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RESUMO

SOUSA, Miriane Maria de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2015. Desenvolvimento e caracterizagao de filme ativo a base de metil celulose
incorporado com nanoparticulas de quitosana e nisina. Orientadora: Nilda de
Fatima Ferreira Soares. Coorientadores:Jane Sélia dos Reis Coimbra eNélio José de
Andrade.

Os consumidores estdo cada vez mais peocupados com a qualidade e com a
seguranga microbiolégica dos alimentos. Desta forma, as embalagens ativas tém
atraido muito a atengao das industrias de alimentos e dos pesquisadores desta area.
Aliado a preocupacédo com qualidade dos alimentos, tem-se preocupado também
com a contaminagdo ambiental, devido ao acumulo de residuos ndo biodegradaveis
no meio ambiente. Neste contexto surge o interesse pela produgdo de embalagens a
partir de materiais biodegradaveis e de recursos renovaveis. No entanto, o seu uso
como embalagem de alimentos ainda é restrito devido ao fato de apresentarem
limitagbes quanto as suas propriedades mecéanicas e de barreira e estabilidade
térmica. Neste contexto estudos tém demonstrado que novos materiais em tamanho
nano tem sido utilizados para producdo de filmes nanocompdsitos revelando
surpreendentes propriedades. Diante disso, objetivou-se desenvolver e caracterizar
um nanomaterial a partir da quitosana, nanoparticula de quitosana, para producao
de nanocompdsito a base de metil celulose e também desenvolver e caracterizar o
filme de metil celulose incorporado com nisina e posteriormente avaliar o efeito em
conjunto do melhor tratamento obtido pela incorporacéo de quitosana e nisina nas
propriedades mecanicas, barreira ao vapor de agua e antimicrobianas in vitro do
filme de metil celulose. As Nanoparticulas produzidas exibiram forma esférica com
distribuicdo de tamanho médio de 284,7 + 24,3 nm por meio da técnica de DLS e de
40 a 70 nm na analise de MFA, e superficie carregada positivamente com um
potencial zeta de valor 36,3 £ 3,6mV. Os resultados indicaram que a adigdo de NPQ
(5 e 10% m/m) proporcionou aumento significativo (p<0,05) na resisténcia a tragcéo e
no modulo de elasticidade, enquanto diminui o alongamento do filme de MC. Além
disso, o0 aumento da concentragdo de NPQs (5 e 10%) contribuiu para a redugéo da
permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) de forma significativa (p<0,05). Os filmes
ativos com adi¢cao de nisina, apresentaram atividade antimicrobina in vitro sobre as

bactérias Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. No entanto, o aumento
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da concentragdo de nisina (1, 5 e 10% m/m) provocou diminui¢do na resisténcia
atracdo e no modulo de elasticidade de forma significativa (p<0,05), enquanto o
alogamento aumentou. O filme de MC adicionado a 10% m/m de nisina provocou
aumento significativo (p<0,05) cerca de 11,9% na TPVA dos filme. O tratamento que
melhor contribuiu para o refor¢o do filme de MC foi o com adigao de 5% de NPQ e a
adicao de 10% de nisina apresentou maior atividade antimicrobiana in vitro contra as
bactérias avaliadas. No filme de MC produzido com a mistura de nanoparticula de
quitosana (10%) e nisina (5%), observou-se que a atividade antimicrobiana in vitro,
nao diferiu do filme de MC com 10% de nisina, e que a propriedade mecanica e a
permeabilidade diferiram significativamente (p<0,05) do filme de MC com 10% de
nisina, apresentando melhoria na resisténcia a tracdo e TPVA sugerindo que as
NPQs ajudaram no aumento destas propriedades. No entanto, apresentaram
propriedades fisico-mecanicas inferiores ao MC adicionado de 5% de NPQ e néao
diferiram do filme de MC. Os resultados apresentados neste estudo demonstraram
que as NPQs apresentaram potencial para produgdo de bionanocompdsitos como
uma tecnologia para melhorar as propriedades dos filmes de MC e que o filme
nanocompdsito ativo produzido com nisina apresenta-se promissor para estender a

vida de prateleira e para assegurar a seguranga microbiana dos alimentos.
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ABSTRACT

SOUSA, Miriane Maria de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, 2015.
Development and active film featuring the basis of methyl cellulose embedded
with nanoparticles of chitosan and nisin.Adviser:Nilda de Fatima Ferreira Soares.
Co-Advisers: Jane Sélia dos Reis Coimbraand Nélio José de Andrade.

