ¢ AC AR
LAE e mg/L) e . (OCHOA et al.,
- - gloesporiodes,
natamicina natamicina (80- - 2017)
Botrytis cinerea
800 mg/L)
e Salmonella
saintpaul
2.3 LAE

O LAE é um surfactante catidnico cuja atividade antimicrobiana € atribuida aos
distarbios que este composto provoca no potencial de membrana das células dos
microrganismos, além de alteracfes da estrutura e perda de viabilidade celular sem que haja
lise celular (RODRIGUEZ et al., 2004). Para Muriel-Galet et al. (2016), seu efeito
antimicrobiano é resultado de sua estrutura quimica, pois é eletrostaticamente absorvido na
superficie celular dos microrganismos e tem como alvo principal a membrana plasmatica.

Logo, este agente antimicrobiano atua em bactérias gram-negativas, na alteracdo da
membrana externa e citoplasmatica e em bactérias gram-positivas na membrana celular e
citoplasmatica (RODRIGUEZ et al., 2004). Com relag&o aos fungos filamentosos, ndo existem
muitos estudos explicando a a¢do do LAE frente aos mesmos, no entanto, Xu et al., (2018)
encontraram efeito antimicrobiano desse surfactante cationico em relacéo as hifas e esporos de
Penicillium digitatum e observaram em imagens de microscopia eletronica de transmissdo que
0 comportamento da acdo do LAE para estes microrganismo era semelhante quanto para a
bactéria Pectobacterium carotovorum. O LAE provocou uma superficie aspera, organelas
ceulares irregulares, encolhimento do protoplasto, coagulacdo intracitoplasmatica e cavidades
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vazias nas hifas e esporos de Penicillium digitatum e na célula da bactéria Pectobacterium
carotovorum.

O laboratério Miret S.A (Lamirsa) na Espanha detém a patente do composto, o qual
apresenta um aspecto de um pé branco, entretanto, 0 mesmo quando utilizado para alimentos,
é encontrado no mercado em solugdo como Minerat®. Existem diversos tipos de formulacéo e
cada uma delas é especifica para um grupo de alimentos, sendo composta pelo LAE e mais um
ou mais componentes. Por exemplo, o Minerat-G é composto por 90% de glicerina e 10% de
LAE e ¢ indicado para uma gama de produtos alimenticios, ja o Minerat-S é constituido por
uma mistura de extratos especiais, aroma, propilenoglicol, glicerina, &gua e LAE e também
possui vasto campo de aplicacdo nos alimentos. Além disso, o LAE também é usado em
cosméticos sob o nome de Aminat® como conservante em produtos como cremes, logdes,
condicionadores e xampus para cabelos e desodorantes (VEDEQSA, 2018).

O LAE (Figura 7) é proveniente de compostos comumente encontrados na alimentagéo
humana, como 4&cido laurico, encontrado no éleo de coco (DAYRIT, 2015), arginina,
aminoacido encontrado em muitos produtos alimeticios, como exemplo nozes (MARTINEZ et
al., 2010) e etanol, sendo facilmente hidrolisado no corpo humano (ASKER; WEISS;
MCCLEMENTS, 2009).

HNa M~ A c”
. NH “~{CH; )35 CH,

NH,

Figura 7. Estrutura do LAE.
Fonte: (NERIN et al., 2016)

Estudos do metabolismo realizados por Ruckman al. (2004), verificaram que o LAE é
rapidamente hidrolisado ao aminoécido arginina através da hidrélise das funcGes éster etilico e
amida lauroil. Em seguida, a arginina é metabolizada em ornitina e uréia e possivelmente em
CO:. pelas vias bioquimicas normais. Ja o acido laurico entra no metabolismo normal de &cidos
graxos.

Logo, o LAE demonstra baixa toxicidade e aliada a sua alta atividade antimicrobiana, o
tornam um poderoso agente antimicrobiano para controlar ou inibir o crescimento microbiano
nos alimentos (ASKER; WEISS; MCCLEMENTS, 2009). Para ser utilizado como tal, em 2005,
a FDA (Food and Drug Administration), transmitiu uma carta de ndo objecao a respeito de que
este composto é geralmente reconhecido como seguro (GRAS) e deve ser usado em niveis de
até 200 ppm. Ja em 2007, a EFSA — European Food Safety Authority considerou o LAE como
até entdo um novo conservante alimentar para ser usado em diversas matrizes alimentares
(EFSA, 2007).

Embora seja um GRAS e tenha sido considerdo pela EFSA um conservante alimentar,
cada pais possui uma legislacéo diferente para este agente antimicrobiano. Paises membros do
MERCOSUL como Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e Venezuela aguardam sua aprovacao
desde 2009. Outros paises como Estados Unidos, México, Colémbia, Chile, Canadéa e Israel
permitem a utilizacdo contanto que ndo ultrapasse o limite maximo de 200 ppm. Além disso,
ha lugares que estabelecem sua propria quantidade a ser utilizada. Paises da Europa, neste caso,
delimita uma quantidade maxima de 160 ppm em produtos carneos submetidos a tratamentos
térmicos e Australia e Nova Zelandia determinam a utilizagdo de 200 ppm para a maioria dos
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produtos alimenticios, exceto para os produtos derivados do pescado, 0s quais podem ser
incorporados até 400 ppm (VEDEQSA, 2015).

A legislagdo ndo padronizada mundialmente frente a este composto, faz com que, apesar
de apresentar muitas vantagens em comparacao a outros compostos antimicrobianos, o LAE
seja ainda pouco conhecido. Estas vantagens incluem: O LAE apresenta alta estabilidade
térmica, permitindo que este seja utilizado em produtos que requerem altas temperaturas
durante o processamento, bem como na incorporacdo de materiais para formacdo de
embalagens ativas. Este composto também se mantém estavel em uma larga faixa de pH (3 a
7), permitindo que o0 mesmo possa ser utilizado em uma vasta gama de matrizes alimentares
(BECERRIL et al., 2013).

As caracteristicas sensoriais dos produtos sdo preservadas, sendo esta uma propriedade
importante, uma vez que, outros compostos antimicrobianos podem modificar o flavor dos
produtos. A exemplo dos 6leos essenciais (OEs), os quais para serem utilizados em alimentos
devem ser compativeis com o sabor do produto final. Por outro lado, o LAE pode ser
incorporado a qualquer matriz alimentar (BECERRIL et al., 2013).

O potencial antimicrobiano frente a uma gama de microrganismos incluindo bactérias
gram-positivas, gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras demonstra outra vantagem do
LAE sobre nisina e pediocina, por exemplo. Estas Gltimas, por serem bacterioricinas,
apresentam efeito antimicrobiano somente contra bactérias gram-positivas (HERNANDEZ;
CARDELL; ZARATE, 2005; NERIN et al., 2016).

Como ja mencionado, o LAE é derivado de compostos presentes na dieta humana, além
de ser rapidamente hidrolisado. Posto isto, o préprio pode substituir outros conservantes, tais
como o nitrito, cujo uso € limitado em virtude da possivel conversdo do nitrato em nitrito por
bactérias, que pode vir a reagir com aminas primarias e secundarias, ocasionando, assim,
nitrosaminas carcinogénicas, sendo maléficas a satde do consumidor (JANSEN et al., 2018).

Por outro lado, também podem ser citados algumas desvantagens como possibilidade
de reducdo do potencial antimicrobiano ao reagir com componentes aniénicos presentes nos
alimentos; percepcdo de amargor, caso esteja em alta concentracao ao reagir com biopolimeros
anibnicos presentes na boca. Estas circunstancias podem acarretar em transformacfes nas
funcdes do composto, motivadas pelas interagdes com outras moléculas presentes no sistema
(ASKER; WEISS; MCCLEMENTS, 2011).

Ademais, apesar de ser um agente antimicrobiano ainda pouco falado, estudos tém
demonstrado seu potencial antimicrobiano in vitro, in vivo e adicionado a embalagens ativas.

Al-Nemr et al. (2016) estudaram o potencial antimicrobiano do LAE in vitro,
individualmente e em combinacdo com a nisina, contra as bactérias: Escherichia coli e as
bactérias formadoras de esporos Bacillus subtilis e Clostridium sporogenes. Enquanto E. coli
foi inibida completamente a 600 ppm de LAE, as bactérias esporuladas tiveram sua acdo
reduzida com valor mais alto do antimicrobiano (1000 ppm). Foi observado ainda, neste estudo,
o efeito sinérgico da nisina com LAE, numa combinacdo de 1:3 p/p, potencializando a agédo
microbiana contra 0os microrganismos estudados.

Em estudo semelhante, Becerril et al. (2013), estudaram a concentragdo minima
inibitoria (CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB) do LAE frente aos microrganismos:
Escherichia coli, Listeria innocua, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa e encontraram valores da CMI em 25 ppm para Escherichia coli, Listeria innocua
e Salmonella enterica, 12,5 ppm para Staphylococcus aureus e 100 ppm para Pseudomonas
aeruginosa. Além desse efeito inibitorio, os autores constataram que o LAE exibiu
concentracdo bactericida igual a inibitoria para todos os microrganismos estudados, exceto para
Staphylococcus aureus, cujo CMB foi de 50 ppm.

Ja in vivo, Kozak et al. (2018) avaliaram o poder listericida do LAE no leite integral
propositalmente contaminado com Listeria monocytogens e constataram que ndo houve
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eficiéncia antimicrobiana a 100, 200 e 400 ppm, durante 21 dias a 7°C, entretanto, a 800 ppm 0
LAE conseguiu exibir uma reducéo significativa dos niveis de L.monocytogens. Além do LAE,
foram testados outros agentes antimicrobianos, a saber: acido caprilico, caprilato de sodio e &-
polilisina, dos quais apresentaram efeito sobre a Listeria em concentracdes de 3200 ppm, 3200
ppm e 100-400 ppm, respectivamente. O Unico efeito sinérgico observado foi da combinagéo
caprilato de sodio e e-polilisina.

Por sua vez, Nubling et al. (2017), utilizaram o LAE com o objetivo de reduzir a
contagem das bactérias patogénicas Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes no
alface e ficou constatado que o LAE conseguiu, de fato, diminuir a contagem destas bactérias
nesta hortalica.

No que tange as embalagens ativas incorporadas com LAE, Apicella et al. (2018),
produziram filmes de BoPET poli(tereftalato de etileno) de orientacao biaxial, com uma camada
de revestimento a base de PLA poli(&cido lactico) e LAE em p6 a diferentes concentragdes (0,
5,10 e 20% p/p). Andlises antimicrobianas in vitro dos filmes contra a bactéria Escherichia coli
foram avaliadas e os autores concluiram que os filmes que continham acima de 5% de LAE,
diminuiram viavelmente a contagem da bactéria gram-negativa, enquanto que os filmes que
continham 20% de LAE inibiram totalmente o crescimento.

Embalagem a base de acido y-poliglutdmico inserida de LAE na proporc¢édo 1:1 e 1:0,5,
respectivamente foi avaliada por Gamarra-Montes et al. (2017) contra as bactérias gram-
negativas Salmonella enterica e Escherichia coli e bactérias gram-positivas Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus através do método do meio liquido em funcéo do
tempo. Foi observado pelos autores que houve uma reducédo do crescimento ap6s 24h de ensaio
para as bactérias gram-positivas. Para as bactérias gram-negativas também houve diminuicéo
do crescimento, porém em um tempo maior do que quanto para as bactérias gram-positivas,
comprovando uma maior resisténcia das bactérias gram-negativas ao efeito antimicrobiano do
LAE.

Todavia, Haghighi et al. (2019) encontraram em seu trabalho, menor resisténcia das
bactérias gram-negativas pela aplicacdo dos filmes produzidos a base de quitosana, gelatina,
blenda e laminacao destes polimeros contendo 0,1% de LAE (v/v). Foi realizado com estes
filmes andlises antimicrobianas in vitro em relacdo as bactérias Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Campylobacter jejuni. Ficou constatado que 0s
filmes contendo LAE apresentaram atividade antimicrobiana e além disso, os filmes foram mais
eficientes frente a bactéria gram-negativa Campylobacter jejuni.

Percebe-se que o LAE apresenta amplo espectro antimicrobiano em diferentes
complexos, contudo, por ser um surfactante cationico, as propriedades antimicrobianas desse
agente podem ser afetadas entre a interacdo do mesmo e as outras moléculas presentes no
sistema (ASKER; WEISS; MCCLEMENTS, 2011).

