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RESUMO

A busca pelo desenvolvimento de embalagens sustentaveis inteligentes, produzidas por meio
da utilizacdo de matérias-primas renovaveis amplia-se constantemente, ndo somente pelas
questBes ambientais, mas também pela crescente demanda de alimentos mais frescos e
minimamente processados. Dessa forma, a utilizacdo de biopolimeros como a quitosana (Q) e
a nanofibrila de celulose (NFC) tem apresentado um elevado potencial no desenvolvimento de
filmes biodegradaveis em substituicdo aos plasticos convencionais, provenientes de
combustiveis fosseis como o petréleo. A nanofibrila de celulose é utilizada como material de
reforco, aumentando a resisténcia mecanica dos filmes. Além disso, outros compostos podem
ser adicionados a base dos filmes, sejam orgénicos ou inorganicos, a fim de melhorar ou até
mesmo gerar outras propriedades, como por exemplo, acdo antimicrobiana e antioxidante.
Assim, o TiO, vem sendo estudado como um componente que, ao ser incorporado aos filmes
de quitosana/nanofibrila de celulose, promovem inibicdo bacteriana. A vista disso, nesse
trabalho foram preparados filmes hibridos de Q/TiO,/NFC em diferentes concentracdes para
avaliar seu potencial para aplicacdo em embalagens flexiveis para alimentos. A caracterizacdo
dos filmes foi feita por analise termogravimétrica (TGA), Infravermelho (FTIR), Microscopia
eletronica de varredura (MEV) e Difracdo de Raios X (DRX). Também foram analisadas
propriedades fisico-quimicas, umidade, permeabilidade ao vapor de &gua, propriedade éptica,
acao antioxidante e antibacteriana dos filmes. Os resultados mostraram que a incorporacao da
NFC e do TiO, foram eficientes para melhorar as propriedades dos filmes pois, houve
diminuicdo da umidade (filme controle Q1: 21,34; hibrido Q1T6N5: 14,59) da
permeabilidade ao vapor de agua (filme controle: Q1,5: 3,09 x 10 ; hibrido: 2,35 x 10™*),
tornando-os mais resistentes. Além disso, por meio das caracterizacdes foi possivel observar
que houve interacdo fisica entre os constituintes nas amostras de filmes. A adi¢do do TiO,
apresentou resultado satisfatério, por inibir a propagacéo das duas bactérias em estudo (E. coli
e S aureus) em alguns filmes. Enquanto o filme controle Q1 néo inibiu a proliferagdo da S
aureus, o hibrido Q1T2N1 apresentou um halo de inibicdo de 9,0 mm. Diante disso, o
material hibrido produzido mostrou-se promissor para o desenvolvimento de embalagens de
alimentos sustentaveis ativas.

Palavras-chave: biopolimeros, filmes hibridos, embalagens sustentaveis.



ABSTRACT

The search for the development of smart sustainable packaging produced using renewable raw
materials is constantly increasing not only because of environmental issues, but also because
of the growing demand for fresher and minimally processed foods. Therefore, the use of
biopolymers such as chitosan (Q) and cellulose nanofibril (NFC) has a high potential in the
development of biodegradable films replacing conventional plastics from fossil fuels such as
petroleum. Cellulose nanofibril is used as a reinforcing material, increasing the mechanical
strength of the films. In addition, other compounds can be added to the base of the films,
whether organic or inorganic, in order to improve or even generate other properties such as,
for example, antimicrobial and antioxidant action. Thus, TiO, has been studied as a
component that, when incorporated into chitosan/cellulose nanofibril films, promotes bacterial
inhibition. In this research, hybrid films of Q/TiO,/NFC were prepared at different
concentrations to evaluate their potential for application in food packaging. The
characterization of the films was made by thermogravimetric analysis (TAG), Infrared
(FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-Ray Diffraction (XRD). Physical-
chemical properties, moisture, water vapor permeability, optical properties, antioxidant and
antibacterial action of the films were also analyzed. The results showed that the incorporation
of NFC and TiO, were efficient to improve the properties of the films as there was a decrease
in moisture (control film Q1: 21.34; hybrid Q1T6NS5: 14.59) of the water vapor permeability
(control film : Q1,5: 3.09 x 10™ ; hybrid: 2.35 x 10™ ), making them more resistant.
Furthermore, through the characterizations it was possible to observe that there was physical
interaction between the constituents in the film samples. The addition of TiO2 showed
satisfactory results, as it inhibited the propagation of the two bacteria under study (E. coli and
S aureus) in some films. While the Q1 control film did not inhibit S aureus proliferation, the
Q1T2N1 hybrid showed a 9.0 mm inhibition halo. Therefore, the hybrid material produced
proved to be promising for the development of active sustainable food packaging.

Keywords: biopolymers, hybrid films, sustainable packaging.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O estudo de novos materiais, como hibridos organico-inorganicos, tem despertado
grande interesse devido as suas aplicacfes atuais e potenciais em diversas areas, uma vez que
podem agrupar caracteristicas quimicas, Opticas e mecénicas Uteis. Comumente, pesquisas
envolvendo estes materiais tém destacado 0 uso de matrizes organicas obtidas a partir de
polimeros sintéticos, como vinilicos, de condensacdo ou poliolefinas preenchidas com
constituintes inorganicos passivos como silicatos e outros (REN et al, 2021).

Um exemplo, seria a combinacdo de acetato de vinila com metacrilato de aluminio
para uso como sensores em aplicagdes eletroquimicas na quantificacdo de analitos organicos e
inorganicos (FERREIRA, 2014).

As matrizes poliméricas derivadas de petroleo apresentam desvantagens por se tratar
de uma matéria-prima ndo renovavel, que consequentemente ocasiona inumeros problemas
ambientais, tais como geracdo de residuos, poluicdo, dentre outros, além de demandar um
elevado custo em seu processo de obtencao.

Todavia, existe hoje a necessidade de desenvolver produtos sem a geracdo de residuos
toxicos, que ndo sejam prejudiciais a0 meio ambiente ou a saude humana, que sejam
economicamente viaveis e de facil tratamento, além de serem biodegradaveis e/ou reciclaveis.
A vista disso, a bioeconomia circular que é uma forma de producdo fundamentada na
utilizacdo de matérias-primas renovaveis e de origem nao fossil, compromete-se em liderar a
iminente onda emergente do desenvolvimento econdmico global, tendo como base produtos
reciclaveis, matérias primas renovaveis, energia renovavel, processos bioldgicos, organismos
naturais ou geneticamente modificados, fermentacéo, biologia molecular e biotecnologia.

Exemplos de polimeros biodegradaveis sdo a quitosana e a celulose. Estudos recentes
se direcionam na obtencdo de diferentes hibridos de quitosana e/ou celulose com aplicacOes
em varias areas, seja para atuarem como matriz ou suporte para outro componente (THAKUR
et al, 2015; AZMANA et al, 2021).

A celulose, por exemplo, pode exercer o papel de material de reforgo para a matriz de
quitosana, melhorando suas propriedades mecanicas e assim, ambas serem suporte para outro
constituinte, como o didxido de titanio, dando origem a um Unico material com propriedades

complementares e diferenciadas. Os hibridos podem apresentar diversas formas, como filmes
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finos, membranas, aerogéis, pos, dentre outros (JOSE, PRADO, 2005; THAKUR VK,
THAKUR MK, 2015).

Os materiais a base de titanio destacam-se devido ao seu elevado indice de refracéo e
propriedades de absorcdo de UV. O dioxido de titanio é utilizado na purificacdo de agua
contaminada, por atuar como filtro; nos cosméticos para pele como blogueadores solares,
devido a capacidade de absorcdo de luz UV e demais aplicacbes em vérias areas do
conhecimento, sendo assim, considerado um material promissor. E classificado como um
material quimicamente estavel, ndo toxico, antimicrobiano e que apresenta baixo custo
(ZHANG et al, 2017; TASPIKA et al, 2020).

Nessa perspectiva, este trabalho insere-se em uma area de pesquisa que propde o
desenvolvimento de novos materiais que compreende os trés eixos da sustentabilidade, ou
seja, ambiental, social e economicamente viavel. Assim, tem-se por objetivo a obtencdo de
filmes biodegradaveis a base de quitosana incorporados com diéxido de titanio e nanofibrilas
de celulose.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Material hibrido

Materiais hibridos sdo constituidos pela combinacdo de componentes organicos e
inorganicos que, comumente, apresentam propriedades complementares e formam um Unico
material com propriedades distintas daquelas que lhe deram origem (JOSE; PRADO, 2005;
SALAS et al, 2014; MINELLA et al., 2017). A principal ideia relacionada ao
desenvolvimento de materiais hibridos reporta-se em aproveitar as melhores propriedades de
cada um dos componentes que constitui 0 material. Esse procedimento consiste em diminuir
ou até mesmo descartar as desvantagens que cada componente inorganico ou organico possuli,
assegurando que essa modificacdo possibilite a producdo de novos materiais com uma melhor
eficiéncia e novas propriedades Uteis (CAVALIERI et al., 2014; CHANG; ZHANG, 2011;
MALUCELLI et al., 2014; SMALL; JOHNSTON, 2009; TAN et al., 2016).

De maneira geral, esses materiais podem ser preparados de trés formas: por
incorporacdo fisica dos constituintes, por meio de ligacdes quimicas entre 0s componentes e
pela combinacdo dos dois tipos de interacdo descritas anteriormente (JOSE; PRADO, 2005;
MALUCELLI et al., 2014).

H& inumeros precursores que podem ser utilizados na producdo dos hibridos
(polimeros, ceramicas, silica, 6xidos, metais) e que possibilitam desenvolver projetos em
diversas areas (ALHASSEN et al., 2014). Os hibridos nanoestruturados exibem, pelo menos,
um dos componentes em escala nanométrica (AZMANA et al., 2021). A dispersdo do
componente nanométrico é maior devido a mobilidade das estruturas e interagdo com espacos
da matriz (KO; CHOI, 2013). Alguns componentes sdo muito utilizados na producdo de
hibridos como os polimeros naturais, por exemplo, a celulose e a quitosana (TAN et al., 2016,
AZMANA, 2021).

A composicdo destes materiais permite uma alternativa para a producdo de novos
materiais multifuncionais, que apresentam imenso potencial, com uma grande faixa de
aplicacdes tecnologicas devido as suas propriedades Opticas, mecanicas e térmicas.