Consumers are increasingly worried concerningthethe quality and the
microbiological safety of food In this way, the active package has very attracted the
attention of food industries and of researchers in this area. Allied to concerns about
food quality, there is also concern about environmental contamination due to
accumulation of non-biodegradable waste into the environment. In this context it
appears interest in the production of packaging materials from biodegradable and
renewable resources. However, their use as food packaging is still limited due to
limitations in presenting its mechanical and barrier properties and thermal stability. In
this context new studies have shown that nano-sized materials have been used for
the production of nanocomposite films revealing surprising properties. Therefore, it
aimed to develop and to characterize a nanomaterial from the chitosan, chitosan
nanoparticle, to produce nanocomposite on the basis of methyl cellulose and also to
develop and to characterize methyl cellulose film embedded with nisin and then
evaluate the effect together the best treatment obtained by incorporation of chitosan
and nisin in mechanical properties, water vapor barrier and antimicrobial in vitro
methyl cellulose film. The nanoparticles produced exhibited spherical shape with
average size distribution of 284.7+ 24.3 nm by DLS technique and from 40 to 70 nm
on AFM analysis, and positively charged surface with a zeta potential value 36.3 +
3.6 mV. The results indicated that the addition of NPQ (5 and 10% w/w) provided a
significant increaseing (p <0.05) in tensile strength and modulus, while decreasing
elongation MC film. Furthermore, the concentration of NPQs (5 and 10%) contributed
to the reduction of permeability to water vapor (WVTR) significantly (p <0.05). The
active films with the addition of nisin showed antimicrobina in vitro activity on the
bacteria Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes, However, the
increasing of the concentration of nisin (1, 5 and 10% w / w) resulted in lower tensile
strength and modulus of elasticity significantly (p <0.05), while the alogamento
increased. The MC film added to 10% w/w of nisin resulted in a significant increasing

(p <0.05) about 11,9% WVTR of the film. The treatment that best contributed to the
XV



enhancement of the MC film was with addition of 5% of NPQ and the addition of 10%
of nisin showed higher in vitro antimicrobial activity against bacteria evaluated. In the
MC film produced with the mixture of chitosan nanoparticles (10%) and nisin (5%), it
was observed that the in vitro antimicrobial activity did not differ from the MC film with
10% of nisin, and that the mechanical property and permeability differed significantly
(p <0.05) from the MC film with 10% of nisin, showing improvement in tensile
strength and WVTR suggesting that NPQs helped o increasing in these properties.
However, it showed inferior physical and mechanical properties to the film MC added
and 5% of NPQ and did not differ from MC film. The results of this study
demonstrated that NPQs showed potential for producing bionanocompdésitos as a
technology to improve the properties of the MC film and the active nanocomposite
film produced presents promising to extend the shelf life and ensure microbial food

safety.
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INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos anos, os consumidores estao cada vez mais preocupados com a
qualidade e segurancga alimentar dos alimentos, buscando por produtos nutritivos,
mais proximos ao natural, convenientes, com maior vida de prateleira e que nao
oferegam riscos a saude. Desta forma, as embalagens ativas tém atraido muito a
atencao das industrias de alimentos e pesquisadores desta area como uma forma de
estender a vida de prateleira e de garantir a segurancga dos alimentos (RHIM, 2013).

Dentro do ambito da conservagao de alimentos, a aplicagao de peptideos
antimicrobianos de bactérias laticas em embalagens de alimentos para produgéo de
filmes bioativos tem recebido grande ateng&o. A nisina tem sido cada vez mais
utilizada como “bio-conservante” para incorporagao direta em filmes ativos de forma
eficaz contribuindo para o aumento da vida de prateleira dos alimentos (KHAN et al.,
2015).

Além da preocupagao com a qualidade dos alimentos, tem-se preocupado
também com as questbes ambientais, pois o aumento do uso de embalagens
plasticas traz uma série de preocupagdes quanto a contaminagdo ambiental, devido
ao acumulo de residuos. Neste contexto surge o interesse pela producdo de
embalagens a partir de materiais biodegradaveis e de recursos renovaveis. No
entanto, o seu uso como embalagem de alimentos ainda é restrito devido as
limitacbes quanto as suas propriedades mecanicas e de barreira e estabilidade
térmica.

Hoje em dia, a aplicagdo da nanotecnologia para filmes biopolimeros podem
abrir novas possibilidades para melhorar ndo s6 as suas propriedades, mas também
a eficiéncia de custo-preco (CHAUDHRY e CASTLE, 2011). Assim, diferentes
nanoparticulas tém sido usadas como reforco para a preparacdo de filmes
nanocompdsito e tem atraido um interesse significativo como potenciais
nanopreenchedores durante a ultima década (CHAUDHRY e CASTLE, 2011).
Devido ao reforco fornecido pelas nanoparticulas dispersas na matriz de polimero,
os filmes nanocompdsitos exibem propriedades mecanicas,fisicas, térmicas e
Opticas melhoradas acentuadamente, em comparacdo aos filmes a base de
biopolimeros puros (TEIXEIRA, 2010).



Estudos tém revelado que a quitosana, um polimero obtido de fontes naturais
renovaveis, pode ser produzido em tamanho nano, e desta forma ser incorporado
em matrizes poliméricas promovendo melhorias nas propriedades mecanicas, de
barreira e térmicas (MOURA et al., 2009).