2.3 Interacédo entre polimero e surfactante

Surfactantes ou tensoativos podem ser definidos como substancias organicas anfipéaticas
as quais contém em sua molécula uma parte polar e outra apolar. A parte apolar, também
conhecida como cauda é composta por uma ou duas cadeias carbonicas, fluorocarbdnicas ou
siloxanicas. Ao passo que a parte polar, ou cabeca, pode possuir grupos iénicos (cations ou
anions), ndo ibnicos (ndo dissociam ou ionizam em solucdo aquosa) ou anféteros ou
zwiteridnicos (que se comportam como acido ou base decorrente do pH do meio). Deste modo,
os surfactantes sdo classificados conforme o grupo existente na por¢do polar em anidnicos,
catidnicos, néo ionicos ou anfotéricos (Figura 8) (DALTIN, 2011; FELIPE; DIAS, 2017).
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Figura 8. Reproducdo ilustrada dos surfactantes cationicos (A), anidnicos (B), anféteros (C) e
ndo idnicos (D).
Fonte: (FELIPE; DIAS, 2017)

Quando os surfactantes estdo em solucéo aquosa, eles tém como caracteristica aderir em
interfaces, e com isso reduzem a tensdo superficial. A medida em que aumenta a concentracéo
do surfactante, esta tensdo superficial diminui até que o surfactante ndo consiga entrar mais na
interface, produzindo assim, micelas na superficie (NASCIMENTO, 2018).

Além disso, também guando em solugdo aquosa, a parte hidrofilica tende a se concentrar
no solvente polar, enquanto a parte hidrofdbica tende a se localizar em regides mais apolares, e
esse efeito recebe o nome de efeito hidrofébico. Nesta mesma situacdo, caso a concentracao do
surfactante seja baixa (Figura 9 (a)), as moléculas estardo presentes na interface agua-ar. Por
outro lado, em concentracfes mais elevadas (Figura 7(b)), as moléculas de surfactante comecam
a se auto-organizarem em agregados devido as interagdes hidrofébicas atrativas entre as cadeias
de hidrocarboneto e formam micelas (OSELIERO FILHO, 2013).
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Figura 9. Moléculas de surfactante em baixa concentracéo (a), tendendo a se concentrarem nas
interfaces agua-ar. Moléculas de surfactante em alta concentracdo (b), tendendo a formar

micelas.
Fonte: (OSELIERO FILHO, 2013)
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A formacdo de micelas ocorre acima da concentracdo micelar critica (CMC) e possui
ampla aplicacao tecnoldgica, tais como liberacdo de compostos, detergéncia, extracdo analitica,
catélise, auxilio na formulacdo de alimentos e cosméticos (JAVADIAN; KAKEMAM, 2017).

Outra aplicacdo abrangendo surfactantes implica na ado¢do da mistura com polimeros.
Sao utilizados pela inddstria, por exemplo, na elaboragdo de xampus e condicionadores e
também na fabricacdo de pomadas. Na ocasido em que estao juntos, os polimeros e surfactantes
podem interagir entre si e consequentemente promover alteragdes significativas no sistema em
que se encontram. No entanto, espera-se compreender o comportamento de cada um
separadamente para entdo julgar a mistura dos dois (ANTONIO, 2011).

Segundo Piculell e Lindman (1992) em um sistema envolvendo polimeros pode haver
dois tipos de separacgdo de fases, que podem ser segregativa ou associativa. A fase segregativa
ocorre quando ha repulséo entre os polimeros ou ainda quando ambos ndo possuem afinidade
com o solvente, permanecendo em cada fase um polimero. J& a fase associativa decorre por ora
com os polimeros se concentrando em uma fase e o solvente em outra (PICULELL;
LINDMAN, 1992).

Ao misturar polimero e surfactante, é importante primeiramente conhecer as
propriedades interfaciais do polimero/surfactante tais como a conformacdo e rigidez dos
polimeros/surfactanes, o tipo de surfactante desde sua carga até o equilibrio hidrofilico-
lipofilico, a condi¢do da interface, sendo agua-ar ou agua-o6leo, pH, forca ibnica e temperatura
do sistema. Posteriormente, a interacdo que pode ser obtida entre polimero-surfactante
predispdem a partir de trés varidveis: densidade de carga das cadeias, hidrofobicidade e carater
ibnico do surfactante e nas interacdes entre as cadeias ou micelas de surfactantes. Finalmente,
a formagdo de complexos entre polimeros/surfactantes geralmente ocorre através de
(GUZMAN et al., 2016):

o InteracOes eletrostaticas através da cabeca do surfactante junto a cadeia do polimero;

o InteracOes hidrofobicas entre a cauda do surfactante e a cadeia hidrofobica do polimero;

¢ Interac6es envolvendo polimeros e agregados do tipo micelar do surfactante que podem
levar a diminuir tanto a repulséo das cabecas das micelas, quanto a interacdo da regido
hidrofobica das micelas com a agua.

Em sistemas em que ha forte interacdo entre polimeros e surfactantes, os polimeros
podem agir como um sitio de nucleacdo, permitindo que o surfactante se agregue na cadeia do
polimero em concentracdes abaixo da CMC. A concentragdo para o surfactante formar micelas
no sitio de nucleacdo do polimero é denominada concentracdo critica de agregacdo (CAC) e
quase ndo depende de fatores como concentracao do polimero e sua massa molar. As moléculas
de surfactante entdo se agregam no polimero em forma de micelas ligadas e cada cadeia de
polimero € responsavel por ligar vérias micelas, formando entdo uma espécie de “colar de
pérolas”. Com o aumento da concentracdo do surfactante, acima da CAC, as cadeias
poliméricas ficam saturadas e comecgam a formar micelas surfactantes convencionais na solucao
(ndo ligadas ao polimero) (WESLEY et al., 2002).

Deve se levar em consideracdo também que as interacGes entre polimero e surfactante
podem refletir e muito na aplicagcdo do sistema. Por exemplo, em filmes antimicrobianos, a
interacdo pode interferir na liberacdo do composto ou o surfactante pode interagir com
compostos presentes em alimentos. Neste contexto, pode se afimar que os polimeros ionizaveis
se associam com surfactantes de cargas opostas atraves de interacao eletrostatica. Ao contrario,
polimeros e surfactantes de mesma carga se repelem, no entanto, também podem se associarem
mediante interagdes hidrofobicas. Ja a interacdo entre polimeros carregados e surfactantes néo
ibnicos é dita fraca, mas também pode haver associagdo por meio da liga¢do de hidrogénio ou
interacdo hidrofobica (SHARMA et al., 2011).

No caso do LAE, como é um surfactante catidnico, sua atividade antimicrobiana pode
ser influenciada devido a interagdo com outros componentes de uma formulagdo. Visto isso,
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Bonnaud; Weiss; Mcclements, (2010) estudaram a interacdo entre o LAE e biopolimeros de
cargas diferentes: aniénicos (pectina, alginato, carragena e xantana), catiénico (quitosana) e ndo
ibnico (dextrana) e chegaram a concluséo que ndo houve complexacdo entre o LAE e os
biopolimeros catiénicos ou nao iénicos. Porém, forte interacdo foi observada entre o LAE com
os biopolimeros ani6nicos. Além do mais, foi observado que a quantidade de surfactante ligado,
bem como a solubilidade dos agregados formados dependeram do tipo de biopolimero.

J& Asker; Weiss; Mcclements, (2009) avaliaram possivel interacdo entre o LAE e a
pectina e constataram que realmente ocorreu interacdo entre ambos a qual foi atribuida a atracéo
eletrostatica do surfactante catidbnico com grupos anidnicos da pectina. Ainda segundo 0s
autores, em concentracGes consideradas baixas de surfactante, os complexos LAE-pectina
foram pequenos, mas em compensagdo, em concentracdes altas de surfactantes, obteve-se
complexos considerados grandes. Por fim, 0s autores atentaram-se que essa forte interacdo pode
impactar nos atributos sensorias ou na capacidade antimicrobiana do LAE.

Tendo em vista que os amidos podem ser modificados e dependendo da modificacao
podem se tornar catidnicos e aniénicos dando caracteristicas distintas a0 mesmos e que nao se
tem encontrado estudos incorporando LAE em filmes a base de amidos modificados assim
como estudos quanto as alteracdes nas caracteristicas dos materiais devido a interacdo entre 0s
polimeros de diferentes cargas e o surfactante, buscou-se com isto, neste trabalho, elucidar parte
do desconhecido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e comparar filmes antimicrobianos a base de amidos modificados e ndo
modificado incorporados com o surfactante catibnico LAE (N“-lauril-l-arginina etil éster
monoclorohidrato).

3.2 Objetivos especificos

e Estudar as propriedades de amidos modificados (cationico e anidnicos) e nativo
(ndo 10nico) quanto ao teor de amilose e amilopectina, umidade, morfologia dos
granulos, propriedades de pasta e estrutura quimica;

e Produzir filmes a base de amidos modificados (catibnico e aniénicos) e nativo
(ndo ibnico) e ativa-los com a incorporacao do surfactante catiénico LAE;

e Avaliar o efeito do LAE nos filmes & base de amidos modificados e nativo
quanto a espessura, teor de solubilidade e inchamento, taxa de permeabilidade
ao vapor d’agua (TPVA), propriedades mecénicas e antimicrobianas, estrutura
quimica (FT-IR), superficie (MEV) e propriedades opticas (L*a*b* e
opacidade).
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4 MATERIAL E METODOS

As analises foram realizadas no Laboratorio Agroindustrial de Embalagem e Tecnologia
(LAETec), Laboratério de Materiais Poliméricos (LMPol), Laboratorio de Microscopia e
Preparacdo de Amostras Metalogréaficas e Laboratério Multiusuério de Microscopia Eletronica
(LMME) situados na Escola de Engenharia Industrial Metalurgica de Volta Redonda — UFF e
Embrapa Agroindustria de Alimentos — Rio de Janeiro, RJ.

4.1 Materiais

e Amido soltvel (batata) PA ndo idnico (Alphatec, Brasil);

e Amido modificado catiénico (milho) FOXHEAD® 5804 (DS = 0,036 mol/mol) -
fornecido pela Ingredion, Brasil;

e Amidos modificados aniénicos (mandioca) Superion 3050 (DS = 0,040 mol/mol) e
Horizonte HC 50 (DS = 0,012 mol/mol) — fornecidos pela Horizonte Amidos, Brasil;

e Glicerol PA (99,5%) (VETEC, Brasil);

e LAE — Mirenat G (10% de LAE e 90% de glicerol) (VEDEQSA, Espanha) —
fornecido pela Dynatech Industrias Quimicas LTDA;

e Meios de cultura Mueller Hinton (Kasvi, Italia) e peptona caseina (Himedia, india);

e Amilose (70%) (Sigma-Aldrich, Alemanha);

e Alcool etilico absoluto 99,5% PA (CRQ, Brasil)

4.2 Caracterizacao dos amidos

4.2.1 Teor de amilose aparente

O conteudo de amilose dos quatro amidos estudados (amido ndo i6nico, catidnico e 0s
dois anidnicos) foi determinado por método colorimétrico, segundo Martinez; Cuevas, (1989)
e Zavareze et al. (2009), com adaptacdes. Para producdo da curva analitica, 40 mg de amilose
pura foi pesada em tubo de ensaio e acrescida de 1 mL de alcool etilico 96% GL e 9 mL de
solucdo de NaOH 1 M e entdo submetida a aquecimento em banho-maria a 97 = 2 °C durante
10 min. Posteriormente, a solucdo foi resfriada durante 30 min em temperatura ambiente,
transferida para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua destilada.
Aliquotas de 1, 2, 3, 4 e 5 mL foram retirados desse baldo e transferidas para outro baldo
volumetrico de 100 mL e acrescidos de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mL de acido acético 1 M e de 0,4;
0,8; 1,2; 1,6 e 2 mL de iodo 2% (p/v), respectivamente, o volume foi novamente completado
com agua destilada. A leitura da absorbéancia foi realizada a 610 nm em espectrofotbmetro
(Spectrum — SP1105-UV-VIS, China).

Em relacdo aos amidos testados neste estudo, o procedimento foi semelhante a
construcdo da curva analitica, exceto algumas alteragcdes. Amostras de 100 mg de cada amido
foram colocadas em tubos de ensaio e entdo submetidas ao mesmo processo da curva analitica.
Apbs o resfriamento das solugdes, aliquotas de 5 mL foram transferidas para balGes
volumetricos de 100 mL e acrescidas de 1 mL de &cido acético 1 M e 2 mL de solucéo de iodo
2% (p/v), sendo também o volume completado com agua destilada. Leitura de absorbancia foi
realizada no mesmo numero de onda usado para a curva analitica.

4.2.2 Teor de umidade
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O teor de umidade dos amidos (Equac&o 1) foi encontrado por método gravimétrico para
produtos amilaceos, de acordo com Instituto Adolfo Lutz (2008). Cadinhos de porcelana foram
levados a estufa a 130 °C por 30 min, resfriados em dessecador até atingir temperatura ambiente
e pesados. Posteriormente, 2 g de amido foram inseridos nestes cadinhos, levados a estufa a
130 °C e ap6s 1 hora, estas amostras foram deixadas em dessecador até atingir temperatura
ambiente para entdo serem novamente pesadas.A analise foi realizada em triplicata.