Ismail e colaboradores (2019), produziram filmes hibridos organico-inorganico a partir
de nanofibrilas de celulose (NFC), nanossilica e quitosana para aplicacdo em embalagens de
alimentos. Os resultados mostraram que a adi¢cdo de nanofibrilas de celulose aprimorou as
propriedades dos filmes. Esses filmes mostraram boas propriedades mecéanicas. Com a
incorporacdo da nanossilica em diferentes porcentagens, constatou-se que as propriedades

mecanicas melhoraram até a adicdo de 5% em massa da nanossilica, acima disso houve
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aglomeracdo do material, o que fez com que essa propriedade piorasse. J& para estabilidade
térmica, quanto mais nanossilica, mais estaveis termicamente os filmes se tornaram. A adi¢ao
da nanossilica também modificou a absorcdo de luz na regido UV, tornando os filmes mais
responsivos a luz UV, e dessa forma, apropriados para melhorar o material da embalagem.
Dessa forma, materiais hibridos contendo quitosana vem sendo aplicados na producéao

de filmes e revestimentos para embalagens de alimentos.

2.2 Quitosana

Derivada da quitina, a quitosana é um subproduto de manejo e processamento de
crustaceos, peixes e frutos do mar. Assim, tanto a quitina quanto a quitosana sdo obtidas,
principalmente, por meio dos residuos da industria pesqueira. Atualmente, uma preocupacdo
da inddstria de pesca refere-se ao destino apropriado para seus residuos, de forma que os
acometimentos a0 meio ambiente sejam cada vez menores (KUMAR, MUKHERJEE,
DUTTA, 2020; MOURA et al., 2006).

A quitosana é um copolimero composto por unidades de 2-glucosamina e N-acetil-2-
glucosamina de natureza antibacteriana, ndo-toxica e biodegradavel, produzida por meio da
desacetilacdo da quitina, principal componente estrutural dos invertebrados marinhos.
Também encontrada na cuticula de insetos e na parede celular de alguns fungos e leveduras,
sendo assim, um dos polimeros naturais mais abundantes no mundo (HEIN et al, 2008; KAI
et al, 2016, NASUTION et al, 2021).

A partir da reacdo de desacetilacdo da quitina é possivel obter a quitosana (Figura 1).
Durante a reacdo, os grupamentos acetoamido (-NHCOCHj3) sdo transformados em grupos
aminos (-NHy), em graus variados, e ddo origem a quitosana (CAMPANA-FILHO et al,
2007). Assim, quando a quitosana é solubilizada em acidos organicos (acido acético, férmico,
citrico) e inorganico (&cido cloridrico), resulta em solucdes viscosas que sdo capazes de

formar filmes.

Figura 1 — Comparacao entre a estrutura da quitina e da quitosana

quitina quitosana
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Nas ultimas décadas tém sido estudadas varias aplicagdes para a quitosana. Por se
tratar de um polimero natural, biodegradavel, tem sido proposta para diversos usos, tais como
na agricultura, conservacao de alimentos, salde e protecdo ambiental.

As propriedades fisicas e quimicas da quitosana permitem a preparacdo de materiais
poliméricos de diferentes formas como fibras, filmes, géis, esponjas, pérolas ou mesmo
nanoparticulas (PEREIRA et al, 2014). Desta forma, a quitosana pode ser utilizada para a
producdo de filmes biodegradaveis, sendo uma alternativa para os sintéticos comercialmente
disponiveis.

Duran e Kahve (2020), desenvolveram um revestimento de quitosana com embalagem
a vacuo com o intuito de aumentar o prazo de validade da carne bovina. Em seus estudos
foram analisadas bactérias aerdbicas mesofilicas totais (TMAB), Stapylococcus aureus,
bactérias do acido latico (LBA), os valores do acido tiobarbitarico (TBA) e o contetdo total
de nitrogénio basico volatico (TVB-N) na carne de boi. Os resultados mostraram que 0
revestimento de quitosana diminuiu os valores de TMAB, LAB e TVB-N e foi capaz de inibir
todos os S. aureus em até 15 dias de armazenamento. Priyadarshi e colaboradores (2018),
prepararam filmes de quitosana incorporados com 0leo essencial de semente de damasco em
diferentes concentracOes para aplicagéo ativa (constituintes que interagem diretamente com o
produto) em embalagens de alimentos. Os resultados exibiram que os filmes incorporados
com o Oleo tiveram suas propriedades fisico-quimicas aprimoradas. Os filmes também
apresentaram excelentes propriedades antioxidantes e antimicrobianas em comparacdo aos
filmes puros de quitosana, inibindo satisfatoriamente o desenvolvimento de fungos em fatias
de pdo embaladas. Khalifa e colaboradores (2016), produziram filmes de quitosana
incorporados com extratos de azeite afim de melhorar a estabilidade do prazo de validade da
maca e do morango. Seus estudos mostraram que a adicdo do extrato aumentou as atividades
antifingicas e antibacterianas contra as cepas testadas, reduzindo significativamente o
declinio gradual de ambos os frutos revestidos em suas caracteristicas microbiologicas.

Contudo, ha& a necessidade de utilizar a quitosana associada a outros constituintes,
pois ela apresenta algumas desvantagens como a baixa area superficial e propriedades
térmicas e mecanicas precérias. Dessa forma, sdo utilizados reforcos que possam melhorar
estas propriedades como, por exemplo, as nanofibrilas de celulose que atuam como material
de reforco nos filmes a base de quitosana. (THAKUR; THAKUR, 2015 e SHEN;
KAMDEM, 2015). Além de outros componentes, sejam eles organicos ou inorganicos que

irdo potencializar as atividades dos filmes produzidos.



2.3 Celulose

A celulose (CgH100s), € um polimero de cadeia longa composto de um s6 mondmero
(glicose), classificado como polissacarideo ou carboidrato de caracteristica fibrosa, que se
localiza na parede das células das plantas. Extraida da madeira, é a base para fabricacéo de
papel, sendo que as industrias também a utilizam para a fabricacao de certos tipos de vernizes,
filmes, seda artificial e diversos produtos quimicos. A celulose possui elevado potencial para
se tornar uma alternativa aos recursos fdsseis para a producdo sustentavel de insumos
quimicos e combustiveis. (ONDA; OCHI E YANAGISAWA, 2008).

A estrutura da celulose (Figura 2) se forma pela unido de moléculas de D-glicose (uma
hexose) por meio de ligagdes B-1,4-glicosidicas, com alto grau de polimerizacdo e elevada
massa molar, principalmente, em sua forma cristalina que confere a alta resisténcia ao

rompimento de suas liga¢des por substancias quimicas (YAO-BING; FU, 2013).

Figura 2 — Estrutura de uma cadeia de celulose destacando o mondmetro glicose e o dimero
celobiose

OH
o HO ox 0 HO ot
HO o 0 HO oH )
OH OH

Celobiose Glicose

H& uma gama de interesse no uso da celulose como fonte de energia e materiais
renovaveis. Um ponto recente desta atividade vem do reconhecimento de que, por meio de
tratamentos quimicos e mecanicos adequados, é possivel produzir materiais fibrosos com uma
ou duas dimensdes na faixa nanométrica a partir de qualquer fonte natural de celulose. Os
termos “nanocelulose” ou “nanomaterial de celulose” sdo agora usados para uma variedade de
materiais derivados da celulose com pelo menos uma dimensdo na faixa nanométrica
(Raghuwanshi e Garnier, 2019). A nanocelulose é ainda classificada em trés: nanocelulose
bacteriana (NCB), celulose nanocristalina (CNC) e celulose nanofibrilada ou nanofibrilas de
celulose (NFC).
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Os materiais a base de nanocelulose sdo sustentaveis, renovaveis, reciclaveis e ndo
toxicos. (DUFRESNE, 2017).

2.3.1 Nanofibrila de celulose

As nanofibrilas de celulose (NFC), sdo extensos e flexiveis emaranhados de fibrilas,
que apresentam comprimento e largura médios, respectivamente, de 5 a 20 um e de 10 a 100
nm (PEREIRA et al, 2014; XU et al, 2014). Obtidas por meio da desintegracdo ou fibrilacdo
de macrofibras de celulose (CHINGA-CARRASCO, 2011), as NFC sdo moderadamente
degradadas, possuem elevadas razdo de aspecto (relacdo do comprimento pelo diametro de
uma fibra) e &rea superficial especifica, além de grande resisténcia mecanica a tracao,
flexibilidade e plasticidade (AHOLA et al, 2008).

O isolamento das nanofibrilas de celulose a partir de suspensdes de fibras branqueadas
por meio de forte cisalhamento mecéanico foi inicialmente introduzido por Turbak, Snyder e
Sandberg (1983). As NFC podem ser obtidas de tratamento mecéanico constituido por
refinacdo e processos de homogeneizacdo a alta pressdo ou por meio de um moinho
microprocessador (fibrilador) denominado Moinho de Grinder que, a partir da forca de
cisalhamento sobre a celulose, ocasiona a quebra das ligacGes de hidrogénio, separando os
feixes de microfibras da estrutura da parede celular (SIRO; PLACKETT, 2010; GARDNER et
al., 2008; KOLAKOVIC et al., 2011; SYVERUD et al., 2011; SILVA et al, 2019).

Na preparacdo de NFC necessita-se de uma grande quantidade de agua e o produto
final precisa ser conservado em suspensao aquosa para evitar aglomeragdo irreversivel
(POZADA et al, 2020). Quando em suspensdo aquosa, as NFC desenvolvem um
emaranhamento (Figura 3), de modo a apresentar alta viscosidade e comportamento de um
gel, mesmo a baixas concentragdes (AHOLA et al, 2008; MISSOUM, BELGACEM, BRAS,
2013). Essas caracteristicas, relacionadas a capacidade de retencdo de agua, podem ser
relacionadas a elevada area especifica superficial e a superior razdo de aspecto das
nanoestruturas. Desse modo, pode-se apontar que, comparativamente a um mesmo volume de
fibras de celulose nativa, h4 um superior nimero de ligacbes de hidrogénio, devido ao
aumento de grupos hidroxilas na superficie do nanomaterial (MISSOUM, BELGACEM,
BRAS, 2013).
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Figura 3 - Micrografias de transmissao de nanofibrilas de celulose preparadas a partir
de fibras de Opuntia ficus-indica

Fonte: DUFRESNE et al. (2017).