Até agora, um grande numero de estudos tém sido publicados sobre a
preparagcao de filmes nanocompdsitos; mas, apenas alguns estudos tém sido
realizados sobre a incorporagdo de nanoparticulas de quitosana em biopolimeros.
Além disso, nenhuma pesquisa estudou o efeito da incorporagao de nanoparticula
de quitosana em filme de metil celulose e sua agdo com o antimicrobiano, nisina, em
filme de metil celulose.

Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho desenvolver e caracterizar
filme nanocompdésito de metil celulose incorporado com nanoparticula de quitosana
€ nisina.

Para melhorar apresentacédo e discussdo dos resultados obtidos, o trabalho
foi dividido em capitulos:

Capitulo 1: Revisdo de literatura sobre os principais temas abordados no
trabalho;

Capitulo 2: Producgao e caracterizacdo de nanoparticulas de quitosana;

Capitulo 3: Producéo e caracterizacdo de nanocompdsito com nanoparticula
de quitosana a base de metil celulose e filme ativo antimicrobiano de metil celulose

incorporado com nisina.



CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA
1.BIOPOLIMEROS BIODEGRADAVEIS

As embalagens exercem papel fundamental, na manipulacdo e
comercializagdo de produtos alimenticios para oferecer os niveis requeridos de
qualidade e seguranca (LAGARON et al., 2005). Elas t&m como principais funcdes
proteger os alimentos contra contaminagao microbioldgica, contra danos mecénicos
e apresentar informacgdes para comercializagao e ao consumidor (ALMEIDA, 2010).

Dentre os materias utilizados para produgdo de embalagens, os polimeros
apresentam caracteristicas desejaveis para uma embalagem como transparéncia,
maciez, termossoldabilidade e boa resisténcia (ALMEIDA, 2010). Os plasticos
obtidos a partir de recurso féssil sdo amplamente utilizados como embalagens para
alimentos, no entanto, nas ultimas décadas do século 20, estes polimeros trazem
uma série de preocupacgdes quanto a contaminacdo ambiental, causando riscos a
saude humana e ao meio ambiente (OJIJO e RAY, 2013).

Devido a estas preocupagdes o interesse crescente pela pesquisa por
biopolimeros biodegradaveis tém sido crescente (MAHALIK e NAMBIAR, 2010;
IMRE e PUKANSZK, 2013; PEELMAN et al., 2013). Estes sdo materiais produzidos
a partir de recursos alternativos, com menor consumo de energia e biodegradavel
(IMRE e PUKANSZK, 2013). Dessa forma eles auxiliam na redugéo no volume de
residuos no meio ambiente, visto que apresentam rapida degradabilidade bioldgica,
reduzem a quantidade de dioxido de carbono langado no meio ambiente uma vez
que sao obtidos a partir de recurso natural, podem ser utilizados como substituto
para os polimeros petroquimicos (OJIJO e RAY, 2013).

Os polimeros biodegradaveis sao materiais que se degradam completamente
ao ataque dos micro-organismos naturais no meio ambiente tais como fungos,
bactérias e algas (AMERICAN SOCIETY STANDARD TESTING AND MATERIALS -
ASTM, 2000). Os micro-organismos, quando em contato com os plasticos
biodegradaveis, secretam enzimas que quebram o material em segmentos cada vez
menores, facilitando a sua degradagao (OJIJO e RAY, 2013).

Pesquisas sobre filmes transparentes renovaveis para aplicagdes em
embalagens de alimentos vém crescendo a cada ano, e grande numero de

biopolimeros estdo sendo desenvolvidos e estudados, como a celulose (metil
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celulose, carboximetil celulose, hidroxipropil celulose, hidroxipropilmetil celulose, e
os ésteres de celulose como o acetato de celulose, propionato acetato de celulose, e
butirato acetato de celulose); o amido; a quitosana; o poli-beta-hidroxialcanoatos
(PHA) e o poli (acido latico) (PLA) (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006; ALMEIDA,
2010; MAHALIK e NAMBIAR, 2010; PEELMAN et al., 2013).

Estes polimeros podem ser utilizados como substituto para os polimeros
petroquimicos, sendo esta uma perspectiva interessante, o que fornece uma
alternativa a produtos ndo degradaveis, e aumentos na renda do setor agricola
(SOUZA et al.,2010).

1.1.FILME DE METIL CELULOSE

A celulose é o polissacarideo mais abundante na natureza, que ocorre
principalmente na parede celular de plantas superiores como um material estrutural
(QUIROZ et al., 2013). Ela é formada por unidadesrepetidas domondémerode
moléculas de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas R(1-4), e cada
anidroglicosecontémtrés grupos funcionais dehidroxila nos atomos de carbono2, 3
e6,apresentando uma cadeia muito regular, rigida e reta, sem qualquer ramificacéo
(JUNQUEIRA, 1997;BAYER e KNARR, 2013).

Devido as fortes e muitas ligagdes de hidrogénio que se formam entre as
cadeias de celulose em fibrilas, a celulose apresenta-se insoluvel em agua, no
entanto, a modificacdo da cadeia de celulose por ligagao de pequenos substituintes
podem resultar na solubilidade em agua e propriedades de resposta térmica
diferenciadas dando origem aos polimeros derivados da celulose (éteres de
celulose) como a metil celulose, a carboximetil celulose e hidroxipropilmetil celulose
(PSOMIADOU et al., 1996).