Teor de umidade (%) = (w) * 100 Equagéo 1

inicial

Em que:
Miniciat = Massa inicial da amostra antes de 1 h
Mrinal = Massa final da amostra apos 1 h

4.2.3 Microscopia Optica dos granulos

A observacdo do comportamento dos granulos, em agua, em relacdo a temperatura
seguiu a metodologia de Chen et al. (2007), com modifica¢bes. 0,5% de amido (m/v) foi
aquecido em agua e a mistura foi mantida sob agitacdo em agitador magnético (Labtec, Brasil)
com agitacdo constante (400 rpm). Para evitar a evaporacdo da agua, os béqueres foram
fechados com papel aluminio, entretanto, um pequeno furo foi feito com o intuito de inserir o
termOmetro de mercurio e controlar a temperatura.

Aliquotas de 1,5 mL foram retiradas da solucdo com auxilio de uma pipeta pasteur a
medida em que a mesma atingisse as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C e transferidas
para tubos de eppendorfs. Adiante, a suspensdo de amido de cada temperatura (uma gota) foi
selada em laminas de vidro e cada amostra foi fotografada através de um microscépio éptico
(Olympus SC30, Japao) sob luz normal com aumento de 100x. O software usado para avaliar
as imagens foi 0 ImageJ®.

4.2.4 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos foram analisadas através de um Rapid Visco
Analyzer (RVA), modelo série 4 (Newport Scientific PTY Ltd, Warriewood, Australia), de
acordo com Dias-Martins et al. (2019). Cerca de 3 g de amostras dos amidos tiveram a umidade
ajustada para 14% de umidade e foram adicionados a 25 g de agua destilada, tendo
aproximadamente como concentracédo final de amido: 10,4% do amido n&o i6nico e anibnicos
e 10,5% do amido catidnico. O perfil de temperatura abrangeu de inicio manter uma mistura da
amostra girando a 160 rpm durante 2 min a 25 °C, aquecimento a 95 °C por 3 min e logo em
seguida resfriamento a 25 °C, seguindo de um tempo total de 20 min. As etapas de aquecimento
e resfriamento ocorreram com gradientes de temperatura de 6 °C/min. Os parametros obtidos
foram: temperatura de pasta (°C), viscosidade maxima, minima, final, breakdown, setback (cP)
e tempo de pico (min).

4.2.5 Analise de estrutura quimica (FT-IR)

As estruturas quimicas dos amidos foram analisadas diante de um espectrofotometro de
absorcdo na regido do infravermelho, modelo FT-IR-4700 (Jasco Corporation), em modo de
transmitancia, com uma resolucgdo de 4 cm™, 32 varreduras e nimero de onda de 400-4000 cm"
!, O bromato de potassio (KBr) (Pike Technologies, Estados Unidos) foi previamente seco em
estufa a 105°C durante 2 horas e inserido em dessecador até atingir temperatura ambiente. Logo
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apos, o préprio foi macerado com as amostras de amido para formacéo de pastilhas a serem
lidas no espectro. A analise do LAE procedeu de forma semelhante sendo misturado ao KBr
uma pequena gota do surfactante, colhida através de pipeta pasteur, para formagéo de pastilha.
Os parametros de anéalise foram 0s mesmos.

4.3 Producao e caracterizacao dos filmes
4.3.1 Elaboracéo dos filmes

Os filmes foram produzidos pelo método casting de acordo com Luchese et al. (2018),
com modificagdes. 4 g de amido foram adicionados em agua, acrescidos do glicerol (30 m/m)
e 0 volume completado com agua (100 mL de solugéo). O aquecimento e a agitacao no agitador
magnético (Labtec, Brasil) durou 35 min a fim de certificar a completa gelatiniza¢do do amido.
Para os amidos catiénico e os dois anidnicos, a temperatura de gelatinizacdo usada foi de 80 °C
e a velocidade de agitacdo foi de 1200 e 800 rpm, respectivamente. Em relacdo ao amido néo
ibnico a temperatura de aquecimento utilizada foi de 90 °C e a velocidade de agitacdo foi de
1200 rpm. Apos os 35 min as solugdes filmogénicas foram novamente submetidas a agitacéo,
sem aquecimento, até atingir temperatura de 50 °C. Por fim, aproximadamente 0,3 g/cm? desta
solucdo foi adicionada em placas de acrilico (@ = 8,5 cm) e expostas a secagem em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) por cerca de 48 horas.

Para a incorporagdo do LAE, houve correcdo da adicdo de glicerol para obtencdo da
concentracdo final equivalente, sendo adicionado apenas 0,75 g. O processo de elaboracdo dos
filmes foi 0 mesmo sem LAE, sendo que no momento no qual a solucdo filmogénica atingiu
temperatura de 50 °C, o LAE foi acrescentado em uma concentracdo de 0,05% (devido a testes
preliminares) em relacdo a solucéo filmogénica, e agitado com um bastéo de vidro. As solucdes
filmogénicas foram também submetidas a secagem em temperatura ambiente (25 = 2 °C),
contudo, o processo de secagem demorou aproximadamente 72 horas.

4.4 Caracterizacao dos filmes
4.4.1 Analise de estrutura quimica dos filmes (FT-IR/ATR)

Para analisar as estruturas quimicas dos materiais foi utilizado um espectrofotdometro de
absorcéo na regido do infravermelho sob attenuated total reflectance ATR, modelo FT/IR-4700
(Jasco Corporation, Japdo), em transmitancia, nimero de onda de 400-4000 cm™, com uma
resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras (SILVA et al., 2019).

4.4.2 Superficie — Microscopio eletronico de varredura (MEV)

As analises de superficie dos materiais foram realizadas através do Microscopio
Eletrénico de Varredura (Carl Zeiss, modelo EVO MA 10), de acordo com Gongalves et al.
(2019a). Amostras de aproximadamente (0,5 x 0,7 cm) foram fixadas em um suporte especifico
(stub). Por serem amostras com baixa condutividade elétrica, as mesmas foram revestidas com
ouro (metalizador EMITEC K550X) com corrente de 25 mA/2min. A observacao através de
microscopia eletrénica de varredura foi realizada em baixo vacuo com tensdo de aceleracéo de
5 kV, corrente de filamento de 480 A e ampliacdes de 1000x. Foi observada tanto a superficie
quanto o corte transversal das amostras.

4.4.3 Espessura
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A espessura (mm) dos filmes foi obtida pela média dos valores encontrados, tomando
como base 5 pontos distintos de cada amostra, com auxilio de um micrémetro digital 0-25 mm
(Digimess Intrumentos de Precisdo Ltda., Brasil).

4.4.4 Propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas foram avaliadas de acordo com a norma ASTM D 882-12
(2012) para filmes finos, com espessura menor que 1 mm, empregando um texturometro TA.XT
plus (Stable Micro Systems, Haslemere, Inglaterra), com modificacdes. Os filmes foram
acondicionados a 23 + 2 °C e 50 + 10% de UR (umidade relativa) e a0 menos 6 corpos-de-
prova contendo 5 cm de comprimento e 2,5 cm de largura foram fixados nas garras com
separacdo inicial de 25 mm em texturémetro operado com célula de carga de 30 kg, forca de
0,049 N e velocidade de 1 mm/s. Os resultados foram analisados com auxilio do programa
Exponent Texture TEE32 (Stable Micro Systems).

Foram determinados 0s seguintes parametros: resisténcia a tracao (Equacdo 2), modulo
de elasticidade (Young) — encontrado a partir da regido linear da curva tensdo vs deformacéo,
expressando a rigidez e alongamento na ruptura (Equacéo 3):

Resisténcia a tracdo (MPa) = G) Equacéo 2

Em que: F = Forga maxima (N)
A = Area de secdo transversal original da amostra (mm?)

Alongamento na ruptura (%) = (%) * 100 Equagéo 3

Em que: L = Deformagdo no momento da ruptura (mm)
Ci = Comprimento inicial da amostra (mm)

4.4.5 Indice de intumescimento

O teor de inchamento dos filmes foi investigado através de método gravimétrico
(Equacdo 4) segundo a metodologia de Basiak; Lenart; Debeaufort (2018). Amostras de
tamanho 2x2 foram extraidos dos filmes, pesados e imersos em agua destilada (50 mL) por 2
min, a temperatura ambiente. As amostras foram entdo retiradas do contato com a agua, secas
em filtros de papel com o propdsito de remover a umidade excessiva e pesadas. A quantidade
de &gua adsorvida pelos filmes foi calculada em porcentagem (%):

indice de intumescimento (%): =2 x100 Equacdo 4

Em que: my = Fragmentos dos filmes antes de serem imersos na agua
m2 = Fragmentos dos filmes retirados apds imersdo em agua

4.4.6 Solubilidade

A solubilidade dos filmes foi avaliada através de analise gravimétrica de acordo com
Nakashima; Chevalier; Cortez-Vega (2016). Amostras dos filmes foram cortadas em quadrados
de 2 cm. A matéria seca inicial (my) foi pesada apos secagem em estufa durante 24 h a 105°C.
Posteriormente, os quadrados foram imersos em erlenmeyers contendo 50 mL de dgua destilada
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e submetidos a agitacdo constante, com velocidade de 150 rpm, em shaker (Nova técnica
NT145, Brasil), por 24 h a temperatura ambiente. Finalmente, as amostras foram removidas e
novamente foram inseridas na estufa ao longo de 24 h, em 105 °C a fim de determinar a matéria
seca que nao se dissolveu (m.). A solubilidade final foi expressa em porcentagem (%) (Equacao
5):

mq—

Solubilidade em agua (%) = —1mzx100 Equacdo 5

m
4.4.7 Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA)

A taxa de permeabilidade ao vapor d’agua foi determinada por método gravimétrico, de
acordo com Gongcalves (2016). Amostras dos filmes foram fixadas em cépsulas contendo 4 g
de CaCl; (cloreto de calcio anidro), acondicionados em dessecador contendo solugéo saturada
de NaCl a 75% de umidade relativa e em temperatura ambiente. A partir dos dados do ganho
do peso e com o tempo foi possivel obter o grafico de peso ganho (g) vs tempo de ensaio (dias).
Através do coeficiente angular da parte linear foi possivel obter o TPVA (Equagéo 6):

G «
TPVA = A Equacéo 6

Em que: TPVA = Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (g de 4gua . m2. dia™l)
G/t = Coeficiente angular da reta (g de agua . dia?)
A = Area de permeacio do corpo de prova (m?)

4.4.8 Propriedades Gpticas
a) Cor

A avaliacdo de cor dos materiais foi realizada com o auxilio de um colorimetro Minolta
CM-5-ID através dos parametros L* a* b* (Figura 10), conhecido como CIELAB utilizando
D65 (iluminante) e 10° (4ngulo de observacdo), em transmitancia. Sendo que o L* refere-se a
luminosidade do material e varia de 0 = preto a 100 = branco, o chroma a* indica o eixo verde-
vermelho (-a= verde, +a= vermelho) e o chroma b* o eixo azul-amarelo (-b= azul, +b=amarelo)
(KONIKA MINOLTA, 2019). Trés pontos de cada filme foram analisados em triplicata.

L=100

Figura 10. Sistema de coordenadas L*a*b*
Fonte: Corisectelmo, 2011

b) Opacidade
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A opacidade dos materiais foi avaliada através do método de teste padrdo para
transparéncia de filmes plasticos (ASTM D 1746-15, 2015). Trés pontos dos filmes foram
alocados no colorimetro Minolta CM-5-1D e medidos em absorbancia em um nimero de onda
de 560 nm em triplicata.

4.4.9 Propriedades antimicrobianas

As analises antimicrobianas dos materiais poliméricos foram realizadas através do
método de difusdo em agar (ANVISA, 2008).

A concentracdo bacteriana usada foi de 1 x 108 células/mL, padronizando através da
comparacdo visual referente a turvagdo correspondente a 0,5 da escala McFarland e a
concentragéo de fungos utilizada também foi de 1 x 108 esporos/mL e padronizada por meio da
contagem de esporos em cdmara de Neubauer.

Sobre o agar (Mueller Hinton) impregnado com os microrganismos alvos (bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus, gram-negativa Escherichia coli e fungo Penicillium sp.)
foram dispostos fragmentos circulares (@ = 6 mm) retirados dos filmes e a atividade
antimicrobiana verificada pela formacdo de halos de inibicdo e/ou reducdo da densidade
microbiana.

4.4.10 Analises estatisticas
Os tratamentos foram dispostos segundo um delineamento inteiramente casualizado

(DIC). Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) e posteriormente teste de média
(Tukey) a nivel de 5% de significancia. O programa estatistico utilizado foi o SISVAR®,
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do amido
5.1.1 Teor de amilose e umidade

A amilose é um importante componente do amido na producdo de filmes pois a sua
estrutura linear favorece a formacéo de ligagdes de hidrogénio entre hidroxilas de cadeias
poliméricas adjacentes em comparacdo com a amilopectina a qual possui cadeias ramificadas
em sua estrutura e dificulta a interacdo entre os mesmos. Por consequéncia, a interacao entre os
polimeros aumentada favorece a formacédo de pastas opacas e filmes mais resistentes (MALI,
GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Pode ocorrer formacdo de complexos entre as moléculas de amilose e o iodo, tendo
como resultado um complexo de cor azul, sendo que a intensidade de cor é associada a posi¢cdo
do iodo nas cadeias lineares da amilose, ou seja, a cor fica mais intensa quando a molécula de
iodo € melhor encaixada na cadeias de amilose (LOUREIRO et al., 2019).