As NCF exibem boa flexibilidade, tenacidade e s&o mecanicamente resistentes. Essas
especificidades mecéanicas precisas sao intrinsecas das nanofibrilas de celulose em virtude de
sua morfologia fibrosa longa, que permite formar redes de fibras interconectadas e possibilita
0 suporte de morfologias mais complexas no decorrer do processo de modelagem (LAMM et
al, 2021).

Segundo Missoum, Belgacem e Bras (2013) as nanofibrilas de celulose apresentam
duas principais desvantagens: a acentuada intensidade das ligacfes de hidrogénio entre
nanofibrilas, que proporciona uma elevada estabilidade ao gel aquoso produzido e,
concomitantemente, a sua alta hidrofilicidade, o que pode limitar a utilizacdo desse
nanomaterial em revestimentos de papel ou em compdsitos.

Mesmo com os desafios apresentados, esse nanomaterial tem sido extensivamente
empregado para a obtengdo de novos materiais, especialmente devido a sua elevada
resisténcia mecénica a tragdo, plasticidade e, por conseguinte, potencialidade como material
de reforco (PANTHAPULAKKAL; SAIN, 2012).

De acordo com Thomas e colaboradores (2020), as NFC podem ser aplicadas em
varios setores, como energia, mineracao e 0leo, tintas e revestimentos, quimicos de adesivos e
alimenticios.

As NFC foram descritas em muitos artigos e livros (DUFRESNE, 2013;
NECHYPORCHUK, BELGACEM, BRAS, 2016; LAVOINE et al, 2012; KLEMM et al,
2011) e exibem varias propriedades adicionais em comparagdo com as fibras de celulose, que
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as tornam Uteis em aplicacdes como embalagens (LAVOINE et al, 2012; SAINI et al, 2016),
pintura, eletronica impressa (HOENG, DENNEULIN, BRAS 2016), papel (BRODIN,
GREGERSEN, SYVERUD, 2010), compositos (OKSMAN, et al, 2016) e medicina (JORFI,
2015). De fato, como as NFC tém pelo menos uma dimensdo em nanoescala, elas possuem
uma area especifica alta e um comportamento semelhante a gel na agua. Apesar do
conhecimento dessas caracteristicas, a industrializacdo da NFC sé foi conseguida muito
recentemente gragcas ao menor consumo de energia durante o tratamento mecanico.
Tradicionalmente produzido usando um homogeneizador (DINAND, CHANZY, VIGNON,
1999; WANG et al, 2015), um microfluidificador (TAIPALE et al, 2010) ou um moinho
(JOSSET et al, 2014; NECHYPORCHUK, PIGNON E BELGACEM, 2015), a produgdo de
NFC consome energia significativa devido ao seu grande numero de grupos hidroxila de
superficie, que geram grandes interacdes de ligacdes de hidrogénio entre as nanofibrilas. Na
ultima década, numerosos estudos conseguiram diminuir o consumo de energia e facilitaram a
nanofibrilacdo. Dessa forma, 0 aumento da demanda por novos materiais com propriedades
fisicas e mecéanicas adaptadas faz da nanofibrila de celulose um material interessante para
aplicacdes avancadas em diferentes areas do conhecimento.

Muitas pesquisas vém sendo realizadas utilizando-se a nanofibrilas de celulose como
material de reforco para embalagens de alimentos biodegradaveis. V&ha-Nissi (2017),
desenvolveu e avaliou filmes de multicamadas usando polietileno provenientes de fontes
renovaveis com um revestimento fino de nanofibrila de celulose oxidada por 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil. Os resultados mostraram-se promissores no que se refere a
barreira de oxigénio para embalagens de produtos secos e embalagens de atmosfera
modificada (MAP). As avelds moidas que foram embaladas com MAP juntamente com as
peliculas em multicamadas apresentaram maior protecdo em relacdo a oxidacdo adicional
durante o tempo de armazenamento usado neste estudo.

Em outro trabalho, os autores utilizaram nanofibrila de celulose da cenoura e
quitosana para produzir filmes compdsitos. Os compdsitos de nanofibrila de cenoura e
guitosana exibiram atividade antimicrobiana, principalmente atividade fungistatica e
bacteriostatica (SZYMANKAS- CHARGOT, et al. 2019).

2.4 Di6xido de Titanio (TiO,)

O dioxido de titanico (TiO,), tem se destacado como um dos materiais mais

promissores, por apresentar elevado indice de refracdo e propriedades de absorcdo de UV.
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Assim é um material que atrai muita atencdo devido as suas caracteristicas quimicas e fisicas
que permitem aplicagdes em diversas areas (RI'YAPAN et al., 2016).

E um material procedente do titanio, um dos elementos mais abundantes do planeta,
sendo considerado cem vezes mais farto que o cobre e somente cinco vezes menos que 0
ferro. O titanio possui forma de metal solido em temperatura ambiente, € mais leve que o
ferro e pode ser encontrado em alguns minerais (ZHANG et al, 2012).

Encontrado na natureza, principalmente na forma do mineral ilmenita (6xido de ferro e
titnio — FeTiO3), pode ser modificado por duas rotas diferentes (WU et al., 2020; XIONG et
al., 2013). A primeira ocorre por meio do tratamento da ilmenita com acido sulfurico quente,
que resulta na formac&o de sulfatos de titanio, Fe (I1) e Fe (I11), sendo estes ultimos, retirados
por centrifugacdo, apds resfriamento. A solucdo final é purificada e hidrolisada para produzir
TiO, puro (SASIKUMAR et al., 2004). A segunda forma de obtencéo consiste em combinar o
minério com cloro gasoso sob aquecimento, convertendo-se em CO, e um material esponjoso
rico em TiCl,. O produto da reacdo é submetido a destilacdo fracionada, em que os diferentes
precursores do dioxido de titanio sdo hidrolisados, formando didxido de titanio puro (EL-
HAZEK et al., 2007).

O TiO, pode apresentar-se sob a forma de trés polimorfos cristalinos diferentes na
natureza (Figura 4): anatase, rutilo e broquita. O Rutilo é a mais comum e mais estavel do
dioxido de titdnio, anatase e broquita sdo fases metaestaveis e se transformam em rutilo
guando aquecidas (ORENDORZ et al., 2007).

Figura 4 - Estrutura do TiO,: Anatase (A), Rutilo (B) e Broquita (C)
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Fonte: MOELLMANN et al. (2012).
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As propriedades fisicas e quimicas do TiO, dependem da fase cristalina, tamanho e
forma das particulas, &rea superficial e grau de cristalinidade (TAN et al., 2016).

Um aspecto importante em relacdo ao didxido de titdnio € que ele possui uma
excelente resisténcia a ataques quimicos, boa estabilidade térmica e alto indice de refracédo
inerente e propriedades de absor¢cdo de UV. S&o largamente usados como revestimentos
fotoativos ou protetores dpticos em razdo as suas notaveis propriedades cataliticas, mecénicas,
opticas e semicondutoras (SCHUTZ et al., 2012; JIANG et al, 2021).

Dessa forma, o dioxido de titanio vem sendo amplamente pesquisado nas ultimas duas
décadas. O material é considerado muito versatil e vem sendo utilizado para vérias aplicacbes
como composicdo de painéis fotovoltaicos, sensores eletrénicos, revestimento contra corrosdo
e também no desenvolvimento de embalagens para conservacdo de alimentos, ou seja,
embalagens multifuncionais, com propriedades antimicrobianas, antioxidantes e mecanicas
satisfatorias (KAEWKLIN, et al., 2018; LAN, 2021).

Kaewklin e colaboradores (2018), desenvolveram um trabalho com o objetivo de
produzir filmes nanocompositos de quitosana e didxido de titanio para ampliar a vida util de
conservacao de frutos de tomate. Os resultados mostraram que os filmes apresentaram maior
resisténcia a tracdo e propriedades de barreira quando comparados com o filme de quitosana
(filme controle). Além disso, nos tomates embalados com os filmes nanocompdsitos
ocorreram poucas mudancas de qualidade em relacdo aqueles que foram envolvidos com o
filme controle de quitosana. Dessa forma, o filme nanocompdsito apresentou atividade de
fotodegradacéo do etileno quando exposto a luz UV que, por conseguinte, retardou o0 processo
de amadurecimento e as mudancas de qualidade, estendendo a vida de armazenamento dos
tomates. As modificacbes na qualidade dos frutos climatéricos sdo provocadas e reguladas
pelo etileno, ou seja, este atua principalmente no amadurecimento de frutos.

Ja Xing e colaboradores (2020) pesquisaram o efeito de revestimentos compdsitos de
quitosana e dioxido de titanio na qualidade pos-colheita e caracteristicas fisico-quimicas de
frutos de manga. No estudo foi possivel constatar que as mangas que foram revestidas com
filme composito apresentaram menor perdas ocasionadas pela deterioracdo e dispersdo da
agua, retardando o pico da respiracdo e assim, mantendo a firmeza dos frutos. Os resultados
indicam que o revestimento de quitosana e TiO, pode ser usado como uma tecnologia
eficiente na conservacdo da qualidade dos frutos da manga durante o armazenamento.

Outros trabalhos com resultados semelhantes e satisfatorios podem ser reportados da

literatura, como por exemplo, Siripatrawan e Kaewklin (2018), que produziram e analisaram
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filmes nanocompositos de quitosana e TiO, como embalagens ativas na eliminacéo de etileno
e atividade antimicrobiana. Li (2019), que avaliou a influéncia do dioxido de titanio e o 6leo
de cravo em filmes de quitosana e amido. Qiao e colaboradores (2019), estudaram o efeito dos
filmes de quitosana com TiO,, timol e tween na qualidade dos frutos de meléo.

Verifica-se com estes estudos a crescente demanda em se produzir filmes derivados de
materiais de base biolégica que apresente fungdes ativas e caracteristicas peculiares, que
sejam viaveis economicamente, ambientalmente e assim capaz de substituir embalagens

derivadas do petroleo, por embalagens sustentaveis.

2.5 Embalagens sustentaveis

As embalagens exibem uma extensa variedade de materiais e formas que constituem
parte do nosso dia-dia. Seu objetivo fundamental é preservar o produto e as caracteristicas dos
alimentos, por meio das propriedades de barreira em relagdo aos fatores externos, como
oxigénio, umidade, luz e micro-organismos, acondicionando o produto sem modificacoes
prejudiciais durante o transporte e armazenamento (SARANTOPOULOS et al., 2002).