A metil celulose (MC), € o derivado mais simples da celulose, o mais
resistente a agua e, o menos hidrofilico entre eles.Ela é formada pelo tratamento
alcalino da celulose seguido por reagao de cloreto de metil, no qual os hidrogénios e
os grupos hidroxilas da celulose sdo parcialmente substituidos por grupos alquila
(metil), formando grupos éter metilicos (celulose-O-CH3) (Figura 1) (PERESSINI et
al., 2003; SONG et al., 2010, LINO, 2012), obtendo um polimero viscoso
transparente num meio aquoso (QUIROZ et al., 2013)



Figura 1: Estrutura quimica da metilcelulose
Fonte:Lino, 2012.

A metilcelulose em solugdo aquosa ocorre 0 mecanismo de geleificagdo
térmica, na faixa de temperatura de 50°C a 70°C, que s&o promovidas pelas
associagdes hidrofébicas intermoleculares entre os grupos metila nas moléculas de
MC, ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas ndao modificados das cadeias
de celulose e pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas da celulose e
moléculas de agua (LINO, 2012).

A metilcelulosevem sendo pesquisada paragrandevariedade deaplicagdes,
devido ao seu baixocustoesua capacidadepara gelificara temperaturas
elevadas;sendo utilizada em muitas indutrias como alimenticia, médica, cosmética e
farmacéutica (LINO, 2012). Tendo aplicagdo na area de alimentos comoespessante,
ligantede aguaeagente de formacao depelicula (DHAR;AKHLAGHI; TAM, 2012).

A metilcelulose (MC), apresenta excelentes propriedades de formacado de
filmes, sendo um material promissor para a preparagao de filmes para alimentos,
considerando sua carateristica biodegradavel, ndo toxica, biocompativel, hidrofilica,
gelificante e propriedades reoldgicas (RIMDUSIT et al., 2008). Os filme produzidos
commetil celulosesao geralmente inodoro e sem sabor, sdo flexiveis e de forga
moderada, transparentes, solUveis em agua, e apresentam eficientes barreiras ao
oxigénio, dioxido de carbono, lipideos e aromas, mas com alta permeabilidade ao
vapor de agua(KROCHTA e MULDER-JOHNSON, 1997, MAMANI, 2009).

Este polimero vem sendo amplamente pesquisado e documentado em varias
publicagdes para produgdo de filmes para conservacdo de alimentos.Além de
funcionar como  barreira  protetora, estesfimestém  sidoutilizadoscomo

veiculosdecompostosbioativos, tais como agentes antimicrobianos (TUNC e
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DUMAN, 2011; MAITY et al.,2012; ESPITIA et al., 2013; TAKALA et al., 2013) e
antioxidantes (LINO, 2012; NORONHA et al., 2014; YU et al., 2015). No entanto,
estebiopolimero tem sua aplicacéo limitada devido as sua propriedades mecanicas,
estabilidade térmica e propriedade de barreira ao vapor de agua, que sao inferiores
quando comparados aos polimeros obtido partir com recurso féssil.

Diante disso, estudos vém sendo realizados com objetivo de melhorar as
propriedades fisico-quimicas dos biopolimeros biodegradaveis por meio da mistura
de dois ou mais polimeros (PINOTTI et al., 2007; GARCIA et al., 2009, BODVIK et
al., 2010) da adi¢cao de agentes plastificantes (DEBEAUFORT e VOILLEY, 1997) e
utilizagcado de preenchedores inorganicos ou nanoparticulas (RIMDUSIT et al., 2008;
SONG e ZHENG, 2009;TUNC e DUMAN, 2010;TUNC e DUMAN, 2011; SILVA,
2012).

2. EMBALAGEM ATIVA

Os consumidores estdo cada vez mais exigentes, e sua preocupagao nao se
restringe somente a problemas ambientais e de sustentabilidade, mas também a
melhoria da qualidade do produto a ser consumido. Nas ultimas décadas, conceitos
inovadores e uma nova linha de pesquisa para embalagem de alimentos tém sido
introduzidos, em resposta as demandas atuais dos consumidores por produtos
seguros, com maior vida de prateleira, melhor relagdo de custo-beneficio e
conveniéncia (AHVENAINEN, 2003).

Neste contexto, surgem as embalagens ativas e inteligentes que apresentam
novas fungdes, trazendo beneficios adicionais sem relagdo as embalagens
convencionais, que vao além da fungdo de protegdo. As embalagens inteligentes
sdo capazes de monitorar o produto embalado e informar ao consumidor as
condi¢cbes do alimento contido, ja as embalagens ativas interagem com o alimento
ou com o hedspace da embalagem, liberando ou absorvendo substéncias dos
alimentos (AHVENAINEN, 2003; RESTUCCIA et al., 2010; SADAKA et al., 2014).