Assim, para determinar tanto o teor de amilose quanto de amilopectina dos amidos,
construiu-se primeiramente uma curva analitica para amilose (Figura 11). Foi realizado um
ajuste linear em funcgéo das absorbancias encontradas a 610 nm vs concentracdo de amilose (4,
8,12, 16 e 20 pg/mL).
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Figura 11. Curva analitica para obtencdo dos teores de amilose
Fonte: Autor préprio

A equacdo da reta ajustada foi de y = 0,0215x — 0,039 e o coeficiente de correlagdo
linear R2=0,9993, sendo o eixo das ordenadas representado por y que representa a absorbancia
e 0 eixo das abscissas representado por x que mostra o contetdo de amilose. Sendo assim,
substituindo os valores de absorbancias encontrados referentes aos quatro amidos, pode-se
definir o teor de amilose e consequentemente o teor de amilopectina através do desconto da
proporcdo (Tabela 2). Ja a umidade refere-se ao teor de umidade (%) nos amidos e seus valores
se encontram também presentes na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores (%) dos teores de amilose, amilopectina e umidade dos amidos néo
ionico (AN), catiénico (AC) e aniénicos HC 50 (AAhc) e Superion 3050 (AAS)

Amido Amilose (%) Amilopectina (%) Umidade (%)
AN 20,88 79,12 12,26 + 0,04%
AC 30,62 69,38 11,54 + 0,40°

AAhc 30,56 69,44 11,80 + 0,15%
AAs 23,14 76,86 11,80 £ 0,08?

*Letras iguais, na mesma coluna, para a umidade, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia
de 5%.

O amido ndo idnico (AN), empregado neste estudo, é derivado da batata e ndo passa por
processos de modificacdo, mas sim, por um processo de purificacdo, no qual se utiliza agua
fervendo e se faz refluxo com &gua gelada abaixo de 10°C, de acordo com seu fabricante. Visto
isso, foi encontrado para 0 mesmo um teor de 20,88% de amilose. Domene-L6pez et al. (2019)
relataram em seu estudo um teor de 20,5% de amilose para o amido de batata, valor muito
préximo ao encontrado neste trabalho. Os autores também acrescentaram que o teor de amilose
pode apresentar certa discrepancia na literatura devido a fonte botanica exata de cada amido e
0s métodos para quantifica-los. J& Bandeira & Marques (2015) depararam com um teor de
amilose de 21,85% para amido soltvel PA comercial, do mesmo perfil o qual foi utilizado neste
trabalho, com diferenca apenas na marca. O valor também foi proximo ao encontrado.

Apesar de ter sido baixo o contetdo de amilose do amido nédo idnico refente aos outros,
este valor é considerado normal e tipico de amidos nativos. O “normal” varia em um teor de
20-40% de amilose. Portanto, os quatro amidos sao classificados como tal. Ao passo que se 0
amido contivesse um teor de amilose abaixo de 15%, o proprio seria classificado como amido
ceroso e acima de 40%, o teor de amilose seria considerado alto (TESTER; KARKALAS; Ql,
2004).

Referindo-se aos amidos catiénico (AC) e anidnicos, segundo seus fabricantes, sdo
modificados a partir da eterificacdo do amido de milho e oxidacdo da mandioca com hipoclorito
de sédio e/ou perdxido de hidrogénio, respectivamente. A principal diferenca entre os amidos
anidnicos esta associada ao teor de carboxila. O amido aniénico HC 50 (AAhc) possui 0,3% e
0 amido aniénico Superion 3050 (AAs) 1% de COOH (m/m) e apresentaram teor de 30,56 e
23,14% de amilose, nesta ordem. De acordo com Sukhija; Singh; Riar (2017) o teor de amilose
dos amidos oxidados diminui a medida em que se aumenta a concentracdo do oxidante, o que
pode ter contribuido para a notavel diferenca da amilose entre ambos. No entanto, neste
trabalho, ndo é possivel afirmar que a modificacdo reduziu o conteudo de amilose do amido
anioénico em relacdo ao amido nativo, pois a procedéncia da fonte botanica do amido de
mandioca é desconhecida. Todavia, na teoria, 0s conteddos de amilose variam ao se comparar
os amidos nativos e modificados.

Lopez-Silva et al. (2019) observaram que a modificacdo de trés amidos de milho com
diferentes teores de amilose alteraram o conteudo da amilose. Esta alteracdo foi atribuida a
esterificacdo dos amidos que ocorreu principalmente nas cadeias de amilose e aos tratamentos
0s quais os amidos foram submetidos.Wang e Wang (2003) frisaram que realmente a amilose
é mais susceptivel a oxidacdo. Pereira (2014) também observou que a oxidagdo com perdxido
de hidrogénio e hipoclorito de sodio alterou os teores de amilose, reduzindo-os, visto que o
contetdo para o amido de milho nativo encontrado foi de 26,32% e os modificados variaram
de 17 a 22%.
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Como a modificacdo ocorre principalmente nas cadeias de amilose, isto pode justificar
o fato dos amidos anidnicos terem valores de amilose diferentes. O iodo pode ter tido um pior
encaixe nas moléculas de amilose que foram mais suscetiveis a modificagdo, ocasionando uma
cor menos intensa e consequentemente menor teor de amilose.

No que se refere ao teor de umidade dos amidos, os mesmos ndo manifestaram diferenga
entre si (p>0,05) (Tabela 2). Oluwasina et al. (2019) comparou teores de umidade de amido
nativo e oxidado de mandioca com o proposito de obtencdo de filmes a base destes polimeros.
Segundo os autores, o teor de umidade do amido oxidado (11,12%) foi menor que o de amido
nativo (12,38%), citando que o menor conteido de umidade em amidos oxidados ajudaria na
preservacdo da deterioracdo dos bioplasticos, pois conseguiria fornecer menos umidade aos
microrganismos. Contudo, a diferenca foi considerada baixa e torna-se, portanto, dificultoso
afirmar que no caso da umidade a modificacéo influencia diretamente a umidade dos amidos.

5.1.2 Microscopia dos granulos

Os granulos dos amidos dispersos em agua apresentaram comportamentos distintos em
funcdo da temperatura como verificado na Figura 12 e 13. Foi observado que os granulos de
AN obtiveram um aumento visivel de tamanho a partir de 70 °C e ao atingir 90 °C, poucos
grénulos sobraram e estes poucos incharam consideravelmente.

Esta é uma caracteristica tipica da gelatinizacdo de amidos ndo modificados nos quais
de inicio, os granulos exibem comportamento de particulas irregulares e conforme aumenta a
temperatura, 0s granulos absorvem A&gua, levando a hidratacdo da parte amorfa e
consequentemente ao inchago gradual, até o rompimento das ligagdes de hidrogénio e assim
dos granulos (SCHIRMER; JEKLE; BECKER, 2015; TAO et al., 2018).
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Figura 12. Micrografias dos comportamentos dos granulos de amido ndo iénico (AN), catidnico
(AC) e anidnicos HC 50 (AAhc) e Superion 3050 (AAs) de 40 a 90 °C através do microscépio éptico

em aumento de 100x
Fonte: Autor préprio
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Figura 13. Médias das areas dos granulos de amido cationico (AC), aniénicos Superion 3050

(AAs) e HC 50 (AANC) e ndo idnico (AN) em relagéo a temperatura
Fonte: Autor préprio

Han et al. (2019) estudaram as mudancas na estruturas dos granulos de amido de batata
e mandioca e observaram que os tamanhos dos granulos de amido nativo de mandioca
dissolvidos em agua também mudaram de tamanho de acordo com o aumento da temperatura
em 60, 70 e 80 °C. Os autores também relataram que o amido de batata ndo obteve 0 mesmo
comportamento, uma vez que acima de 60 °C, os granulos racharam e rapidamente se
quebraram. Concluindo que a temperatura afetou muito mais o amido de batata em comparagéo
ao amido de mandioca.

Apesar do amido AN estudado neste trabalho ser de batata e ter tido comportamento
distinto ao avaliado por Han et al. (2019), deve ser levado em consideracdo que a fonte botanica
exata pode ndo ter sido a mesma e além disso, 0 amido sollvel PA passou por processos para
se obter alto grau de pureza. Deduzindo, assim, que estes fatores foram determinantes para
observar o amido com diferentes caracteristicas.

Em relacdo aos amidos anidnicos, ndo houve diferenca aparente entre os tamanhos dos
grénulos, mesmo com o aumento da temperatura. Os gréanulos romperam sem que inchassem.
Pereira et al. (2017) estudaram os efeitos da oxidacdo do amido de aveia em trés diferentes
concentracOes de peroxido de hidrogénio (0,5, 1 e 1,5%). Os autores observaram que o amido
oxidado apresentou diminuicdo da entalpia de gelatinizacdo, sugerindo que a oxidacdo
enfraqueceu os granulos de amido através da degradacdo parcial das moléculas da lamela
cristalina e assim, menos energia foi exigida para iniciar a gelatinizacdo, além disso, a oxidagédo
tambem foi responsavel por promover diminui¢do da cristalinidade. Por conseguinte, esta
reducdo das moléculas da lamela cristalina restringiu a capacidade dos granulos de reter 4gua e
de inchar.

Ao contrario dos amidos anidnicos, 0 AC obteve um aumento considerdvel do tamanho
dos granulos a partir de 60 °C e com 90 °C ja nao foi mais possivel observar os granulos,
inferindo que foram rompidos antes de atingir esta temperatura, como observado com clareza
na Figura 13 que apresenta a area dos granulos em fungdo do aumento de temperatura de
aquecimento. Dessa forma, o processo de gelatinizacdo dos amidos catibnicos pode ser
semelhante ao dos amidos nativos. De acordo com Ai e Jane (2015), a modificacdo quimica dos
amidos, tornando-os catiénicos, aumenta o inchaco dos granulos dos amidos e por consequéncia

30



abaixa a temperatura de gelatinizacdo, uma vez que a agregacao destes derivados quimicos
desarranjam a estrutura cristalina dos granulos de amido.

5.1.3 Propriedades de pasta

As analises de propriedades de pasta (Figura 14) podem colaborar na avaliacdo da
intensidade das alteracfes que se sucedem ao modificar amidos (DIAS et al., 2011). Assim
sendo, os parametros de viscosidade dos amidos obtidos através do RVA (Rapid Visco
Analyser) (Figura 15 e Tabela 3) apresentaram comportamentos distintos entre 0s mesmaos.
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Figura 14. Parametros avaliados pelo Rapid Visco Analyser (RVA)
Fonte: Adaptado de Kaur et al. (2009)
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Tabela 3. Propriedades de pasta dos amidos nédo iénico (AN), catiénico (AC) e aniénicos HC 50 (AAHC) e Superion 3050 (AAS)

Amido Temperatura Viscosidade  Viscosidade minima Viscosidade final Breakdown  Setback Tempo de pico
de pasta (°C) maxima (cP) (cP) (cP) (cP) (cP) (min)
AN 75,9 3049,5 + 17,7 17875+ 2,1 32005+21 1262,0 1396,0 50
AC 67,7 5468,5+ 30,4 1448,0 £ 31,1 23915+ 3,5 4020,5 939,5 3,4
AAhc - 113,0+8,5 315+78 485+2]1 81,5 18,0 3,5
AAs - 260+14 25+0,7 11,0+238 23,5 12,0 2,3

cP = centiPoise

A temperatura de pasta refere-se a temperatura na qual se inicia o inchamento dos granulos e consequentemente tem-se um aumento na
viscosidade da solucdo (GALKOWSKA; JUSZCZAK, 2019). Nao se deve confundir com a temperatura de gelatinizacdo, pois nesta Gltima os
granulos perdem sua birrefrigéncia e o processo de expansdo se torna irreversivel (MUCILLO, 2009). Os amidos aniénicos, como Vistos no
microscopio Optico (Figura 10) ndo incham e por isso ndo foi encontrado valores para tais. Lawal (2004) associou a reducdo ou eliminagdo da
temperatura de pasta dos amidos oxidados ao proprio processo de modificacdo que debilitou os granulos durante o processo de modificacao.

Lazzarotto et al. (2017) oxidaram amidos de milho com permanganato de potéassio (KMnQ4) a diferentes concentracées (0,01; 0,02 e 0,05
mol/L). Os autores reportaram que n&o foi possivel determinar a temperatura de pasta para os amidos modificados com a maior concentracéo de
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KMnO4 pois o pico de viscosidade maxima foi muito baixo. A viscosidade maxima ou
pico de viscosidade ocorre ap0s se inicializar o processo de pasta e a viscosidade
aumentar gradativamente até que o inchaco atinja 0 maximo, sem que ocorra ruptura
(ZHU et al., 2018).