Contudo, as embalagens de alimentos usuais derivadas de fontes ndo renovaveis,
tornaram-se um problema na hora do descarte. O consumo de produtos alimenticios
industrializados que precisam de embalagens, ocasiona o aumento de residuos sélidos e, por
conseguinte, o impacto ambiental negativo. A maior parte destes residuos permanecem por
milhares de anos no ambiente, gerando ndo sO problemas ambientais, como também
econémicos e sociais (RAHMANI, et al., 2013; HAN, YU e WANG, 2018; GAN e CHOW,
2018). Apesar das embalagens tradicionais terem colaborado abundantemente com o0s
primeiros avancos de distribuicdo dos alimentos, elas ja ndo sdo mais tdo eficientes para
atender as reivindicac6es dos consumidores, como alimentos frescos, produtos mais proximos
ao natural, minimamente processados, incluindo menos conservantes e que sejam Seguros,
além das demandas ambientais que se referem a reciclagem e diminuicdo desse tipo de
residuo (SOARES, et al. 2009).

Os alimentos frescos e minimamente processados passaram a ser opgdes de consumo
de grande procura devido a proposta de boa alimentacédo, saude e tempo minimo de preparo.

A conservacao e qualidade desses alimentos estdo diretamente ligadas as condigdes de
armazenamento. Dependendo do tipo de embalagem utilizada os produtos podem sofrer com
as acOes do ambiente externo. Dessa forma, processos fisioldégicos podem ser estimulados,

como por exemplo, perda de &gua, elevacdo nas taxas de respiracdo e transpiracdo, que
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resultam no crescimento da microflora e contribui para a maturagdo, envelhecimento,
deterioracdo e diminuicdo da vida util (SHARMA, 2021). Assim, as embalagens para esses
tipos de alimentos precisam ser ambientalmente amigaveis, possibilitando uma melhor
conservacao dos aspectos nutricionais e sensoriais dos alimentos, aléem de ser adequada para
um descarte ecoldgico.

Atualmente as embalagens agregam novas fungdes, como transferir informagdes,
estimular o interesse de compra e mais recentemente tem-se usado embalagens ativas e
inteligentes, que interagem tanto com o produto quanto com o consumidor. As embalagens
podem ser ativas e inteligentes ao mesmo tempo. A ativa, influencia ativamente no alimento
por apresentar aditivos que atuam no produto de forma desejavel, apresentando como
propdsito, prolongar a vida de prateleira, proteger, preservar as propriedades sensoriais, tais
como, aparéncia, aroma, consisténcia, textura e flavor. Ja& as embalagens inteligentes
permitem a interagdo com o consumidor, alem de oferecer protecdo ao alimento orientam os
clientes acerca das condi¢fes de consumo, por meio de sensores de qualidade (LANDIM, et
al., 2016).

Dessa forma, o grande consumo tem levado a competitividade entre as empresas por
inovagOes. Na maioria das vezes essa inovagdo estd relacionada ao melhoramento a
resisténcia mecanica com as propriedades de barreiras a aromas, gases € novos meios de
sistemas de fechamento, trazendo maior praticidade, preservacdo dos alimentos e seguranga
para os consumidores (LANDIM, et al., 2016).

Uma possibilidade mais sustentavel sdo as embalagens plasticas produzidas por meio
de bases bioldgicas, ou seja, materiais que sdo parcialmente derivados da biomassa, animal ou
vegetal (PHILP et al.,, 2013; BROCKHAUS, PETERSEN, KERSTEN, 2016). Segundo
Arikan e Ozsoy (2015), a utilizacdo de bioplasticos para embalagens aumenta em torno de 20
a 25% por ano, mostrando que as matérias primas renovaveis se tornam cada vez mais uma
alternativa viavel aos materiais de base fdssil, principalmente quando os produtos de base
biologicas sdo biodegradaveis (KARAN et al., 2019). Dessa maneira, pesquisas nessa area
crescem constantemente em busca de resultados que sejam satisfatorios e que possam
contribuir, de forma positiva, no aperfeicoamento desses tipos de embalagens.

Qin e colaboradores (2020), por exemplo, desenvolveram peliculas para embalagens
ativas e inteligentes, a base de amido e alcool polivinilico incorporadas com extrato da casca
da pitaya vermelha, que é rica em betalaina. Os resultados mostraram que os filmes

incorporados com o extrato da casca da pitaya apresentaram-se mais compactos. Além disso,
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houve melhora nas propriedades de barreira ao vapor de &gua, absorcdo de luz UV-vis,
antioxidante e antimicrobiana dos filmes. Os filmes foram testados em camardes frescos,
monitorando a decomposicao dos mesmaos.

Outro estudo recente, foi realizado com o intuito de verificar as modificacfes nos
filmes de quitosana, quando da adigdo de oxido de grafeno e 6xido de zinco. Os filmes
nanocompositos apresentaram melhores propriedades mecéanicas e térmicas quando
comparados aos filmes de quitosana. Houve um aumento significativo no médulo de Young,
propriedade mecanica que mede a rigidez de um material sélido, de 1549,43 a 2527,72 MPa.
Os filmes com 6xido de grafeno exibiram uma aparéncia mais escura devido & cor marrom do
Oxido. Dessa forma, esses filmes poderiam ser usados para proteger os alimentos contra a luz
UV (TERZIOGLU et al., 2020).

Shahbazi e Shavisi (2018), utilizaram quitosana, nanofibrilas de celulose e extrato de
propolis para produzir filmes ativos com o objetivo de prolongar o prazo de validade de carne
picada. Os filmes mostraram resultados satisfatorios para inibir o crescimento microbiano

bem como a oxidacao das proteinas e lipidios da carne.
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Resumo

Neste estudo, foram avaliados o efeito da incorporacdo de nanofibrilas de celulose (NFC) e
TiO, em filmes de quitosana (Q) para aplicacdo em embalagens de alimentos. Os filmes
hibridos de Q/TiO,/NFC produzidos em diferentes concentracdes, foram caracterizados por
meio de analise Termogravimétrica (TG), Infravermelho (FTIR), Microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e Difracdo de Raios X (DRX). Além das caracteriza¢cdes também foram
analisadas as propriedades fisico-quimicas das amostras dos filmes por meio dos testes de
solubilidade, umidade, permeabilidade ao vapor de agua, propriedade Optica, acgdo
antioxidante e atividade antimicrobiana. Os resultados mostram que a NFC e o TiO, estavam
bem dispersos na matriz dos filmes e que a adicdo destes constituintes melhorou as
propriedades fisico-quimicas dos filmes, diminuindo a barreira de vapor de dgua agua (filme
controle: Q1,5: 3,09 x 10 ; hibrido: 2,35 x 10 ), a umidade (filme controle Q1: 21,34;
hibrido Q1T6ENS5: 14,59), tornando-o0s assim mais resistentes em relacdo aos filmes controle.
A incorporacdo do TiO,, apresentou resultados satisfatorios para atividades antibacterianas,
para as duas bactérias em estudo (E. Coli e S aureus). Enquanto o filme controle Q1 nédo
inibiu a proliferacdo da S aureus, o hibrido Q1T2N1 apresentou um halo de inibicéo de 9,0
mm.

Palavras-Chave: biopolimeros, filmes hibridos, embalagens sustentaveis.
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Abstract

In this research, the effect of incorporating cellulose nanofibrils (NFC) and TiO, in chitosan
(Q) films for application in food packaging was evaluated. The Q/TiO,/NFC hybrid films
produced at different concentrations were characterized by Thermogravimetric (TG), Infrared
(FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM), and X-Ray Diffraction (XRD) analysis. In
addition to the characterizations, the physicochemical properties of the film samples were also
analyzed through tests of solubility, moisture, water vapor permeability, optical property,
antioxidant action and antimicrobial activity. The results show that NFC and TiO2 were well
dispersed in the matrix of the films and that the addition of these constituents improved the
physicochemical properties of the films, reducing the water vapor barrier to water (control
film: Q1.5: 3.09 x 10™ ; hybrid: 2.35 x 10™* ), moisture (control film Q1: 21.34; hybrid
Q1T6N5: 14.59), thus making them more resistant compared to control films. TiO;
incorporation showed satisfactory results for antibacterial activities for the two bacteria under
study (E. Coli and S aureus). While the Q1 control film did not inhibit S aureus proliferation,
the Q1T2N1 hybrid showed a 9.0 mm inhibition halo.

Keywords: biopolymers, hybrid films, sustainable packaging.



24

1 Introdugéo

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de materiais com base em matérias-primas
renovaveis, tem incitado crescente interesse devido as suas notaveis propriedades atreladas a
sua sustentabilidade e baixo custo. Biopolimeros combinados com componentes inorganicos,
denominados materiais hibridos, possibilitam a producdo de compostos alternativos aos
plasticos derivados do petroleo. Esses materiais hibridos podem ser utilizados para varios fins,
inclusive na preparacdo de embalagens.!

Os hibridos sdo materiais que consistem em dois ou mais constituintes misturados a
nivel molecular. Estes sdo divididos principalmente em duas categorias: moléculas organicas
ou polimeros embutidos em substratos inorganicos e componentes organicos enxertados por
ligagdes quimicas em redes inorganicas.’

A quitosana e a nanofibrila de celulose sdo biopolimeros provenientes da quitina e da
celulose, respectivamente. Possuem propriedades ecologicamente sustentaveis, como por
exemplo, biodegradabilidade e ndo-toxicidade. Com uma variedade de aplicac@es, a quitosana
vem sendo largamente utilizada para o desenvolvimento de filmes e aplicacdo em embalagens
de alimentos sustentaveis. Entretanto, os filmes de quitosana exibem baixa resisténcia, sdo
quebradicos e necessitam da incorporagdo de um constituinte que possa melhorar as suas
propriedades mecanicas. Assim, as nanofibrilas de celulose estdo sendo exploradas como
materiais de reforco para os filmes a base de quitosana, proporcionando maior rigidez e
resisténcia.®*

Contudo, hoje além de embalagens ambientalmente corretas necessita-se que essas
sejam apropriadas aos tipos dos alimentos que serdo embalados, apresentando funcgdes ativas e
inteligentes, ou seja, que contenha, em sua constituicdo, compostos capazes de intervir, por
exemplo, na decomposicdo do produto.