As embalagens ativas interagem com o produto alimenticio com o objetivo de
controlar os mecanismos de deterioragao (microbioldgica, enzimatica, oxidativa e
bioquimicos) dos alimentos, modificando de maneira desejavel, caracteristicas
sensoriais, nutricionais e de seguranga microbioldgica, estendendo, assim, sua vida

de prateleira e mantendo sua qualidade (SUNG et al., 2013; SADAKA et al., 2014).
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As regulamentagbes 1935/2004/EC e 450/2009/EC da Unido Européia,
definem a embalagem ativa como materiais ativos em contato com os alimentos com
capacidade de alterar a composicdo do alimento ou a atmosférica de seu
armazenamento (RESTUCCIA et al., 2010).

As embalagens ativas podem ser classificadas de acordo com suas fungdes
em antimicrobianas, antioxidantes, aromatizantes, sequestradoras (adsorvedoras de
etileno, absorvedoras de umidade, oxigénio, odores, dioxido de carbono e luz
ultravioleta) e emissoras (oxigénio e etileno) (VERMEIREN et al., 1999; SOARES et
al., 2009). As técnicas de embalagens ativas tém sido aplicadas em uma variedade
de produtos alimenticios, e cada produto tem mecanismos diferentes de
deterioragdo, sendo necessario seu conhecimento para que a embalagem ativa
adequada possa ser selecionada (VERMEIREN et al., 1999).

2.1. EMBALAGEM ANTIMICROBIANA

Dentre as alteragdes que ocorrem no alimento, a microbiolégica € uma das
principais, uma vez que compromete a vida de prateleira do produto, devido a
deterioragdo microbiana e pode afetar diretamente a saude do consumidor devido as
doencgas veiculadas pelos micro-organimos contaminantes dos alimentos podendo
causar intoxicagdes ou infecgdes aos consumidores (SILVEIRA, 2005). A crescente
preocupagao dos consumidores com a qualidade microbioldgica dos alimentos tem
aumentado o interesse pelas embalagens antimicrobianas, sendo esta uma forma
promissora de embalagem ativa (SOARES et al., 2009; SADAKA et al., 2014).

Essas embalagens apresentam substancias antimicrobianas que podem estar
incorporados ou imobilizados na matriz da embalagem ou podem estar contidos em
sachés que sao introduzidos no interior do sistema de embalagem. O sistema
embalagem-agente antimicrobiano tem como objetivo reduzir, inibir ou retardar o
crescimento de micro-organismos que podem estar presentes nos alimentos
acondicionados, visando estender a vida de prateleira do produto e obter produtos
mais seguros (SOARES et al., 2009).

Diversos estudos vém demonstrando a eficiéncia e a aplicabilidade desse
sistema de embalagem, sendo capaz de destruir ou inibir os micro-organismos
deterioradores e patogénicos que contaminam a superficie dos alimentos,

contribuindo para a melhoria da seguranca e extensdo da vida util do alimento
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embalado (SOARES et al., 2009; SUNG et al., 2013; RHIM et al., 2013; SADAKA et
al., 2014).

Varios estudos vém sendo realizados envolvendo o uso de agentes
antimicrobianos para produgdo de embalagem ativa, dentre eles podemos citar os
acidos organicos (acido acético, acido benzdico e outros), sais de acidos (sorbato de
potassio), enzimas (lisozima, lactoferrina), natamicina, os peptideos, bacteriocinas
(nisina, pediocina, lacticina), 6leos essenciais, e o polimero quitosana (SUNG et al.,
2013; RHIM et al., 2013; SADAKA et al., 2014).

3. NISINA

O uso de agentes antimicrobianos naturais, como a nisina, representa uma
abordagem eficaz para biopreservagdo de produtos alimenticiosdevido a
preocupacgdes crescentes dos consumidores quanto a adi¢do de aditivos quimicos
nos alimentos (KHAN et al., 2015).

A nisina é uma bacterocina que pertence a classe de substancias
atimicrobianas conhecida como lantibiéticos (CHA, et al., 2003).A bacterocina é
definina como sendo proteinas biologicamente ativas, ou complexo protéico que tem
agao bacteriocida exclusivamente em bactérias gram-positivas. Os lantibidticos s&o
os peptideos que contém de 19 a 50 aminoacidos e, geralmente, contém lantionina,
meillantionina, deidrobutirina e deidroalanina em sua estrutura, que sofrem
modificagdo apds a sintese para adiquirir sua forma ativa. A classe |IA dos
lantibidticos € composta por peptideos catibnicos e hidrofébicos que tém como
mecanismo de agdoa formacao de poros na membrana de bactérias (MELO et al.,
2005).

A Nisinaé uma proteina de baixo massa molecular (cerca de 3,5 KDa) ou uma
bacteriocina produzida por cepas de Lactococcus Lactis subsp. Lactis, ela é um
polipeptidio, composto por 34 aminoacidos, tendo como aminoados terminais a
isoleucina e a lisina com NH; e COOH, respectivamente (Figura 2) (MELO et al.,
2005).