Neste estudo os valores de pico de viscosidade apresentaram valores muito baixos
também: 113 cP e 26 cP para 0 AAhc e AAs, respectivamente, com o tempo para atingir
0 pico maximo de 3,5 e 2,3 min. Zhou et al. (2016) observaram que os amidos tratados
com baixa concentracdo do agente oxidante ndo obtiveram diferenca significativa na
viscosidade em relacdo aos amidos nativos, por outro lado, ao adicionar alta concentracdo
do agente oxidante, a viscosidade reduziu consideravelmente. O que indica que os amidos
aniénicos HC 50 e Superion 3050 foram tratados com alta concentracdo do agente
oxidante.

As razdes para a reducdo do pico de viscosidade em amidos oxidados incluem
segundo Sukhija; Singh; Riar (2016) e Kaur; Bhullar (2016) a segregacéo parcial das
cadeias de amido, o que leva a producdo de amidos de baixa massa molar.

Todavia, o fato dos amidos anionicos ndo terem aumento na viscosidade ndo
significa que ndo precisem de aquecimento mediante agitacdo. Sem estes processos nao
é possivel solubilizar os amidos e produzir filmes, por exemplo. Além disso, os amidos
oxidados também sdo insoltveis em agua fria (HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO,
2008). Para Naknaen; Tobkaew; Chaichaleom (2017) a oxidagdo promoveu um aumento
da solubilidade de amidos de jaca modificados com hipoclorito de sédio, mas necessitou
do auxilio do aumento da temperatura.

Em se tratando dos AC e AN, ambos obtiveram temperaturas de pasta e
apresentaram picos de viscosidade maiores que os amidos anionicos. Comparando 0s
dois, 0 AC apresentou menor temperatura de pasta e maior pico de viscosidade. Resultado
semelhante foi encontrado por Kuo e Lai (2007) os quais estudaram as mudangas nas
propriedades de pasta e térmicas de amidos de milho introduzidos com grupos catidnicos.
Estes autores relataram que estes grupos catidnicos introduzidos as moléculas de amido
se repeliam e por isso inibiam as associa¢des intermoleculares. Dessa forma, obteve-se
uma estrutura granular mais enfraquecida e que possibilitou a captacdo de agua mais
rapidamente em comparacdo com o amido ndo modificado. Conclui-se entdo que o0s
amidos catidnicos apresentam menores temperaturas de pasta e maior viscosidade que 0s
amidos ndo modificados.

No que tange o pardmetro da viscosidade minima, o mesmo diz respeito ao menor
valor da viscosidade, quando a temperatura se mantém constante em 95 °C e existe maior
dissolucéo dos granulos do amido (KAPPES et al., 2016). Seguindo essa légica, o AC
apresentou menor viscosidade minima, pois o processo de modificacdo tornou os granulos
mais instaveis e dessa forma houve perda mais rapida da estrutura granular quando
comparado ao AN (KUO; LAI, 2007). Os amidos anidnicos apresentaram valores muito
baixos, 0 que era de se esperar, uma vez que o0s valores de pico de viscosidade foram
muito baixos comparados aos AC e AN.

Através da diferenca entre o pico da viscosidade e viscosidade minima é possivel
determinar o breakdown ou quebra. O mesmo refere-se ao ponto, apdés o pico de
viscosidade, o qual os granulos de amido ndo conseguem mais resistir a forca de
cisalhamento continua e as altas temperaturas e com isso, se rompem, libertando
polimeros de amido e sobras de granulos. A medida em que se reduz o volume de
granulos, ocorre uma reducéo da viscosidade da solugdo (MAJZOOBI et al., 2011).

Assim como 0s outros parametros observados, os amidos anidnicos tiveram
baixos valores de quebra. Sandhu et al. (2008) compararam amidos normais e cerosos
modificados ou ndo por oxidacéo e constataram que os amidos oxidados tiveram reducao
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dos parédmetros de propriedades de pasta, incluindo a quebra. Estas reducdes foram
motivadas por fatores ja citados: introdugdo de grupos carboxilicos e carbonilicos, préprio
processo de modificacdo que enfraqueceu os granulos e diminui¢do da massa molar das
moléculas de amido.

O AC obteve valor bem mais alto de quebra que o AN, decorrente provavelmente
do resultado encontrado do alto valor de pico de viscosidade. Além disso, como ja
mencionado, a quebra pode ter sido maior pois mais granulos se dissolveram devido ao
processo de eterificagdo do AC. Para Chen et al. (2015), a capacidade de formar uma
pasta mais viscosa e consequentemente o aparecimentto de maiores picos de viscosidades
e quebras provém de amidos eterificados.

Ja a tendéncia a retrogradacdo dos amidos ou setback foi avaliada mediante a
diferenca entre a viscosidade maxima apds a solugdo do amido resfriar e sua viscosidade
minima durante temperatura constante de 95 °C. O AN apresentou maior tendéncia a
retrogradacdo, seguido do amido catiénico. Um dos tracos dos amidos nativos é a baixa
estabilidade de estocagem ocasionada diretamente pela alta tendéncia a retrogradacao,
sendo um dos motivos pelos quais os amidos sdo modificados. Por esta razdo, uma das
peculiaridades dos amidos eterificados € justamente a reducao da retrogradacéo (KAUR,;
SINGH, 2016).

Os amidos aniénicos mais uma vez apresentaram valores baixos comparados ao
AC e AN. Uma das caracteristicas dos amidos oxidados é sua menor tendéncia a
retrogradacdo e portanto, acaba sendo bem empregado pela industria alimenticia a qual
busca esta propriedade, uma vez que a retrogradagédo afeta a textura, aceitabilidade e
digestibilidade dos alimentos processados com amidos, a deterioracdo de alguns produtos,
como os panificados e aumenta insatisfatoriamente a perda de dgua em sobremesas
amiléaceas, processo conhecido como sinerese (HORNUNG et al., 2016).

Resultado semelhante foi encontrado por Krdlikowska et al. (2019) os quais
modificaram amidos de milho cerosos de diferentes formas, inclusive por meio de
oxidagdo. Os amidos oxidados apresentaram valores baixos de setback e os autores
associaram a baixa susceptibilidade a retrogradacdo e Zhang et al. (2016) oxidaram
amidos de milho, cana e mandioca e compararam o efeito do vacuo como forma de oxidar
estes amidos. Os autores destacaram que todos os amidos oxidados tiveram grande
diminuicdo dos valores de setback e justificaram que esta reducdo foi motivada pela
introducao dos grupos carboxila e carbonila, os quais foram responsaveis por aumentar o
espaco entre as cadeias de amilose e limitar a formacdo de forcas de ligacéo. Por isso as
pastas foram menos propensas a reaproximacdo durante o resfriamento e reduziu-se,
assim, a tendéncia a retrogradagéo.

Por fim, a viscosidade final expressa o valor da viscosidade alcancado ap6s o final
de ciclo de resfriamento a 50 °C. O AN apresentou o0 maior valor, seguido do AC e amidos
anibénicos com valores muito pequenos de viscosidade. Dessa forma, o AN apresentou
maior propensdo a formar uma pasta viscosa logo ap6s o cozimento e resfriamento.

5.1.4 Estrutura quimica dos amidos e do LAE

Os espectros de infravermelho dos amidos estdo inclusos na Figura 16. Apesar
dos amidos serem oriundos de diferentes fontes botanicas, bem como, os processos de
modificacdo, os espectros foram idénticos. Luchese (2018) avaliou amidos de batata,
milho, mandioca e trigo e também observou que os amidos exibiram ligacdes quimicas
iguais, sendo que 0s picos estavam no mesmo numero de onda, com as mesmas
intensidades.
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Figura 16. Espectros de infravermelho dos amidos n&o ionico (AN), anionicos HC 50
(AAhc) e Superion 3050 (AAS) e catidnico (AC)
Fonte: Autor préprio

Né&o foi possivel observar sequer a modificacdo do amidos, ou seja, a presenca de
bandas caracteristicas como de grupamentos carboxila e carbonila nos amidos aniénicos
gue comprovassem este processo. Para Demiate et al. (2000) a modificacdo € dificil de
ser detectada porque as posi¢Oes dos picos séo semelhantes e a modificagcdo, em sua
grande maioria, induz mudancgas em até um pouco mais de 1% em peso do amido nativo.
Bustillos-Rodriguez et al. (2019) compararam amidos nativos e oxidados a base de trés
cultivares de milho Landrance e uma variedade hibrida deste milho no infravermelho e
relataram que 0s picos 0s quais envolviam a presenca de grupos carboxila e carbonila nos
amidos oxidados nao foram precisos devido ao conteido desses grupos funcionais serem
considerados baixospara deteccdo por FT-IR.

Todavia, as bandas apresentaram caracteristicas tipicas de amidos. A banda larga
que aparece a 3388 cm™ corresponde a umidade e ligagbes de hidrogénio do grupo
hidroxila (O-H) (MALLAKPOUR; EZHIEH, 2017). Em 2931 cm™ houve o surgimento
do pico que representa o estiramentodas ligagcdes C-H dos amidos (OYEYINKA et al.,
2015). O pico a 1644 cm™ revela as ligagdes de hidrogénio intramoleculares (BABU et
al., 2018). A vibracdo em 1419 cm™, por sua vez, indica grupos hidroxilas da ligagio
simples de carbono (HE et al., 2016; AWOKOYA et al., 2018). Por fim, o pico a 1016
cm! pode ser associado & ligagdo C-O que se estende no grupo C-O-C dos anéis de
anidroglucose (LOURDIN et al., 2015).

Jaem relacdo ao LAE, seu espectro se encontra na Figura 17 e a interpretacao dos
picos na Tabela 4.
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Figura 17. Espectros de infravermelho do LAE
Fonte: Autor préprio

N&o h& muitos estudos que relatam o uso do FT-IR para analisar o LAE. Porém,
Gamarra et al. (2018) estudaram a juncdo do LAE com &cido hialurénico com o intuito
de formar complexos i6nicos. O LAE foi investigado sozinho e em duas combinagdes
diferentes com o &cido hialurénico, além deste Gltimo ser investigado sozinho também.
Os autores mencionaram que somente algumas bandas caracteristicas do LAE foram
observadas e se encontram entre 1526 — 1176 cm™ e uma outra em 2927 cm™. Dentre
estas bandas, a de 2927 cm™ foi observada pelos autores e neste trabalho e ¢ tipica de
surfactantes, de acordo com Li; Gallus (2005), os quais citaram também que monémeros
e micelas tém vibragdes nesta faixa de nimero de onda (2857-2931 cm™).

Ja em relacdo as bandas correspondentes a 1542 e 1458 cm, as quais se
encontram dentro da faixa mencionada por Gamarra et al. (2018), estas também sdo
bandas caracteristicas de surfactantes. Mao et al. (2016) investigaram a estrutura quimica
de surfactantes gemini, que sdo aqueles que possuem duas porcdes anfifilicas idénticas
ou diferentes, com a estrutura de surfactantes convencionais ligados por um grupo
espacador. Os autores também encontraram a banda de 1542 cm™e associaram a vibragdo
de dobramento de C-N no acilamino secundario e a de 1458 cm™, foi encontrado um valor
préximo de 1465 cm™, no qual foi relacionado a vibragdo de dobramento de C-H no grupo
metil.

A banda atenuada em 3389 representa grupos hidroxila tipicos de plastificantes
(KAHVAND; FASIHI, 2019). Como o Minerat é constituido de LAE e glicerina, esta
banda esta associada desse modo a glicerina.
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Tabela 4. Principais picos observados na espectroscopia de infravermelho e suas

atribuicdes referentes ao LAE

NGmero de onda (cm™) AtribuicGes Refereréncias bibliograficas
] (OIRERE et al., 2015)
2927 Estiramento C-H
1734 _ (TARAJ et al., 2017)
Estiramento
1655 C=0 (ABDELGHANY et al., 2015)
C-N das vibragoes
de estiramento ou
1542 C-N-H das (L1U et al., 2009)
vibraces de
dobramento
1458 :
CHye OH (CALVINI; GORASSINI, 2002)
1110 - 1042 C-0 (ZHU etal., 2012)

5.2 Producao dos filmes

Foi possivel formar filmes a partir dos diferentes amidos. Os filmes produzidos
apresentaram aparéncia clara e ficaram inodoros, porém exibiram aspectos visuais
diferentes entre si (Figura 18).

Figura 18. Aspectos visuais dos filmes sem e com LAE a base de amido nao idnico
(AN), aniénicos HC 50 (AAhc) e Superion 3050 (AAS) e catidnico (AC)

Fonte: Autor proprio
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5.3 Caracterizacao dos filmes
5.3.1 Estrutura quimica dos filmes

Os espectros de infravermelho de todos os filmes se encontram na Figura 19.
Através desta técnica foi possivel verificar as possiveis interacfes entre 0s componentes
dos filmes. No geral, ndo foi observada diferencas entre os filmes de amidos modificados
ou ndo, com LAE e sem LAE e os espectros foram semelhantes ao dos amidos puros,
cabendo ressaltar que o pico em 2362 cm™ expressa a interferéncia do CO, (IMRAN et
al., 2018).