Estudos relacionados a incorporacdo de TiO, nos filmes biodegradaveis mostram que
esse composto é capaz de ativar fungdes que promovem melhorias nos filmes, principalmente
no que se refere a maturacédo de alguns frutos e a redugdo microbiana, pois ele atua como um
adsorvedor, reduzindo a concentracdo de etileno, composto que promove a maturacdo do
fruto, assim, o processo de senescéncia se torna mais lento e hd um aumento na vida de

prateleira do produto.”



25

Dessa forma, esse trabalho tem por objetivo a obtencdo de filmes a base de
quitosana/nanofibrila de celulose, incorporados com didxido de titanio, para aplicacdo em

embalagens alimenticias sustentaveis com funcdes ativas.

2 Experimental

Materiais

Quitosana - massa molar: 100,000 — 300,000 g mol™ (Acros Organics), Di6xido de
Titanio (P25 Degussa), polpa celulésica branqueada de Eucalipto, &cido acético PA 97%
(Vetec), Glicerol.

Sintese dos materiais

Preparacdo da Nanofibrilas de celulose (NFC)

As nanofibrilas de celulose (NFC) foram obtidas por fibrilagdo mecénica da polpa
celulésica branqueada de Eucalipto, utilizando um moinho microfibrilador (Grinder) modelo
Supermasscolloider Masuko Sangyo (MKCAG6-3; Masuko Sangyo Co. Ltd.) em 1500 rpm. O
ajustamento que se refere a distancia entre as pedras de carboneto de silicio do moinho
Grinder foi ajustada de acordo com a metodologia de Nakagaito e Yano (2005) adaptada. A
polpa celulésica foi imersa em agua destilada, na concentracdo 1% (m/v), durante 72 horas,
para garantir a hidratacdo e o inchago, formando uma suspensdo. Posteriormente, a suspensao

foi inseria no Grinder por 30 vezes formando, no final, um gel.®

Preparacédo dos filmes

Para preparar a solucéo filmogénica, a quitosana em po foi dissolvida em solucéo de
4cido acético 0,2 mol L. O glicerol foi utilizado como agente plastificante e o volume de 1,5
mL (1,89 g) foi fixado para todas as amostras. Os filmes controle de quitosana foram feitos
variando-se somente a massa de quitosanaem 1,0; 1,5e2,0g.

As matrizes de quitosana incorporadas ou ndo com a nanofibrilas de celulose e o TiO;
foram produzidas segundo o método de evaporagdo do solvente (Método Casting). Em
béqueres, foram misturados os constituintes dos filmes, em proporc¢des determinadas (Tabela
1), em que foram submetidos ao ultrassom de sonda (probe ultrasound) Eco-Sonics

Lavadouras Ultrassonicas — 500W, a 60% de amplitude por 10 minutos. Posteriormente, essas
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solugdes foram agitadas magneticamente por 2 horas a temperatura ambiente e novamente
submetidas ao ultrassom de sonda por 10 minutos para melhor homogeneizacdo e
incorporacdo do TiO,. As solucBes filmogénicas foram vertidas em placas de petri
(poliestireno) e mantidas em repouso a temperatura ambiente por aproximadamente 5 ou 6
dias para a formacéo dos filmes.

Na Tabela 1 séo apresentadas as varias composi¢des dos filmes hibridos preparados

totalizando 11 filmes.

Tabela 1 Ensaio experimental gerado pelo planejamento fatorial completo

Variaveis
Limites Quitosana () TiO; (%)* NFC (mL)
Limite inferior (-) 1,0 2 1,0
Ponto central (0) 1,5 3 3,0
Limite superior (+) 2,0 6 5,0
Ensaios** Quitosana () TiO2(%) * NFC (mL)
Q1T2N1 1,0 2 (0,02 g) 1,0
Q1T2N5 1,0 2 (0,02 g) 5,0
Q1T6N1 1,0 6 (0,06 Q) 1,0
Q1T6N5 1,0 6 (0,06 Q) 5,0
Q2T2N1 2,0 2 (0,04 g) 1,0
Q2T2N5 2,0 2 (0,04 g) 5,0
Q2T6N1 2,0 6 (0,12 g) 1,0
Q2T6N5 2,0 6 (0,12 g) 5,0
Q1,5T4N1,5-1 1,5 4 (0,06 g) 1,5
Q1,5T4N1,5-2 1,5 4 (0,06 g) 1,5
Q1,5T4N1,5-3 1,5 4 (0,06 g) 1,5

*Porcentagem de TiO, em relagdo a massa da quitosana

** Volume de 1,5 mL (1,89 g) de glicerol foi fixado para todas as amostras

Fonte: Autores (2021)
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Caracterizacdo

O estudo morfoldgico das superficies dos filmes foi realizado por meio da técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As micrografias foram obtidas utilizando-se um
microscopio eletrénico de varredura modelo LEO EVO 40XVP (Carl Zeiss SMT), a tensdo de
25kV, localizado no departamento de Fitopatologia da UFLA. Os espectros de FTIR das
amostras foram realizadas na Central de Andlise e Prospeccdo Quimica, no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras em equipamento ATR VARIAN 660 Pike
Technologies, utilizando varredura de 4000 cm™ a 400 cm™, 32 sobreposicées e resolucéo de
4 cm™. Foi utilizada a técnica de reflexdo total atenuada (ATR). A estabilidade térmica e o
perfil de degradacdo térmica das amostras foram acompanhados por meio da variacdo da
perda de massa em fungdo do aumento da temperatura em um analisador termomecénico
Shimadzu DTG-60AH Simultaneos DTA-TG Apparatus. As analises foram realizadas sob ar
sintético, a uma vazo constante de 50 mL.min™, no intervalo de 25° a 900°C, com taxa de
aquecimento 10°C.min™’.” As anélises de Difragdo de Raios X foram realizadas no
difratbmetro LabX XDR-6000 — Shimadzu, na Universidade Federal de Vigcosa, Campus de

Rio Paranaiba.

Propriedades Fisico-quimica

Teor de umidade

A umidade dos filmes foi determinada por secagem em estufa. Os filmes foram
cortados e colocados em placas de petri e aquecidos a 105 °C por 24 h, foram feitas pesagens
antes e depois da secagem. Os valores de umidade fordo determinados em relagdo ao peso

inicial e o peso perdido durante a secagem pela Equagéo 1.2

%U = 2P v 100 (1)

Pi

Em que, U% é a porcentagem de umidade calculada, p; é a massa inicial e ps é a massa ap0s a
secagem.

Solubilidade

As amostras dos filmes foram cortadas em tamanho padrido de 2 cm? pesadas e

imersas em 50 mL de agua destilada sob agitagdo por 24 h. Apés este periodo, os solidos
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foram recolhidos e secos em estufa a 50°C, durante 48 horas, e posteriormente, pesados. A

porcéo dos filmes solubilizada em 4gua foi calculada, segundo a Equacéo 2.°

%MS = %mf x 100 2)
Em que: MS% é a porcentagem de material solubilizado; mi é massa inicial (g) da amostra e

mf é massa final (g) da amostra.

Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada por gravimetria pelo
método padrdo utilizando norma ASTM E 96-00.1° As amostras foram cortadas com um raio
de aproximadamente 5,00 mm e colocadas entre a tampa e os frascos de vidro &mbar da célula
de permeabilidade. O conjunto frasco de vidro com tampa + amostras + silica-gel foram
pesados e posteriormente, o conjunto foi acondicionado em dessecador com 100% de
umidade relativa.

Para determinacdo da taxa transporte de vapor de agua, foram realizadas pesagens de
24 em 24h durante 15 dias. Foi gerada uma reta com os valores de ganho de massa em funcéo
do tempo e a inclinagdo da reta foi ajustada por regressao linear (R2> 0,9), e a taxa de
transporte de vapor de agua (TTVA, g/h/m?) foi calculada a partir da inclinacdo da reta
dividida pela area de permeacdo dos filmes (m?). A PVA do filme foi calculada segundo a

Equacéo 3:

(3)

Em que § ¢ a espessura dos filmes e AP ¢ a diferenga de pressao de vapor interna e externa da
capsula: AP = S- (R1 — R2). Em que S é a pressdo de vapor saturado na temperatura do teste
(2809 kPa), R1 é a UR do lado externo da capsula (90%) e R2 é a UR dentro da capsula que

continha silica (0%).
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Propriedade oOptica

Para determinacdo da transparéncia dos filmes, foi medida a porcentagem de
transmitancia (%T) a 600 nm usando um espectrofotébmetro GBC UV/VIS 918 (Shimadzu,

Tokyo, Jap&o).! A transparéncia (Tego) foi calculada pela Equagdo 4:

_ (Log %T) @
600 — T

onde 3 € a espessura do filme (mm).
Acédo Antioxidante

Para avaliacdo da agdo antioxidante dos filmes foi utilizado o método de eliminacéao
do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), adotando a metodologia de Byun
et al."? Foram cortados 0,2 g de filme em pedacos pequenos e adicionados em 2 mL de
metanol 80% (v/v) em tubos de ensaio revestidos com papel aluminio para evitar a entrada de
luz. A mistura foi agitada em Vortex por trés minutos e permaneceu em repouso a
temperatura ambiente por trés horas, em ambiente escuro. Posteriormente, foram agitadas
novamente por trés minutos em Vortex. Foi coletado 0,1 mL do extrato metanolico e
adicionado em 3,9 mL de DPPH a 0,1 mM em metanol 80% (v/v) também em tubos de ensaio
revestidos com papel aluminio e agitou-se em Vortex por um minuto. A mistura ficou
novamente em repouso em ambiente sem a presenca de luz por 30 min. Para quantificacdo da
atividade sequestradora de radicais foi medida a absorbancia das solucdes a 517 nm em
espectrometro (SPECTROPHOTOMETER SP 2000UV), usando o metanol 80% com DPPH
0,1 mM como controle. A atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela diferenca entre

absorbancias medidas da solucdo DPPH com a amostra e o controle, dividido pelo controle.
Atividade Antimicrobiana
Os micro-organismos estudados foram Escherichia coli (EPEP 055) e Staphylococcs

aureus (ATCC 13565). As especies utilizadas foram adquiridas da Colecdo de Cultura de

Micro-organismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA e a atividade
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antibacteriana dos filmes foram realizadas no Laboratério de Micotoxinas e Micologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