ABA = Amino Butyric Acid

DHA Dehydroalanine

DHB = Dehydrobutyrine (B-Methyldehydroalanine)
ALA-S-ALA = Lanthionine
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Figura 2: Esquema da mélecula de nisina
Fonte: ZHANG etal. (2011).

Geralmente, a nisina tem duas variantes A e Z, que diferem em um unico
residuo de aminoacido na posicdo 27, na nisina A é histidina e na nisina Z é a
asparagina (MULDERS et al., 1991; ARAUZ et al ., 2009, SCHNEIDER et al., 2011).
Estas duas nisinas parecem apresentar a mesmas aividades boldgicas, no entanto a
nizina Z apresenta propriedades de difusdo diferentes (MELO et al., 2005).

A estabilidade, a atividade biolégica e solubilidade da nisina depende
altamente do pH, da temperatura e da natureza do substrato. A medida que o pH
aumenta a sua solubilidade diminue. A solubilidade da nisina em pH 2,5 é de 12%, ja
em pH 5 a solubilidade descresce para 4% e em pH neutro ou alcalino é
praticamente insoluvel. Sendo portanto pouco soluvel em meio aquoso neutro e
moderadamente alcalino e insoluveis a solventes apolares. A sua solubilidade
também ¢ influenciada pelo aumento da concentracdo de fosfato e aumento de
proteina no meio (MELO et al., 2005).

Em pH 2,5 a nisina suporta autoclavagem (121°C/15 min),sem sofrer perda de
atividade,porém quando, em pH 5 ela perde 40% de sua atividade, e em pH acima
de 6,8 a perda é de 90% (MELO et al., 2005). A nisina apresenta carga liquida
positiva e ponto isoelétrico em 10,5, devido a alta propor¢édo de aminoacidos basicos
(LIU e HANSEN, 1990).

Ela é reconhecida como GRAS (geralmente considerado como seguro) pela
Food and Drug Administration (FDA) e pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS).sendo o seu uso permitido como aditivo alimentar seguro, em mais de 50



paises em todo o mundo, particularmente em produtos lacteos, alimentos enlatados,
alimentos de proteina vegetal e carne curada (FDA,1988; TONG et al., 2014).

A atividade antimicrobiana da nisina esta, geralmente, limitada a bactérias
Gram-positivas (HUQ et al., 2014), sendo altamente ativa contra as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, de Lactobacillus
plantarum, Micrococcus Iluteus, Micrococcus flavus e Clostridium botulinum
(SEVERINA et al., 1998; HAMPIKYAN, 2009; TONG et al., 2014) uma vez que, as
bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa que age como uma
barreira de permeabilidade para a célula e impede a nisina de atingir a membrana
citoplasmatica (HUQ et al., 2014).

As bactérias Gram-negativas apresentam uma camada de lipopolissacarideo
que possui compostos de carater aniénico, gerando uma superficie hirofilica,sendo
assim a membrana externa repulsa substancias hidrofébicas e, macromoléculas,
como a nisina. A membrana pode liga-se a molécula da nisina que tem carater
catiénico, formando uma estrutura estavel, por interagdes eletrostaticas, mas mesmo
assim, a nisina ndo conseguiria alcangar a membrana citoplasmatica (MELO et al.,
2005).

A atividade antibacteriana danisina € atribuida a sua interagcao com os lipidios
anionicos na membrana citoplasmatica de células bacterianas, resultando numa
perturbacdo da membrana plasmatica. Uma vez que a nisina carregada
positivamente com partes hidrofébicas interage eletrostaticamente com o grupos
fosfatos da membrana celular, carregados negativamente, promovendo o inicio da
ligagdo da bacteriocina com a célula alvo. A nisina aumenta a permeabilidade da
membrana pela formacao de poros, provocando o efluxo do material intracelular,
componentes essenciais, adenosina trifosfato (ATP), aminoéacidos, ions K"
conduzindo uma série de alteragcdes que termina em morte celular (BREUKINK et al.,
2003).

A nisina vem sendo utilizada em inumeras aplicagdes como conservante de
alimentos naturais, incluindo os produtos lacteos, alimento sem conserva, saladas e
queijo processado e diversos outros alimentos (GYAWALI e IBRAHIM, 2014).

No entanto, tem sido relatado que a atividade antimicrobiana da nisina pode
ser rapidamente diminuida quando utilizada diretamente no alimento, devido a sua

ligacdo e interagdo com componentes alimentares, tais como proteinas, lipidos,
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enzimas, 0 que leva a menor acessibilidadepara atingir bactérias (AASEN et al.,
2003). A diminuigdo ou a perda de sua atividade antimicrobiana também pode
ocorrer devido a distribuicdo ndo uniforme do aditivo no alimento, ou por inibigdo de
enzimas proteoliticas,visto que a nisina é sensivel a elas (SUNet al., 2009).