O filme AAhc sem LAE n&o mostrou com muita evidéncia as bandas. Pode ser
que o filme ndo tenha conseguido absorver com precisao as frequéncias de radiacfes na
regido infravermelha.
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Figura 19. Espectros de infravermelho dos filmes a base de amidos ndo ionico (AN),

aniénicos HC 50 (AANc) e Superion 3050 (AAs) e catibnico (AC) com e sem LAE
Fonte: Autor préprio

Assim como na analise de FT-IR para os amidos, os filmes sem LAE também néo
exibiram diferengas entre si, apesar dos filmes serem de diferentes fontes boténicas e
terem diferentes processos de modificacdo. Luchese (2018) observou em seu trabalho que
os espectros de FT-IR nédo apresentaram diferencas para filmes a base de diferentes fontes
de amido (trigo, milho e mandioca), relacionando este resultado ao fato de que os amidos
séo constituidos pelos mesmos grupos funcionais e 0S mesmos componentes principais
(amilose e amilopectina).

Jaem relacdo aos filmes incorporados com LAE, a semelhanga com os filmes sem
LAE pode estar atribuida ao fato de que o LAE foi incorporado a baixa concentracao
(0,05%), ficando mais evidente os picos caracteristicos dos amidos. Moreno et al. (2017)
produziram filmes a base de blenda de gelatina com amidos oxidados, glicerol e LAE e
constataram que a inser¢do do LAE foi responsavel pelo aparecimento de picos nas
regides de vibragdo em 1730 cm™ e 3400 cmatribuidos aos grupos C=0 e NH, além do
LAE ter promovido a geracao de grupos C=N reagindo com o grupo carbonila do amido
ou amino da gelatina em 1630 cm™, entretanto, é importante salientar que a concentragao
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do LAE utilizada por estes autores foi de 0,5 e 1% em relacéo a solucao filmogénica, isto
equivale a mais de 10% da concentracdo a qual foi usada neste trabalho.

5.3.2 Anélise morfoldgica dos filmes

As imagens dos filmes incorporados com LAE e sem LAE obtidas através do
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) podem ser observadas na Figura 20. Os
filmes, no geral, apresentaram certas irregularidades que podem estar relacionadas a
sujidades aderidas aos filmes ou “fantasmas”, que segundo Maniglia (2012) corresponde
aqueles granulos que ndo foram completamente dissolvidos durante o processo de
gelatinizacdo. Ainda de acordo com a autora, a agitacdo néo suficiente para produzir boa
forga de cisalhamento pode dar origem a granulos constituidos de restos de cadeia de
amilopectina na fase liquida.

Com LAE Sem LAE

Superficie Corte transversal Superficie Corte transversal ’
o (RN WL Y

i o e S P
Figura 20. Imagens do Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) (1000x) da
superficie e corte transversal dos filmes com e sem LAE a base de amido ndo iénico (AN),

anioénicos HC 50 (AANc) e Superion 3050 (AAs) e catidnico (AC)
Fonte: Autor proprio
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Ademais, os filmes a base de AAs tanto com, quanto sem LAE apresentaram uma
superficie mais lisa e homogénea e que pode ter havido menos presenga de “fantasmas”.
Isto pode estar associado ao fato de que este amido ao ser modificado pelo processo de
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oxidacgdo, teve reducdo de sua viscosidade como observado no RVA (Figura 13),
facilitando a agitagéo e favorecendo a dissolucdo dos granulos.

Para o AC, na auséncia de LAE, foi observado uma superficie mais rugosa e em
comparagao com os demais filmes sem LAE, esta caracteristica foi atenuada, porém na
presenca do surfactante, a rugosidade foi reduzida, inferindo que o LAE pode ter sido
responsavel por diminuir a rugosidade do material. Ja em relacdo aos filmes de AN e
AAhc, a incorporacdo do LAE ndo promoveu uma observacdo de diferenca nas
superficies dos filmes.

Entretanto, mediante a técnica utilizada onde os os filmes foram cortados com
auxilio de uma lamina afiada, supde-se que a adicdo do LAE promoveu um aumento da
irregularidade de todos os filmes pela visualizagcdo dos cortes transversais, inferindo que
este surfactante pode ter causado uma interferéncia nas cadeiais do polimero, tornando-
0s mais amorfos e por consequéncia, ocasionando em possivel aumento da flexibilidade
destes materiais, agindo como plastificantes (Tabela 4). Este resultado foi compativel aos
encontrados por Ma; Zhang; Zhong, (2016) e Gaikwad et al. (2017) os quais relataram
também através de analise de morfologia que o LAE foi responsavel por interromper a
estrutura organizada em filmes a base de quitosana.

5.3.3 Espessura

A incorporacdo do LAE resultou em um aumento de espessura para todos os
filmes, exceto para 0 AAhc (Tabela 5), o qual néo apresentou diferenca (p>0,05) com o
filme controle. Haghighi et al. (2019) nédo encontraram diferenca (p>0,05) entre os filmes
com LAE (0,1%) e sem LAE a base de quitosana, gelatina e tendo blenda e laminagéo
destes polimeros. Os autores alegaram que a concentracdo de 0,1% foi insuficiente para
aumentar a espessura dos materiais. No entanto, deve se levar em consideragdo que tanto
a quitosana quanto a gelatina sdo polimeros diferentes do amido e por isso durante o
processo de secagem, as perdas volateis e as ligacdes que ocorreram entre 0S compostos
podem ter sido diferentes, ja que variam de polimero para polimero.

Tabela 5. Espessura média dos filmes a base de amido ndo i6nico (AN), amidos
anidnicos HC 50 (AAhc) e Superion 3050 (AAs) e amido catiénico (AC) com adicao
de 0,05% de LAE e sem sua adicdo

Filmes Espessura (mm)
AN com LAE 0,145 + 0,001°
AN sem LAE 0,127 + 0,001
AAhc com LAE 0,136 + 0,003
AAhc sem LAE 0,136 + 0,001
AAs com LAE 0,134 % 0,005°
AAs sem LAE 0,122 + 0,001¢
AC com LAE 0,159 + 0,0042
AC sem LAE 0,136 + 0,002

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de
5%.
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Para Shaikh et al. (2019), o processo de modificacdo de amido nédo intefere na
espessura dos filmes a base destes, porém neste trabalho, mesmo utilizando a mesma
gramatura, comparando separadamente os filmes a base de amido com LAE e sem LAE,
houve diferenca entre si (p<0,05). Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que os
amidos ndo apresentam a mesma fonte boténica, assim, neste trabalho ndo se pode
concluir que a modificagéo interferiu na espessura dos materiais.

Com LAE, o filme de AC obteve a maior espessura, seguido do AN e os aniénicos
AAhc e AAs, nesta ordem. Ja nos filmes sem a incorporacdo do LAE, os filmes de AC e
AAhs ndo apresentaram diferenca significativa, exibindo os maiores valores de espessura,
seguidos do AN e AAs. Segundo Basiak; Lenart; Debeaufort, (2017) um teor mais baixo
de amilose resulta em diminuicdo da espessura e da heterogeneidade dos materiais, devido
a retragdo do gel de amido durante a secagem a qual e favorecida pelo préprio menor teor
de amilose e por isso a mesma beneficia a obtencdo de filmes mais homogéneos, menos
densos e por conseguinte, filmes mais finos. Resultado ficou em conformidade com ao
encontrado neste trabalho, uma vez que os amidos AAhc e AC apresentaram 0s maiores
teores de amilose (Tabela 2) e maiores espessuras.

5.3.4 Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas sdo responsaveis por indicar tanto a qualidade, quanto
a aplicacdo dos materiais (SUN et al., 2018). Os valores das propriedades mecanicas dos
filmes em relacdo a resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura e médulo de elasticidade
estdo citados na Tabela 6.

Tabela 6. Propriedades mecanicas dos filmes a base de AN (amido ndo idnico), AAhc
(amido aniénico HC 50), AAs (amido anionico superion) e AC (amido catidnico), com e
sem incorporacdo de LAE

Filmes Resisténcia a tracdo  Alongamento na Modulo de
(MPa) ruptura (%o) Young (MPa)

AN com LAE 5,67 = 0,29° 116,41 + 5,69 3,16 + 0,09°
AN sem LAE 21,74 +1,722 29,27 + 0,68° 73,13 + 13,062

AAhc com LAE 5,18 + 0,53° 93,62 + 2,21 4,30 +0,20°
AAhCc sem LAE 11,50 +0,31° 41,57 + 3,72¢ 20,01 + 3,45°

AAs com LAE 2,93 +0,25¢ 61,58 + 11,61° 4,17 + 0,66°
AAs sem LAE 6,50 + 1,61° 35,79 + 0,34¢ 19,50 + 2,51°
AC com LAE 2,65 + 0,33¢ 119,63 + 0,212 1,18 + 0,06°

AC sem LAE 5,46 + 0,48° 86,44 +517° 3,76 +0,10°

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.

O LAE, no geral, mudou (p<0,05) as propriedades mecénicas dos materiais em
relacdo a todos os parametros avaliados. A resisténcia a tracdo, ou seja, a resisténcia do
material & deformacdo por alongamento quando submetido & uma forca (CARVALHO et
al., 2017), de todos os filmes, foi reduzida mediante a incorporacdo deste agente
antimicrobiano. Como observado na analise de MEV, o LAE pode ter agido como um
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plastificante, tendo assim, aumentado a distancia entre as cadeias e reduzido a interacao
polimero-polimero.

Além disso, de acordo com Rodriguez et al. (2006) quando ha glicerol na
formulacéo, a adicdo de surfactantes causa um grande impacto na redugéo da resisténcia
atracdo. Isto € justificado por um possivel efeito sinérgico entre o glicerol e o surfactante.
Os autores também citaram que devido as moléculas de surfactante apresentarem
tamanhos pequenos, as mesmas podem entdo permanecer entre as cadeias de amido, da
mesma forma que o glicerol, resultando em aumento da mobilidade das cadeias e do teor
de plastificacdo. A fracdo hidrofilica do surfactante pode interagir com a &gua,
favorecendo sua influéncia nas cadeias de amido.

Esta explicacdo também esclarece o porqué do alongamento da ruptura ter
aumentado tanto ao incorporar o LAE nos filmes. Este pardmetro indica o quanto o filme
¢ capaz de estirar antes da ruptura, ou seja, sua flexibilidade e extensibilidade
(GONCALVES et al., 2019a).

Como o surfactante pode apresentar sinergia com os plastificantes, o
comportamento inverso do alongamento na ruptura em comparacao a resisténcia a tracao,
isto é, houve consideravel aumento do alongamento na ruptura dos filmes com a adicéo
do LAE. Isto pode estar relacionada a diminui¢do das ligacGes intermoleculares entre
amilose, amilopectina e amilose-amilopectina acometida pelo plastificante e surfactante
na matriz do amido, fazendo com o que houvesse substituicdo por ligacdes de hidrogénio
construidas entre o glicerol, LAE e moléculas de amido, o que acabou promovendo filmes
mais flexiveis, por acdo das mobilidades das cadeias (SANYANG et al., 2015).

Zhong; Li, (2011) adicionaram glicerol e surfactantes: tween 20, tween 80 e
mistura de tween 20 e 80 em filmes a base de amido de kudzu com &cido citrico e também
constataram que a adicdo de glicerol e os trés diferentes tipos de surfactantes foram
responsaveis por reduzir a resisténcia a tracdo e aumentar o alongamento da ruptura dos
materiais.

Além disso, foi observado que os dois filmes que apresentaram a maior espessura
(Tabela 5), AN e AC com LAE, apresentaram também os maiores valores de alongamento
na ruptura: 116,41% e 119,63%, respectivamente. Isto pode estar associado novamente
ao efeito plastificante do LAE que aumentou tanto o volume livre entre as cadeias dos
polimeros quanto a flexibilidade destes materiais (MARENGO; VERCELHESE; MALLI,
2013). O fato do aumento mais evidente neste dois filmes pode estar relacionada a
interacdo LAE-surfactante que pode ndo ter ocorrido entre estes dois polimeros e o LAE,
uma vez que o polimero catiénico tem carga positiva e 0 ndo iénico ndo tem carga, isto
é, ndo sdo de cargas opostas ao surfactante catidénico, podendo inferir que o LAE pode ter
ficado mais disperso, ou seja, ndo ligado aos polimeros (interacdo eletrostatica), por
consequéncia, atuando melhor como plastificante e ocasionando em aumento de
espessura destes dois materiais.