Ativacgdo das culturas bacterianas

As bactérias foram ativadas a partir de cepas-padrbes purificadas em meios de
identificacdo especificos, mantidas em eppendorfs contendo meio de congelamento glicerol
(150 mL), peptona (5 g), extrato de levedura (3 g), NaCl (5 g) e agua (100 mL) em pH 7,2 +
7,4, sob refrigeracdo (-4°C). Para ativacdo das culturas de bactérias, as cepas foram repicadas
em 5 mL de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 37°C, por 24 horas
(NCCLS, 2003a, b).**'* Apés a ativacéo das bactérias, uma aliquota desse meio foi transferida
para um tubo contendo 9 mL de caldo de soja triptica (TSB) até alcancar a turbidez de
referéncia de uma solucdo-padrdo McFarland de 0,5 resultando numa solucdo de cultura
contendo 10° UFC mL™. O controle de turbidez foi verificado utilizando-se um
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 1 PC) a 625 nm, em um intervalo de 0,08 a 0,1 A. A
solucéo de indculo obtida pela escala de McFarland foi diluida em TSB para conter 10’ UFC

mL'1.13'14
Teste de difusdo em agar

O potencial antibacteriano dos filmes foi avaliado pelo método de difusdo em disco
em meio sélido de acordo com as normas do National Committee for Laboratory
Standards.™** Cinquenta microlitros da solucio bacteriana (10° UFC mL™) de cada inéculo
foi transferida para placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton pela técnica de
espalhamento em superficie com o auxilio da alca de Drigalski. Foram colocados na
superficie, as amostras dos filmes em forma de disco de 5mm de didmetro e um disco de
papel-filtro estéril também com 5 mm de didmetro com 10 pL do controle positivo
cloranfenicol (14 pL mL™). As placas foram incubadas em BOD a 37°C por 24 horas. Ap6s
este periodo, os halos de inibicdo foram medidos diametralmente opostos e as anélises foram

realizadas com trés repeticoes.
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3 Resultados e Discussao

As amostras dos filmes foram preparadas com quitosana e incorporadas com
nanofibrilas de celulose e didxido de titanio. A seguir, sdo apresentadas as imagens dos filmes
(Figura 1) sendo possivel observar seus aspectos visuais.

Figura 1 Imagens dos filmes produzidos sendo Q — quitosana, N- nanofibrila de celulose e os
respectivos nimeros igual a massa em g e volume em mL, T — TiO, e respectivos nimeros
igual a % de TiO,

Fonte: Autores (2021)

Os filmes Q1, Q1,5 e Q2 (Figura 1) foram produzidos utilizando somente quitosana
(variando sua concentracgdo) e glicerol (1,5 mL (1,89 g) para todas as amostras). J& os filmes

hibridos (Figura 1) além da quitosana e o glicerol possuem TiO, e NFC em diferentes
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quantidades. Nota-se que os filmes preparados somente com a quitosana e glicerol
apresentaram maior transparéncia e homogeneidade quando comparados aos filmes hibridos.

De maneira geral, a olho nu, todos os filmes apresentaram-se homogéneos e com boa
dispersdo de seus constituintes. Entretanto, observa-se que nos filmes Q2T6N1 e Q2T6N5
(Figura 1) houve uma separacdo entre a solugdo de quitosana e as particulas de TiO,. Essas
aglomeracgOes ocorreram pelo fato dessas amostras apresentarem maior massa de TiO; (0,129)
por filme em sua composicdo (Tabela 1). Além disso, as particulas de TiO, ndo foram
distribuidas uniformemente na quitosana.

O estudo das estruturas dos filmes é um fator importante para investigar a presenca de
seus constituintes, a NFC como material de refor¢o e o TiO,, bem como suas rugosidades e
imperfeicdes. Assim, foram selecionadas algumas amostras dos filmes para realizacdo da
analise de MEV. As Figuras 2 e 3 mostram as imagens de microscopia eletronica de varredura

da superficie e da fratura transversal das amostras.

Figura 2 Micrografia das superficies dos filmes de NFC (a) e Q1,5 (b) com resolucédo de
700X

Fonte: Autores (2021)

Observa-se que o filme de NFC (Figura 2) ndo apresenta fissuras ou poros, pesquisas
realizadas em relacdo aos mecanismos e efeitos de filmes produzidos com 100% de
nanofibrilas de celulose mostraram que essas caracteristicas resultam em um bom efeito de
preenchimento na estrutura dos filmes hibridos, que podem contribuir nos resultados de
impedimento dos filmes contra oxigénio, vapor de agua e luz.®®> O filme (controle) de
quitosana Q1,5 (Figura 2) apresentou superficie lisa, homogénea e continua, sem a presenca
de rachaduras ou poros.

Ao analisar as amostras dos filmes presente na Figura 3, nota-se que, de uma maneira
geral, os hibridos apresentaram estruturas compactas, entretanto a adicdo de NFC e TiO, na
matriz polimérica de quitosana provocou alteragbes em suas estruturas. Pequenas
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imperfei¢Bes na superficie dessas amostras podem ser observadas e podem estar relacionadas
com o TiO, disperso, quitosana ndo solubilizada, bolhas de ar ou por particulas de poeira.

QIT2N5a 20 um Q1T2N5 b

QLT6N5a 20 um

Q2T6N1 a ’ Q2T6N1 b

20 pm Q1,5T4N15-2a 20 pm Q1,5T4N1,5-2b

Figura 3 Micrografia das amostras dos filmes hibridos (a) 50X e (b) 500X
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Fonte: Autores (2021)

Avaliando as imagens (Figura 3), observa-se que a amostra Q1T6N5 (b) mostra maior
irregularidade na superficie do filme, alguns pontos brancos podem ser vistos e relacionados
ao TiO,, um maior numero de nanofibrilas foram observadas na superficie e apresentam-se
fortemente incorporadas aos filmes. Segundo, Li et al.,"® 0 nimero de granulos nas estruturas
dos filmes aumentam a medida em que se aumenta a concentracdo de TiO, em sua
constituicao.

As amostras Q2T2N1le Q2T2N5 (Figura 3) apresentam a mesma quantidade de
quitosana e TiO; variando somente a quantidade de NFC. A amostra Q2T6N1 e Q1,5T4N1,5-
2 tem quantidades diferentes de TiO, (Figura 3), no entanto nota-se pouca diferenca
morfologica ao comparar suas imagens. Apesar das amostras apresentarem heterogeneidade,
possuem pouca rugosidade e ndo apresentam fissuras.™*

Na Figura 4 sdo apresentados os espectros de infravermelho para os diferentes filmes.
Ao analisar os espectros, observa-se que as bandas caracteristicas da quitosana estdo presentes
em todas as amostras de filmes, e que ndo houve uma variacédo significativa nas intensidades
das bandas. Nota-se uma banda larga em, aproximadamente 3270 cm™, que corresponde &
vibracdo alongamento do grupo OH livre, presente tanto na estrutura da quitosana, quanto na
estrutura das nanofibrilas de celulose e NH proveniente da quitosana. Segundo Khan et al.,*" a
banda de NH geralmente é mais fina e a de OH mais larga. No entanto, como existe uma
grande quantidade de ligacGes de hidrogénio, a banda de NH e de OH se sobrepde e ficam

bastante largas.'®*°
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Figura 4 Espectros na regido de infravermelho do filme controle Q e dos hibridos
Fonte: Autores (2021)

Em 2944 cm™ h4 uma banda atribuida ao estiramento vibracional simétrico e
assimétrico dos grupos CH,. Trés bandas sdo observadas em 1641, 1548 e 1408 cm™
atribuida a amida-I, amida-11 e amida-II1, respectivamente, sobreposta & banda de C=0.20%
As bandas em 950 cm™ a 1030 cm™ se referem alongamento de C — O — C. A incorporagéo de
TiO, nédo alterou as intensidades das bandas, nenhum deslocamento, aparecimento ou
desaparecimento de banda foi evidenciado, o que demonstra apenas uma possivel formacéo de
interacdo fisica entre as nanoparticulas e a matriz de biopolimeros. Pesquisas com resultados
semelhantes foram relatadas na literatura, relacionadas a interacdo de outras nanoparticulas

com uma matriz de biopolimero. 16222324
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A estabilidade térmica dos materiais preparados foi investigada por meio da

termogravimetria (TGA) e sdo apresentados nas Figuras 5 e 6.

100

80

60

40

% Massa

20

T T T T
0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 5 Curva TGA do filme de quitosana — Q (filme controle).

Fonte: Autores (2021)

Trés etapas no processo de decomposicao térmica foram observadas para o filme de
quitosana, variando de 30-125 °C (15%), 125-350 °C (32%) , 350-559 °C (53%), associados a
evaporacdo de agua e solvente, decomposicdo de fracdes de menor massa molar, como o

glicerol e decomposicéo das macromoléculas de quitosana, respectivamente.'®

100 100

—— QI,5T4N1,5-1
-Q1,5T4N1,5-2
—— Q1,5T4N1.5-3

80 80

60
60

40

% Massa
% Massa

40 4

20
20 4

-20 r . ; . : . T : T - . . s , . . . . .
0 200 400 600 800 100 0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 6 Curva TGA dos filmes hibridos

Fonte: Autores (2021)
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As curvas das amostras de filmes presentes na Figura 6, apresentaram comportamentos
semelhantes a de Q (Figura 5), indicando que a adicdo de nanofibrilas de celulose e didxido
de titanio ndo afetou a estabilidade térmica dos filmes. De maneira geral, para as curvas da
Figura 6, ocorre perda de massa correspondente dgua e solvente, sequido de um evento que
pode ser indicativo da fracdo de baixa massa molar e volateis, aproximadamente em 130 °C
(20%). A maior perda de massa dos filmes hibridos foi observada na faixa de 290 a 550°C
(43%), referente as macromoléculas de Q e NFC, que formam a matriz polimérica dos filmes
hibridos."

Com o intuito de identificar o TiO, presente nas diferentes amostras de filmes, foi
realizada a anélise por e Difracdo de Raios X.

QIT2NS J l i .

QIT6NI

Intensity (a.u.)