Perda de atividade antimicrobiana também pode ser induzida por digestao
com enzimas proteoliticas ou distribuicdo ndo uniforme em sistemas de alimentos
(SUN et al., 2009). Além disso, com a diminui¢cdo da atividade da nisina, as bactérias
podem voltar a crescer em produtos alimentares (MANSOUR et al., 1999). Assim,
uma quantidade excessiva de nisina € necessaria para obter uma inibicdo
antimicrobiana eficaz.

Para superar estes problemas, diferentes estratégias tém sido investigadas
para aumentar a estabilidade e eficacia na inibicdo do crescimento microbiano da
nisina. A adicao direta de nisina nos filmes e revestimentos tem sido cada vez mais
pesquisadas em aplicagbes de embalagem de alimentos como uma tecnologia de
obstaculos para a conservagcdo de alimentos (JI et al., 2014). Antimicrobianos
naturais como a nisina vém provando ser eficazes contra o crescimento microbiano,
quando adicionados aos alimentos através de sistemas de embalagem (COMA et
al.,2001;MARCOS et al., 2013).

No estudo realizado por Barbosa et al. (2013), eles verificaram que o filme de
celulose incorporado com nisina (7500 e 15000 UIl) apresentou atividade
antimicrobiana  contra  Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Alicyclobacillus acidoterrestrise Bacillus cereus. Observaram que o filme ativo foi
capaz de reduzir o numero de células viaveis de L. Monocytogenes nas mangas
minimamentes processada a baixo do nivel de deteccdo apds 4 dias, e que apos
seis dias houve redugao de seis unidades de log para S.Aureus. Concluindo que a
nisina apresentou atividade antimicrobiana, em mangas, sem interferir nas
caracteristicas organolépticas do fruto. Este resultado sugere que a nisina poderia
potencialmente ser usada em embalagem ativa para melhorar a seguranga de

mangas minimamente processadas.
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4. NANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia € uma tecnologia emergente, que constitui um dos
principais focos da pesquisa, desenvolvimento, inovagdo e atividade industrial.
Avancgos rapidos em nanociéncia e nanotecnologia nos ultimos anos abriram novas
perspectivas para o desenvolvimento de novos produtos e aplicagbes para uma
variedade de setores industriais e de consumo (MOURA, 2009).

A nanotecnologia pode ser definida com sendo a fabricagdo, manipulagao e
estudo de materiais e estruturas em que pelo menos uma de suas dimensdes esteja
em tamanho nano, com o objetivo de entender, criar, caracterizar e utilizar materiais,
dispositivos e sistemas com novas propriedades derivadas de sua nanoestrutura
(MIYAZAKI e ISLAM, 2007).

Devido ao seu tamanho nano, os materiais e estruturas podem apresentar
novas e aprimoradas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas (MIYAZAKI e
ISLAM, 2007), obtendo novas e melhores funcionalidades quando comparado com o
material em maior tamanho (BOCCUNI et al., 2008).

Devido ao potencial desta nova tecnologia para proporcionar desenvolvimento
de materiais de alto desempenho a nanotecnologia tém, atraido a atencédo de
pesquisadores, envolvendo aplicacbes em diferentes areas do conhecimento, como
a quimica, fisica, biologia, engenharias, ciéncia dos materiais, medicina, eletrbnica,
dentre outras (FERNANDES e FILGUEIRAS, 2008).

Assim como nos outros setores, a nanotecnologia promete revolucionar area
de alimentos, entretanto seu atual aproveitamento nos setores de alimentos é
relativamente pequeno, pois se trata de uma ciéncia ainda recente.

Dentre as potenciais aplicagdes da nanotecnologia na area de alimentos o
desenvolvimento de embalagens e materiais de contato com alimentos
(nanocompdsitos poliméricos) constituem a principal parcela, sendo umas das mais
promissoras neste campo de estudo (CHAUDHRY e CASTLE, 2011), que estado

rapidamente se tornando uma realidade comercial.
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4.1. NANOCOMPOSITOS POLIMERICOS

Compositos sdo misturas de polimeros e preenchedores inorganicos ou
organicos, separados entre si por uma interface e exibindo propriedades unicas, as
quais nao sao observadas nos componentes individualmente. E os nanocompaositos
sao definidos como materiais hibridos em que pelo menos um dos componentes tem
dimensdes nano sendo combinag¢des entre uma matriz e particulas em tamanho
nano que atuam como enchimento (TEIXEIRA, 2010). Estes materiais apresentam
alguma diferenciacdo em suas propriedades se comparados com os compositos
tradicionais (PEACOCK et al., 2000).

Nanocompésitos tém sido explorados para o desenvolvimento de
biopolimeros e filmes biodegradaveis, materiais que tem o seu uso limitado devido a
problemas relacionados ao seu desempenho (baixa barreira a umidade e a gases)
baixa resisténcia mecanica processamento (baixa estabilidade térmica) e custo. A
aplicacdo da nanotecnologia a estes polimeros por meio do desenvolvimento de
nanocompositos abre novas possibilidades para a melhoria ndo apenas das suas
propriedades, mas também do custo-beneficio, visto que, o incremento das
propriedades € obtido a concentragbes muito baixas dos preenchedores
(SORRENTINO et al., 2007). Na tentativa de melhorar e/ou controlar as
propriedades fisicas e funcionais de biopolimeros e/ou filmes biodegradaveis o
emprego de materiais em tamanho nano nas matrizes surge como alternativa do
ponto de vista tecnoldgico (RHIM et al., 2013).