Baixa resisténcia a tracao e altos valores de alongamento na ruptura resultam em
baixos valores de modulo de elasticidade ou médulo de Young. Em se tratando deste
ultimo, o mesmo refere-se a rigidez do material, dessa forma, quanto maior o modulo de
young, mais rigido se encontra o filme (GONCALVES et al., 2019b). Neste trabalho, os
filmes a base de amido néo idnico e anidnicos tiveram diminui¢édo (p<0,05) de sua rigidez,
entretanto, a adicdo do LAE ndo afetou significativamente o amido catidnico neste
quesito. Pode ser que como o AC ja apresentava baixo valor de modulo de Young, a
adicdo do LAE em pouco interferiu na sua rigidez.

O possivel efeito sinérgico do LAE-glicerol também pode ter influenciado na
reducdo da rigidez dos materiais. Maniglia et al. (2019) investigaram que filmes a base
de amido de mandioca incorporados com o biosurfactante MEL (manosileritritol lipidio)
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e observarem reducdo do modulo de Young em comparagdo com o filme controle (sem o
biosurfactante). Os autores consideraram que além do amido poder ter interagido com o
MEL através de ligacdes de hidrogénio encontradas nas duas moléculas, o efeito sinérgico
MEL-glicerol, deram origem a filmes menos rigidos e mais flexiveis.

5.3.5 Indice de intumescimento, solubilidade e TPVA

O indice de intumescimento, teor de solubilidade e TPVA dos filmes estdo
descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Indice de intumescimento, solubilidade e TPVA dos filmes a base de AN (amido
néo iénico), AAhc (amido aniénico HC 50), AAs (amido anidnico superion) e AC (amido
catibnico), com e sem incorporacao de LAE

Filmes intun:gsccl:li(r:se(:ﬁo(%) Solubilidade (%) égTJz/\r/nAZ\/((j%a)
AN com LAE 78,65 + 1,06° 21,11 + 0,05¢ 470,02 + 23,732
AN sem LAE 74,22 +11,66° 19,31 + 1,72¢ 204,60 + 6,13¢
AAhc com LAE 110,53 + 7,55° 45,47 + 6,49° 332,02 + 27,14°
AAhc sem LAE 78,85 + 2,00° 22,76 +0,77¢ 229,92 + 2,29¢
AAs com LAE - 100 + 0,00? 309,32 + 6,40
AAs sem LAE - 100 + 0,00? 360,08 + 10,87"
AC com LAE 173,87 + 5,10 33,50 + 0,00° 425,56 + 13,05°
AC sem LAE 157,87 + 6,40 17,54 + 1,16° 256,91 + 3,23«

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.

Durante o intumescimento do material, seu volume é aumentado como resultado
da difusdo de moléculas de &gua para si, permanecendo estas moléculas na fase
polimérica. Assim, o indice de intumescimento indica a manutencdo da qualidade da
embalagem, podendo também interferir na qualidade do alimento durante o
armazenamento e no processo de degradacdo do material. Quando o valor é alto, 0s
materiais sdo degradados mais rapidamente, pois é necessario afinidade com a agua para
0S microrganismos agirem no processo de degradacdo (HASHEMI; MOUSAVI
KHANEGHAH, 2017).

Quanto aos resultados observados, ndo foi possivel calcular o indice de
intumescimento dos filmes a base de amido aniénico Superion 3050 (AAs), tanto com
LAE, quanto sem LAE pelo fato de que estes se dissolveram ao entrar em contato com a
agua. Ademais, os filmes sem LAE: AN, AC e AAhc tiveram grande aumento de
intumescimento ao entrar em contato com a dgua. De acordo com Thiré et al. (2004), os
filmes de amido adsorvem agua com facilidade devido ao seu carater hidrofilico.

No que diz respeito aos filmes a base de amido catidnico (AC) e ndo idnico (AN),
a insercdo do LAE na matriz polimeérica ndo alterou (p>0,05) o inchamento destes
materiais, no entanto, o0 aumento do inchamento foi de 4,425% e 16% respectivamente
para 0 AN e AC. Ja o filme a base de amido anidonico HC 50 (AAhc) obteve aumento
(p<0,05) de 31,68% neste requisito.
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Segundo Kavoosi; Dadfar; Purfard, (2013) os compostos hidrofilicos em
solventes polares sdo responsaveis por aumentar o inchaco do filme, enquanto os
compostos hidrofébicos reduzem ou mantem este inchaco. Como o LAE é um surfactante
e por isso é constituido por uma parte hidrofilica e outra hidrofébica, a parte polar ou
hidrofilica do LAE conhecida como cabeca pode ter interagido com as cadeias do
polimero anidnico, aumentando seu inchaco. Enquanto que com os filmes AN e AC esta
interacdo pode ndo ter ocorrido, uma vez que o amido catidnico possui carga positiva e o
amido ndo ibnico ndo é carregado. Assim, ndo havendo interacdo, ndo houve ligacao entre
as cadeias do polimero com o surfactante, mantendo seu inchaco.

Em se tratando do teor de solubilidade dos filmes, este representa a porcentagem
do material o qual ¢ dissolvido em agua, a uma determinada temperatura (CARDOSO,
2017). E um importante indicador pra a aplicacdo de materiais para embalar alimentos.
Tanto os filmes de alta solubilidade, quanto os de baixa podem ser utilizados pela
indUstria de embalagem de alimentos. Sendo assim, quando ocorre total solubilizacdo em
agua, este filme pode ser usado para embalar alimentos semiprontos, 0s quais requerem
cozimento em agua e se dissolverdo no meio, ndo havendo residuos ou até mesmo quando
o filme ¢ planejado para ser ingerido, se tratando no caso de um filme comestivel. Por
outro lado, filmes que apresentam baixo teor de solubilidade podem ser usados para
protegerem alimentos liquidos ou pastosos 0s quais possuem alta atividade de agua
(FAKHOURI et al., 2007; LUCHESE, 2018).

Os filmes a base de amido aniénico Superion 3050 (AAs), incorporados ou nao
com LAE, dissolveram por completo em agua, podendo ser devido ao processo de
modificacdo — oxidacdo que o amido foi submetido. De acordo com Zamudio-Flores et
al. (2009) a oxidac&o produz maior efeito hidrofilico nas caracteristicas dos amidos e nos
filmes desta base, aumentando consideravelmente a solubilidade destes materiais. O
AAhc também € oxidado, mas ndo se dissolveu por completo na &gua, iSSo porque como
jacitado o AAhc possui menor teor de carboxila inferindo que a oxidacdo foi mais branda
para este amido.

O que ocorre com o0 aumento da solubilidade com filmes a base de polimeros
anidnicos provém do efeito do pH ao oxidar amidos. Quando se adiciona peroxido de
hidrogénio ou hipoclorito de sodio no processo de oxidacdo, o pH aumenta devido a
alcalinidade destes compostos. Isto faz com que a medida em que o pH aumenta, aumenta
progressivamente a carga negativa do polimero (devido ao maior grau de ionizagéo),
resultando em uma expansdo conformacdo helicoidal da amilose a partir da repulséo da
carga e consequentemente aumento da solubilidade dos materiais provenientes destes
polimeros (Bertuzzi; Armada; Gottifredi, 2007).

Sendo assim, a maior quantidade de cargas negativas presentes no AAs foi
responsavel por aumentar a solubilidade dos filmes. O pH também tem influencia nas
cargas de proteinas, com isso, proteinas de soro do leite em pH>6 sédo carregadas
negativamente. Dessa forma, Tavares (2015) avaliou em um dos parametros a
solubilidade do filme a base de proteina do soro do leite carregada negativamente e
constatou que os filmes também se dissolveram completamente.

Em relacdo a insercdo do LAE, esta aumentou (p<0,05) a solubilidade dos filmes
AAhc e AC. Segundo Haghighi et al. (2020) isto pode estar associado tanto a natureza
hidrofilica do material quanto ao baixo coeficiente de particdo de equilibrio de &gua e
0leo do LAE (Koa<0,1), tendendo este composto a uma alta afinidade pelas moléculas de
agua.

Ja em relacdo ao filme a base de AN, o LAE ndo alterou (p>0,05) a solubilidade
e também como ja mencionado o indice de intumescimento ndo foi afetado, mas
influenciou na taxa de permeabilidade ao vapor d’agua. A TPV A aponta a quantidade de
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agua que permeia por unidade de area e tempo através dos filmes, sendo uma propriedade
importante, posto que espera-se que os filmes apresentem altas barreiras & umidade a fim
de preservar determinadas caracteristicas da textura dos alimentos como maciez,
crocancia e firmeza (GONTARD et al., 2011).

Como visto nas propriedades mecéanicas, o LAE pode ter agido em sinergia com
o glicerol e por isso ter aumentado a plastificacdo dos filmes AN, AC e AAhc. No filme
AN, este aumento do efeito plastificante ficou mais evidente pois estes filmes eram mais
rigidos inicialmente sem o LAE (Tabela 6), consequentemente, a TPVA destes filmes
foram bem altas. De acordo com Guimardes et al. (2015) a estrutura quimica do polimero,
bem como, outros fatores como densidade, cristalinidade, reticulagdo, plastificante,
sensibilidade a umidade e temperatura influenciam na TPVA. Dentre esses fatores, a
plasticidade é considerada um dos principais motivos para aumentar a TPVA, pois €
favoravel a adsorcéo e absorcao de agua, justamente devido ao aumento da mobilidade
das cadeias do polimero, aumentando o volume livre do material.

Por outro lado, o filme AAs manteve (p>0,05) a TPVA, o que pode ser justificado
pelo menor efeito plastificante do LAE neste filme, o qual apresentou menor alongamento
na ruptura dos filmes com LAE (Tabela 6) e que como ja citado foi mais evidente o efeito
plastificante do LAE nos filmes a base de AC e AN.

5.3.6 Propriedades dpticas

Os filmes apresentaram aspecto claro (altos valores de L*), tendéncia a cor
vermelha (valores positivos de a*), amarela (valores positivos de b*) e pouco opacos
(Figura 18) (Tabela 8). Estes parametros sdo indicadores positivos quando se quer uma
embalagem para alimentos que permita ao consumidor observar o produto embalado
(MURIEL-GALET et al., 2014).

Tabela 8. Parametros de cor dos filmes a base de AN (amido ndo i6nico), AAhc (amido
aniénico HC 50), AAs (amido anidnico superion) e AC (amido catiénico), com e sem
incorporacdo de LAE

Filme L* ax b* Opacidade (560nm)
AN com LAE  96,95+0,03° 0,04 +0,01° 0,75 + 0,08° 7,58 +0,09%
ANsem LAE  97,96+0,07* 0,21 +0,03" 1,22 +0,15% 5,31 + 0,96°
AAhccom LAE 96,92 + 0,04¢ 0,03 + 0,00° 0,33 +0,03¢ 7,70 £ 0,10%
AAhc sem LAE 96,70 + 0,15% 0,05 + 0,0 0,44 + 0,09% 7,83 +0,64°
AAscom LAE 96,91 + 0,06° 0,04 +0,0° 0,41 + 0,05« 7,70 £ 0,14
AAssem LAE 96,87 £0,09% 0,06 + 0,00 0,50 +0,21¢ 7,74 £ 0,92%
ACcom LAE  96,79+0,04< 0,01 +0,00° 0,56 + 0,04 7,98 + 0,09
ACsem LAE  97,27+0,03° 0,11 +0,02° 1,08 + 0,04 6,74 + 0,51

*Letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de5%.
**L* = Luminosidade (0-100); a*= (verde (-a,0) — vermelho (0,+a)); b*= (azul (-b,0) — amarelo (0,+b))

A incorporacdo do LAE alterou (p<0,05) os parametros L*, a* e b* dos filmes AN

e AC. No entanto, essa mudanca foi muito baixa em comparagdo ao Seus respectivos
controles. Sendo assim, pode se afirmar que o LAE influenciou muito pouco na cor dos
filmes. Isto pode estar relacionado ao fato de que o LAE é incolor. Kashiri et al. (2016)
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avaliou filmes de zeina com duas concentracOes diferentes de LAE: 5 e 10%. A Unica
diferenca observada foi em relacdo ao parametro L*, no qual os filmes que continham
LAE apresentaram valores proximos a 90 e o filme controle (sem LAE) proximo a 88. Os
autores também consideraram esta diferenca baixa e citaram que a cor foi mantida.

Em relacdo a opacidade (0-100), valores baixos indicam filmes transparentes,
enquanto valores altos indicam filmes opacos, ou seja, quanto maior o valor encontrado,
maior a opacidade (ALMEIDA et al., 2013). A incorporacdo do LAE, aumentou a
opacidade dos filmes AN e AC. Segundo Villalobos et al. (2005) diferenca na opacidade
dos materiais estd diretamente relacionada com a estrutura interna do filme formada
durante o processo de secagem, que por sua vez, é influenciada pela estrutura da solucéo
filmogénica inicialmente e durante a secagem.

Como ja mencionado nas propriedades antimicrobianas, de acordo com Asker;
Weiss; Mcclements (2009) e Loeffler et al. (2014) polimeros anidnicos interagem com
surfactantes de cargas opostas. Logo,o0 que pode ter contribuido para a manutencdo dos
parametros L*a*b* e opacidade nos filmes a base de amido anidnicos incorporados com
LAE esta relacionada a melhor distribuicdo do LAE no filme, em consequéncia desta
interacdo polimero-surfactante.