QIT6NS

Q2T2N1

2 0 (degree)

Figura 7 Difratogramas obtidos das amostras Q1T2N1, Q1T2N5, Q1T6N1, Q1T6ENS,
Q2T2N1

Fonte: Autores (2021)
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Figura 8 Difratogramas obtidos das amostras Q2T2N5, Q2T6N1, Q2T6N5, Q1,5T4N1,5-1,
Q1,5T4N1,5-2, Q1,5T4N1,5-3

Fonte: Autores (2021)

Nas Figuras 7 e 8, encontram-se os difratogramas dos filmes hibridos que foram
produzidos. Picos entre 13,1° e 18,0° sdo correlacionados a semicristanilidade da quitosana.?
Picos acentuados em torno de 16,9° (correspondentes a semicristalinidade da quitosana)
podem ser observados para as amostras Q2T2N1, Q2T2N5, Q2T6N1, Q2T6N5, Q1,5T4N1,5-
1, Q1,5T4N1,5-2. Entretanto nas amostras Q1T2N1, Q1T2N5 e Q1,5T4N1,5-3 (Figura 10)
ndo foi possivel visualizar este evento nessa faixa. As ligacbes de hidrogénio entre a
quitosana e o TiO, podem causar rupturas a rede da quitosana e amplificar sua regido amorfa,
ocasionando diminuicao da cristalinidade do filme.?’

Picos de difragdo em torno de 25,2 ° e 37,7° foram identificados nos filmes, e sdo
correspondentes as nanoparticulas de TiO,.?® Estes resultados evidenciam que houve boa
dispersdo das nanoparticulas de TiO, em algumas amostras quando estas foram incorporadas
na matriz polimérica dos filmes. Sendo este um fator importante para preservar a
homogeneidade dos filmes, também observada na imagem da Figura 1.

Estudos referentes as propriedades fisicas da matriz polimérica e dos filmes hibridos
foram realizados. Na Tabela 2 encontram-se os valores médios para umidade e solubilidade

dos filmes controle de quitosana e dos hibridos produzidos.
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Ao analisar os valores apresentados para umidade (Tabela 2), observa-se que a medida
em que aumenta a quantidade de NFC e TiO; o teor de umidade dos filmes hibridos reduz.
Esse fato pode ser comprovado por meio das amostras Q1T6N5 e Q2T6N5 que possuem
maior quantidade de NFC e TiO, (Tabela 1) e apresentaram menor teor de umidade (Tabela
2). Nota-se ainda que a maioria amostras dos filmes que foram preparadas com a mesma
quantidade de Q e TiO, variando-se apenas a NFC, o teor de umidade € menor para a amostra
que contem mais NFC. Isso pode ser evidenciado, quando comparamos por exemplo, as
amostras Q1T6N1 com a Q1TENS5 e a Q2T2N1 com a Q2T2N5 (Tabela 1). Apenas os filmes
Q2T6N1 e Q2T6N5 apresentaram comportamento diferente. A quitosana, por apresenta
natureza hidrofilica, é sensivel a 4gua, o que restringe, de modo consideravel, sua eficiéncia
no controle da transferéncia de umidade e na conservacdo da estrutura integral.*® Segundo

1,° em analise de filmes de quitosana, altos valores de umidade podem ocorrer

Aljawish et a
devido a sua grande natureza hidrofilica e fortes ligacOes entre as moléculas de agua e seus
grupos funcionais (-OH, -NH;) por ligacbes de hidrogénio. Assim, muitas pesquisas
constataram que a incorporacdo de nanomateriais, como por exemplo, nanocristais e
nanofibrilas de celulose, nanoparticulas de TiO,, dentre outros, a matriz da quitosana, estdo
sendo utilizados como revestimento de polimeros para melhorar suas propriedades e

limitagdes.*.



Tabela 2 Valores de Umidade e Solubilidade dos filmes controle de Q e dos filmes hibridos

Amostras Umidade Solubilidade
% %
Q1 21,34 £ 2,55 58,41 +1,01
Q15 21,57 +£1,07 35,17 £ 0,05
Q2 22,50 + 0,56 34,20 £ 0,17
Q1T2N1 17,64 + 0,30 56,02 +1,01
Q1T2NS5 17,21 + 0,59 56,43 £ 0,15
Q1T6N1 16,35+ 0,56 54,63 £ 0,55
Q1T6NS 14,59 + 0,79 53,41 + 0,30
Q2T2N1 16,91 + 0,96 35,05+ 0,47
Q2T2N5 13,72+ 0,17 29,66 + 0,02
Q2T6N1 13,33+ 0,16 30,67 +£0,20
Q2T6N5 14,41 £ 0,08 35,99 + 0,20
Q1,5T4N1,5-1 15,26 + 0,17 51,80 £ 0,32
Q1,5T4N1,5-2 16,97 + 0,17 45, 48 + 0,08
Q1,5T4N1,5-3 16,10 + 0,01 49,38 +£ 0,07

Fonte: Autores (2021)

Os resultados para o teste de solubilidade (Tabela 2) mostraram que o filme controle
Q1 foi o que mais solubilizou em agua (58,41%), 0 que ja era esperado por este apresentar
uma menor massa de quitosana. Ao comparar com os hibridos nota-se que as amostra de
Q1T2N1 a Q1T2N5 (Tabela 2) exibiu valores proximos ao controle Q1. O mesmo pode ser
observado para as amostras de Q2T2N1 a Q2T6N5 (Tabela 2) que apresentaram resultados
similares ao filme controle Q2. Um fator que pode influenciar na solubilidade dos filmes € o
tipo de plastificante utilizado, pesquisas mostram que a adicdo do glicerol pode aumentar, de
maneira significativa, a solubilidade dos filmes por ele apresentar caracteristicas
hidrofilicas.*®* Em todas as amostras foi adicionado 1,5 mL de glicerol.

De maneira geral, pode-se dizer que a presenca do TiO, e da NFC provocou uma

diminuicdo na solubilidade dos filmes em agua, uma vez que o TiO; ¢ insolUvel em agua e a
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NFC pode formar ligagdes de hidrogénio com a matriz de quitosana, aumentando assim suas
interagOes, conforme observado nos espectros de FTIR. O estudo da solubilidade dos filmes
tornam-se importantes pelo fato de varias de suas aplicagdes implicar em contato com meios
aquosos. Além disso, a mudanca na composicdo dos filmes mostra como podem influenciar
nesta propriedade.

Outra propriedade importante e bastante estudada em filmes biodegradaveis € a
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), que mostra o potencial de barreira ao vapor de agua

dos filmes. Segundo Yu et al.*®

, quanto menor o valor de PVA, menor o vapor de agua que
transpassa os filmes, apontando que estes possuem uma barreira de vapor de &gua mais
resistente.

Ao analisar os valores de PVA para os filmes controles e os hibridos produzidos
(Tabela 3) observa-se que em alguns casos houve a diminui¢do do PVA ao incorporar a NFC
e 0 TiO,. Nota-se que os hibridos (amostra Q1,5T4N1,5-1, Q1,5T4N1,5-2 e Q1,5T4N1,5-3)
preparados a partir de Q1,5 (controle) apresentaram valores menores de PVA. Estudos
relatam que ocorre uma diminuicdo do valor de PVA pela adi¢do de nanofibrilas de celulose
devido aos mecanismos e efeitos deste componente a base da matriz polimérica de

quitosana.*

Tabela 3 Valores médios de permeabilidade de vapor de 4gua (PVA) das amostras

PVA
Amostras g.s-.m-1.Pa-1
Q1 2,22 x 10 +548 x 107
Q1,5 3,09x 10+ 3,36 x 10
Q2 2,96 x 10 +1,15x 10™
Q1T2N1 2,20 x 10+ 2,19 x 10"
Q1T2N5 2,47 x 10 + 6,06 x 107
Q1T6N1 2,98 x 10 + 9,43 x 107
Q1T6N5 2,35x 10 + 526 x 10™°
Q2T2N1 3,44 x 10 + 246 x 107
Q2T2N5 2,75x 10 + 8,29 x 10
Q2T6N1 3,05x 10"+ 7,97 x 10"

Q2T6N5 2,93x 10 +2,08x 10
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Q1,5T4N1,5-1 2,73x10M+122x 10
Q1,5T4N1,5-2 2,41x 10 +1,10x 10
Q1,5T4N1,5-3 2,35x 10 +1,20x 107

Fonte: Autores (2021)

Quando se faz uma comparagdo entre uma amostra e outra, por exemplo amostra
Q1T6N1 e amostra Q1T6NS5, que apresentam mesma quantidade de quitosana, mesma
concentracdo de TiO,, mas variacdo na quantidade de NFC, nota-se que a amostra Q1T6N5
gue tem cinco vezes mais NFC em sua composi¢do, mostrou menor valor de PVA (Tabela 3).
O mesmo ocorre entre as amostras Q2T2N1 e Q2T2N5 e as amostras Q2T6N1 e Q2T6NS5.
Essa diminuigéo dos valores de PVA pode ser explicada pelo fato das nanofibrilas de celulose
formarem uma rede, conduzindo a continuas liga¢6es de hidrogénio, que diminuem a difuséo
de vapor de agua.***"34

Outro fator relevante que pode ser avaliado é a variacdo da quantidade de TiO, em
amostras que apresentam mesma quantidade de Q e NFC. Observa-se que houve diminuigéo
no valor de PVA quando da concentracdo de TiO, é aumentada, como nas amostras
Q1T2N5 e Q1T6NS5 e amostras Q2T2N1 e Q2T6N1 (Tabela 3). De acordo com He et al.*® e

Lian et al.,*®

esses resultados podem estar associados ao fato de o TiO; ser insolivel em agua
e dessa forma impedir os microcaminhos do vapor de &gua na estrutura da rede de filmes.
Outras pesquisas evidenciaram que o TiO, é capaz de interagir com grupos -NH e -OH
hidrofilicos da quitosana, reduzindo a disponibilidade desses grupos para a sorcéo de vapor de
4gua na superficie do filme 16373839

Com o proposito de verificar a acdo do TiO, e da NFC em relacdo a propriedade
Optica dos filmes, devido ao preenchimento desses constituintes a matriz polimérica de
quitosana, foi realizada andlise de transmissdo Optica para avaliar o grau de transparéncia e
opacidade dessas amostras.

Na Figura 11, sdo apresentados os valores de transmissdo de luz, para os filmes
controle e os hibridos produzidos.