Segundo Haghighi et al. (2019), um dos fatores que influencia na opacidade dos
filmes esté associada a distribuicdo do surfactante na rede dos polimeros. De toda forma,
0 aumento da opacidade destes filmes (AC e AN com LAE) foi também baixa, assim
como nos parametros de L*, a*e b*.

5.3.7 Andlises antimicrobianas

Foi observada formacdo de halos de inibicdo somente em torno dos filmes
incorporados com LAE (Tabela 9), sendo assim, a agdo antimicrobiana destes filmes
contra 0s microrganismos testados: as bactérias gram-positiva Staphylococcus aures,
gram-negativa Escherichia coli e o fungo Penicillium sp. estdo diretamente ligadas ao
efeito antimicrobiano do LAE.

Né&o foi observada atividade antimicrobiana inerente do polimero, isto significa
que a modificacdo do amido ndo afetou os microrganismos. Esta hipdtese foi levantada,
pois a quitosana, um polimero catidnico, possui efeito antimicrobiano conhecido
justamente devido a sua natureza catibnica que interage e forma complexos de
polieletrolitos com polimeros &cidos produzidos na superficie celular bacteriana e produz
distdrbios nas fung¢bes de membrana de microrganismos (MUZZARELLI et al., 1990).

Tabela 9. Médias dos halos de inibicdo (mm) dos filmes a base de amido néo idnico
(AN), amidos anidnicos HC 50 (AAhc) e Superion 3050 (AAs) e amido cationico (AC)
com adicdo de 0,05% de LAE frente as bactérias Staphylococcus aureus (S. aureus),
Escherichia coli (E. coli) e o fungo Penicillium sp.

Filme S.aureus E. coli Penicillium sp.
AN com LAE 14,74 + 0,47°A 7,99 + 0,45% 7,74 £ 0,818
AAhc com LAE 15,87 + 0,68 8,72 +0,79%® 9,43 +0,70%®
AAs com LAE 16,28 + 0,30% 8,96 + 0,63% 9,49 + 0,91%
AC com LAE 14,36 + 0,347 8,39 + 0,48% 9,80 + 0,81%8

*Letras minGsculas iguais, na mesma coluna, e letra maiusculas iguais, na mesma linha, ndo diferem entre
si pelo Teste de Tukey a nivel de significancia de 5%.
**Tamanho dos halos estéo inclusos o tamanho dos filmes (d=6 mm).

47



*** Para todos os filmes sem incorporagdo de LAE ndo foi observado efeito inibitorio.

Em relacdo a agdo antimicrobiana dos filmes incorporados com LAE frente a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus foi observado que os maiores halos de
inibicdo foram formados pelos filmes a base de amidos anidnicos (p<0,05), seguidos dos
filmes a base de AC e AN os quais ndo apresentaram diferenca (p>0,05) entre si.

Todavia, este resultado contradiz os resultados reportados na literatura. As cargas
negativas dos amidos aniénicos geralmente interagem com surfactantes de cargas opostas
(carga positivas) que consequentemente reduz a liberagdo do agente antimicrobiano.
Asker; Weiss; MCClements (2009) investigaram a interacdo entre a pectina (polimero
anidnico) e o LAE e constataram que houve uma interacdo eletrostatica entre o polimero
anibnico e o surfactante positivo, formando complexos. Esta complexacdo segundo os
autores afeta a capacidade antimicrobiana do LAE. Para Loeffler et al. (2014) a formagéo
de complexos entre o LAE e um polimero ani6nico influencia na liberagdo do composto
pois a interacgdo acaba dificultando sua liberag&o.

A resposta entdo em relacdo a maior atividade antimicrobiana dos filmes a base
de amidos anidnicos incorporados com LAE contra a bactéria Staphylococcus aureus
pode estar relacionada a sua solubilidade, a qual demostrou que os filmes a base dos
amidos aniénicos com LAE se dissolveram mais que os filmes a base de AC e AN.

Foi verificada (Tabela 7) uma maior dissolucéo dos filmes aniénicos ao entrarem
em contato com a agua. Isto pode por consequéncia ter o mesmo efeito em meios de
cultura que se encontram Umidos ao entrarem em contato com os filmes e esta dissolugédo
pode ter facilitado a difuséo do agente antimicrobiano.

A dissolucdo descrita pode ser verificada na Figura 21, onde os filmes a base de
AC e AN com LAE sdo vistos integros e com clareza, enquanto o filme a base de AAhc
apresentou avarias e o filme a base de AAs, que como ja relatado foi altamente solavel,
quase ndo consegue ser Visto.
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B | AAhc “sf‘f..:— AAs \
Figura 21. Comparacdo visual entre os halos de inibi¢do dos filmes com LAE a base de
amido ndo idnico AN, amidos aniénicos HC 50 (AAhc) e Superion 3050 (AAs) e amido
catibnico (AC), respectivamente, frente a S. aureus (12 linha), E coli (22 linha) e
Penicillium sp. (32 linha)

Fonte: Autor préprio

Moreno et al. (2017) estudaram filmes a base de blenda de amido de milho e
gelatina, glicerol e LAE ou lisozima produzidos pelo método “casting” ou compressao.
Os autores observaram que o filme incorporado com LAE e produzido pelo método
“casting” foi o mais soltvel, além do que, 0s autores avaliaram também a migracéo do
LAE em &gua e simulantes hidrofilicos e hidrofobicos, chegando a conclusdo que no
simulante hidrofilico, a migracéo foi relativamente maior do que no hidrofdébico. Foi
atribuida a esta alta migracdo em compostos hidrofilicos a alta solubilidade do material,
considerando realizar uma reticulagéo dos filmes para limitar a migracéo rapida, caso esta
nédo seja desejada.

J& em relacdo a bactéria gram-negativa E.coli, houve efetividade antimicrobiana
(Tabela 8), porém nédo houve diferenca (p>0,05) quanta esta efetividade entre os filmes.
Neste caso, a maior dissolucdo dos filmes a base de amidos aniénicos néo interferiu na
atividade antimicrobiana. Como as bactérias gram-negativas sao mais resistentes aos
agentes antimicrobianos (MACHADO et al., 2012) entende-se que a concentracdo do
LAE presente nos filmes, mesmo que seja liberada com maior facilidade, ndo foi
suficiente para aumentar a atividade antimicrobiana dos filmes (Figura 21).

Além disso, a efetividade antimicrobiana de todos os filmes testados com LAE
(AN, AAhc, AAs e AC) emrelacdo a E. coli foi menor (p<0,05) em comparagéo a bactéria
S. aureus. Isto geralmente ocorre pois estas bactérias sdo constituidas por estruturas
diferentes. As bactérias gram-negativas possuem uma membrana extena, a qual ndo existe
nas bactérias gram-positivas e que é definida como uma bicamada lipidica, onde
internamente é composta por fosfolipidios e externamente por lipopolissacarideos,
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dificultando a permeacdo ativa do agente antimicrobiano na membrana plasmatica
(MALANOVIC; LOHNER, 2016).

Higueras et al. (2013) produziram filmes a base de quitosana, glicerol e diferentes
concentragOes de LAE (1, 5 e 10%) e também observaram que os filmes obtiveram maior
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (Listeria monocytogenese
Staphylococcus aureus) do que gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas putida e
Salmonella enterica).

Quanto a comparacdo da atividade antimicrobiana dos quatro filmes frente ao
fungo Penicillium sp., os filmes AAs, AAhc e AC apresentaram maior efeito
antimicrobiano e ndo obtiveram diferenca entre si (p>0,05). Ja o filme AN apresentou o
menor halo de inibicdo. Este resultado também aponta maior facilidade de difusdo do
agente antimicrobiano através da dissolugdo dos filmes (Figura 21), que neste caso,
incluiu o AC, o qual obteve mais tempo para se dissolver, ja que o tempo de incubacéo
do fungo Penicillium sp. (48 horas) é maior do que em relacdo as bactérias (24 horas).

Por fim, os resultados encontrados em relacdo ao fungo Penicillium sp. foram
semelhantes aos encontrados frente a bactéria E. coli, isto é, ndo houve diferenca (p>0,05)
entre os tamanhos dos halos formados pelos filmes em relacdo a estes dois
microrganismos, exceto para o filme a base de AC o qual apresentou ser mais eficiente
em relacdo a bactéria gram-negativa do que ao fungo. Além disso, como observado, 0
Penicillium sp. demonstrou ser mais resistente a0 LAE, assim como a E .coli,
apresentando halos de inibicdo menores (p<0,05) do que em relacdo a bactéria S. aureus.

Higueras et al. (2013) também observaram atividade antimicrobiana de filmes a
base de quitosana incorporados com LAE em fungos e mencionaram que esta atividade
frente a Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides e Penicillium chrysogenum, foi
menor, sugerindo que estes sdo realmente mais resistentes ao LAE.

Ficou evidente o potencial antimicrobiano do LAE para uma variedade de
microrganismos tanto para bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos,
observando que os filmes serviram como veiculos para liberacdo do LAE e demonstrando
que a estrutura do filme interfere nesta liberacao.
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6 CONCLUSAO

Os filmes foram desenvolvidos e obtiveram caracteristicas singulares. Foi
observado que a modificacdo dos amidos, com a adicdo de cargas, mudou nao s6 o
polimero, mas as caracteristicas dos filmes provenientes destes polimeros, principalmente
nas propriedades hidrofilicas e mecéanicas.

A adicdo do LAE também promoveu mudangas nas propriedades dos filmes,
tornando-os, no geral, mais flexiveis e menos rigidos, possivemente devido ao efeito
plastificante do LAE ou interacdo deste surfactante com o glicerol.

O LAE também tornou os filmes antimicrobianos, comprovando sua acéo
antimicrobiana, em relacdo as bactérias gram-positiva Staphylococcus aureus, onde se
destacou, e também a gram-negativa Escherichia coli e fungo Penicillium sp.

Visto que os filmes incorporados com LAE apresentaram amplo efeito
antimicrobiano contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos, estes podem
ser utilizados para embalar diversos alimentos.

Os filmes a base de amido anidnicos, catiénico e ndo idnico até mesmo sem o
agente antimicrobiano tém potencial para serem utilizados pela inddstria de embalagem
de alimentos, sendo que o filme a base de amido anibénico Superion 3050 (AASs) é
indicado, devido a alta solubilidade, para ser aplicado em produtos semiprontos nos quais
requerem cozimento e logo, o filme ao entrar em contato com & agua, se dissolve, ndo
gerando residuos e os demais podem ser usados para embalar produtos que contenham
alta atividade de agua. Ja os filmes ativados com LAE podem ser empregados nos mesmos
alimentos, podendo até excetuar os filmes a base de amido aniénico HC 50 (AAhc) e
catibnico (AC), os quais o LAE foi responsavel por aumentar sua solubilidade e
consequentemente talvez adiciona-los ao grupo de filmes para embalar produtos
semiprontos. Ainda € importante salientar que os alimentos acondicionados com estes
materiais ativos tendem a ter uma maior validade comercial.

Além disso, todos todos os filmes apresentaram alta claridade e baixa opacidade,
sendo entdo indicados para embalar produtos que ndo tenham sensibilidade a oxidagéo
lipidica ou perda de compostos bioativos pela luz, ou ainda serem utilizados laminados
em filmes de maior opacidade.

Espera-se que a legislacdo no Brasil e em outros paises que ainda ndo permitem o
uso do LAE, o libere, pois além de ja ser dito um GRAS pela FDA, paises desenvolvidos
mais uma vez se sairam na frente ao pesquisar e usar este agente antimicrobiano.
Salientando que 0 mesmo seria mais uma opcdo para a industria alimenticia brasileira,
uma vez que o pais se encontra entre os grandes produtores de alimentos.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Utilizacdo de somente uma fonte boténica de amido a ser modificada para dar
origem a amidos cationicos e anidnicos e posteriormente realizar as analises que
foram realizadas neste trabalho nas mesmas;

Realizacdo de andlises das propriedades de pasta das solucbes de amido
incorporadas com o LAE, para verificar possiveis mudanca que o LAE pode
promover nas propriedades de pasta;

Realizacdo de andlises de Difracdo de Raios X, tanto nos amidos, quanto nos
filmes, para avaliar o grau de cristalinidade dos proprios;

Realizacdo de ensaios de migracdo dos filmes incorporados com LAE, em
diferentes simulantes, com o intuito de avaliar a liberagdo do LAE em matrizes
alimentares distintas;

Avaliacdo da solubilidade observando quais componentes (Glicerol, LAE ou
amido) sdo perdidos durante contato com a agua;

Aplicacdo dos filmes em diferentes matrizes alimentares para observar o efeito
antimicrobiano in vivo dos filmes incorporados com LAE;

Realizacdo de analise sensorial dos produtos acondicionados com as embalagens
a base de amidos incorporados com LAE para verificacdo da possibilidade do
LAE ter modificado o flavor dos produtos;
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