A transparéncia, opacidade e homogeneidade dos filmes sdo fatores essenciais para
estabelecer a eficiéncia destes materiais atuarem como revestimentos. Somente o tipo de
aplicacdo destinada ao material € que vai determinar se € melhor obter um filme mais

transparente ou mais opaco. Esses fatores dependem essencialmente de sua aplicacéo final.
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Figura 9 Médias e valores de desvio padrdo de transmissdo da luz em comprimento de onda
de 600 nm dos filmes

Figura 9 Médias e valores de desvio padrao de transmissao da luz em comprimento de onda
de 600 nm dos filmes

Fonte: Autores (2021)

Nota-se que os filmes controle (Q1, Q1,5 e Q2), sem adicdo de NFC e TiO, sdo mais
transparentes que os hibridos produzidos. Observa-se também que Q1,5 apresentou maior
transparéncia que Q1 e Q2, ou seja, 0 aumento na quantidade de quitosana utilizada também
ocasiona mudangas na opacidade dos filmes. E possivel verificar que tanto o TiO,, quanto a
NFC contribuem para a diminuicdo da transparéncia dos filmes. Esse desempenho pode ser
explicado pelo fato de existir uma fase dispersa e ndo miscivel junto a matriz de quitosana
que, consequentemente, contribui para o aumento da opacidade devido as diferencas no indice
de refracédo das fases, tamanhos das particulas e concentracdo (Alexandre et al, 2016).

Nas amostras Q2T6N1 e Q2T6N5 verifica-se que ambos os filmes apresentaram
transparéncia préximo a zero. Essas amostras sdo as que possuem maior concentracdo de Q,
NFC e TiO,. Esse resultado pode ser atribuido aos aglomerados de TiO,, como mostrado nas
imagens da Figura 1 e também do MEV (Figura 3). A maior opacidade nos filmes também
pode ter relagcdo com a formagéo de uma teia pelas nanofibrilas de celulose que impede a

transmitancia de luz.* De acordo com Zhang et al.,* a incorporagdo de nanoparticulas de
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TiO, na matriz de quitosana reduz a transmitancia na regido da luz visivel. Resultados
semelhantes ao efeito da concentragdo do TiO, na transmitancia Optica dos filmes também
foram relatados em pesquisas.*"*?

O estudo da atividade antioxidante (Figura 12) e antimicrobiana (Tabela 4) dos filmes
foi realizado com o objetivo de investigar se a incorporagdo do TiO, a matriz polimérica de

quitosana, exibiria resultados positivos para esse tratamento.

25
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Figura 10 Médias da atividade antioxidante dos filmes de quitosana e dos filmes hibridos

Fonte: Autores (2021)

Ao analisar a Figura 12, nota-se que todos os filmes apresentaram atividades
antioxidante, no entanto os valores foram relativamente baixos quando comparados a valores
encontrados na literatura. Os filmes controles Q1, Q1,5 e Q2 apresentaram aproximadamente
20% de atividade antioxidante. Da mesma forma, quando o TiO; foi adicionado ao filme a
atividade continuou baixa, as amostras Q1T2N1, Q1T2N5 e Q1T6N1 mantiveram-se
proximas dos valores dos filmes controle, em que o filme Q1T2NS5 foi o que apresentou maior
atividade. Entretanto, a medida que a concentracdo do TiO, aumenta, a atividade antioxidante
diminui. Resultados semelhantes foram evidenciados por Li et al.,*® que constataram que o
TiO, indicou baixa atividade antioxidante, sendo necessario a utilizagdo de um outro

constituinte para melhorar a atividade de seus filmes. Ainda segundo os autores, ao incorporar
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6leo de cravo em suas amostras houve um aumento significativo na atividade antioxidante dos
filmes.

Os efeitos da atividade antibacteriana dos filmes de quitosana e os hibridos produzidos
sobre as bactérias Gram-negativa e Gram-positiva, que apresentaram halo de inibicdo estdo
dispostos na Tabela 4.

Ao analisar os valores referentes ao halo de inibicdo sobre as bactérias, por meio do
teste de difusdo em agar, observa-se que a E. Coli foi mais suscetivel ao teste que a S. aureus.
Os filmes de quitosana (filmes controle, Q1, Q1,5 e Q2) foram capazes de inibir a propagacao
da E. coli e & medida que a concentracdo de Q aumentou, maior foi a inibicdo. De acordo com

Silva et al.®

uma das diversas caracteristicas da quitosana que a distingue de outros
polissacarideos destaca-se a atividade antimicrobiana. A concentracdo minima inibitoria
(CMI) para o filme de quitosana foi Q1(10,00) ou seja, o filme com menor concentracdo de
quitosana em sua composic¢do apresentou resultado satisfatorio para inibir a proliferacdo da
bactéria E. coli.

Quando avaliamos a inibi¢do da E. coli por meio dos filmes que foram incorporados
com TiO, e NFC, nota-se que, embora em algumas amostras tenha ocorrido uma pequena
diminuicdo no halo de inibicdo, ainda assim essas foram capazes de interromper a propagacao
da bactéria. As amostras Q1T2N1, Q1T2N5 e Q2T6N1, por exemplo, que diferem tanto na
concentracdo de Q, TiO, e NFC, apresentaram 0 mesmo valor de inibicdo (9,47). Isso
demonstra que a amostra Q1T2N1 exibiu CMI suficiente para conter a difusdo da E. coli. A
amostra Q1T6N5, que apresentou menor halo de inibicdo (8,30) é a amostra com menor
quantidade de Q e maior concentracdo de TiO, e NFC. Ja a amostra Q2T2N5, foi a que
apresentou melhor efeito de inibicdo para E. coli, com maior concentracdo de Q e NFC e
menor concentracdo TiO,. A amostra Q1T6N1, como pode ser visto na Tabela 4, ndo

apresentou inibicao para nenhuma das duas bactérias (E. coli e S. aureus).
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Tabela 4 Efeitos dos filmes sobre o crescimento das bactérias E. Coli e S. Aureus

Presenca de halo de inibicdo (mm)

Bactérias
E. Coli S. Aureus

Gram - +

Q1 10,00 NI

Q15 10,70 NI

Q2 11,30 NI
Q1T2N1 9,47 9,00
Q1T2N5 9,47 9,87

Q1T6N1 NI NI
Q1T6N5 8,30 9,00

Q2T2N1 11,20 NI

Q2T2N5 12,00 NI
Q2T6N1 9,47 10,90
Q2T6N5 9,97 9,73
Q1,5T4N1,5-1 9,23 9,43
Q1,5T4N1,5-2 9,57 10,60
Q1,5T4N1,5-3 9,18 9,33
CL 20,67 16,87

Legenda: NI — Ndo ocorreu inibicdo; CL — Cloranfenicol.

No teste realizado para S. aureus, nota-se que os filmes de quitosana (Q1, Q1,5, Q2)
ndo foram capazes de inibir a proliferagdo da bactéria, esse fato pode ter ocorrido pela
diferencga na estrutura das bactérias e também devido a sua resisténcia. Nesse estudo a bactéria
S. aureus, mostrou-se mais resistente aos tratamentos com os filmes. Interessante notar que
apos a incorporacdo do TiO, e NFC aos filmes, algumas amostras apresentaram resultados
positivos e significativos para impedir a difusdo da bactéria. Os filmes Q1T2N1 e Q1T6NS5,
exibiram o mesmo efeito de inibi¢do (9,0), constatando que a concentracdo minima inibitoria
(CMI) foi para a amostra Q1T2N1, ou seja, mesmo em menores concentragdes, foi possivel
controlar o crescimento da bactéria no meio. Ja os filmes Q2T6N1 e Q1,5T4N1,5-2, foram os
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que apresentaram melhor efeito de inibicdo para S. aureus (10,90 e 10,60 respectivamente).
Essas amostras sdo as que apresentam maior quantidade de Q e TiO,. De modo diferente, as
amostras Q2T2N1 e Q2T2N5, que apresentam a maior concentracdo de Q e menor de TiO,
ndo mostram atividade antibacteriana. Moreira et al.,** salientam em seus estudos que S.
aureus vem sendo isolado de alimentos, sendo motivo essencial de intoxicagdo alimentar.
Com extensa disseminagdo, meios para eliminar S aureus sdo inviaveis, assim, & preciso
controlar sua contaminacao e crescimento posterior nos alimentos.

Pesquisas realizadas utilizando-se o TiO, juntamente com a quitosana demonstram
resultados significativos. Li et al.,'® estudaram a influéncia do TiO, e 6leo de cravo em filmes
de quitosana e amido, os testes antimicrobianos mostraram que a incorporagdo do TiO,
aumentou satisfatoriamente a area de inibicdo das bactérias testadas (S. aureus e E. coli) e os
melhores efeitos foram para as amostras como maior concentracdo de TiO,. Ainda segundo 0s
autores, esses efeitos melhoraram quando houve a introducdo do éleo de cravo nos filmes.
Xing et al.,*! fizeram um revestimento para frutos de manga a base de quitosana e diéxido de
titanio, onde este levou a formacdo de um filme na superficie da manga em que foi possivel
observar os indicadores fisioldgicos e bioquimicos. Os testes exibiram resultados eficientes na
conservacao das qualidades dos frutos, pois o filme formado sobre a superficie da manga
impediu a infeccdo por patégenos, diminuindo, dessa forma, a ocorréncia de deteriora¢do no
periodo de armazenamento.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho e estudos realizados por diversos
pesquisadores, constata-se que a incorporacdo de nanomateriais nos sistemas de embalagem
de alimentos a base de quitosana, como por exemplo o TiO, e a NFC, sdo importantes pois

atuam como barreira a contaminagdes fisicas, quimicas e microbioldgicas.
4 Conclusao

Neste trabalho, nanoparticulas de TiO, e nanofibrilas de celulose (NFC) foram
incorporados em matriz polimérica de quitosana para produzir filmes para aplicacdo em
embalagem de alimentos. Os resultados mostraram que a adi¢cdo desses constituintes
melhorou as propriedades fisico-quimicas dos filmes, tornando-os mais resistentes. A adigéo
de TiO,, exibiu efeitos satisfatorios para atividades antibacterianas, sendo que os filmes com
menores concentracdo apresentaram CMI para as duas bactérias em estudo (E. Coli e S

aureus). Entretanto, a transparéncia dos filmes diminuiu, porém, a opacidade ndo é um
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problema, tornando-se viavel a partir da aplicacdo da embalagem para determinado tipo de
alimento. A agéo antioxidante diminuiu com a incorporacdo do TiO; ratificando a necessidade
da inclusdo de um agente antioxidante nos mesmos para melhorar esta propriedade. O MEV
mostrou que o TiO, e a NFC estavam bem dispersos nos filmes. Os espectros de FTIR
mostraram que algumas interacdes ocorreram entre TiO,, NFC e a matriz dos filmes. Dessa
forma, os filmes hibridos produzidos apresentaram boas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, proporcionando uma alternativa com potencial para novas embalagens que

possibilite uma maior conservacédo de alimentos.
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