Diversos nanocompdsitos tém sido desenvolvidos pela incorporagcao de
cargas (particulas) inorganicas aos polimeros para melhorar suas propriedades
térmicas (aumento da estabilidade térmica), mecanicas (resisténcia, modulo de
elasticidade, estabilidade dimensional), diminuicdo da permeabilidade a gases e
agua (PEON et al., 2003),e,6pticas (MOLY et al., 2006) quando comparado aos
polimeros puros ou compdsitos convencionais.

As nanocargas sao classificadas de acordo com o numero de dimensdes que
ela possui em tamanho nanométrico, como, as isodimensionais ou esféricas no qual
todas as dimensdes encontram-se em tamanho nanométrica (nanoparticulas
metalicas, negro de fumo e nanocarga de silica, nanoparticula de quitosana),

fibrosas, que possuem duas dimensGes nanométricas (nanocristais de celulose e
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nanotubos de carbono) e os grupos lamelares, no qual uma das trés dimensdes da
particula de reforco € em tamanho nanométrico (grafeno e argila montmorilonita)
(AZEVEDO, 2013).

A incorporagdo das nanocargas ao polimero proporciona caracteristicas
unicas a matriz em fungdo de sua adesao interfacial matriz-reforgo, orientagcdo na
matriz, seu grau de dispersédo, sua morfologia controlada e pequeno volume, por
consequencia grande area superficial (AZEREDO, 2013).

Estudos tém demonstrado que a aplicagdo da nanotecnologia a biopolimeros
biodegradaveis, como a metil celulose, pode disponibilizar novas possibilidades no
melhoramento das propriedades deste material.

No estudo realizado por Rimdusit et al. (2008), os filmes de metil celulose
incorporado com MMT apresentaram melhoria significativa no mddulo de
elasticidade, cerca de 65%, aumento na temperatura de transicdo vitrea (4°C) e
diminuicdo nas propriedades de absorgdo de umidade (19%).

Além das argilas, MMT, outros materias nanomeétricos, podem ser utlizados
para proporcionar melhorias as filme de metil celulose como por exemplo,
nanocristais de celulose, nanotubos de carbono, silica e nanopartiulas de quitosana.

Estudos apontam que nanoparticulas de quitina e quitosana podem ser
utilizadas para produgao de nanocompositos atuando como reforco em matrizes
poliméricas, proporcionando melhoria nas propriedades mecanicas e de barreira.
(LU et al., 2004; SRIUPAYO et al., 2005; MOURA, 2009; CHANG et al., 2010)

Lu et al. (2004) desenvolveram filme termoplastico biodegradavel de isolado
protéico de soja com uma suspensdo coloidal de nanoparticulas (flamentos de
quitina com diametro nanométrico) e observaram que os filamentos de quitina
contribuiram para o aumento da resisténcia a tracdo e do moédulo de Young e melhor
resisténcia dos filmes a agua, sem contudo afetar a biodegradabilidade do filme.

No estudo realizado por Sriupayo et al. (2005) filamentos de quitina foram
incorporados em filme de quitosana e foi observado que houve melhoria na
resisténcia a tracdo e resisténcia a agua dos filmes adicionados de filamentos de
quitina.

As nanoparticulas de quitosana além de apresentarem capacidade de atuar

como reforgo em matrizes poliméricas, também vem sendo investigada quanto a sua
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propriedade antimicrobiana (QUI et al., 2004; NEVES, 2013). No entanto elas tém

sido pouco exploradas para aplicagédo de embalagens e conservagao de alimentos.
5. QUITOSANA

A quitosana (QS) é um polissacarideo constituido de unidades de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina unidas por ligagdes 3-1,4, formando uma longa cadeia
linear. A quitosana tem importantes grupos funcionais reativos, um grupo amino e
dois grupos hidroxilas primario e secundario nas posi¢gdes dos carbonos C-2, C-3 e
C-6 respectivamente (Figura 3), (CHANTARASATAPORN et al., 2014).

CH;OH N
" _ . 2

0, HO-7 f

1 A s

NH, CH lﬂEI
QUITOSANA

Figura 3: Estrutura primaria da quitosana, sendo n, o grau de polimerizagéao
Fonte: MOURA, 2009.

A quitosana pode ser obtida por meio da hidrélise alcalina (NO et al., 2007) ou
hidrolise enzimatica dos grupos N-acetil-D-glicosamina (N-desacetilacdo) da quitina,
mas também pode ser encontrada na natureza, como constituinte da parede celular
de alguns fungos (NEVES, 2013).

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante da natureza depois da
celulose, encontrada no exoesqueleto de diversos invertebrados, tais como
crustaceos, insetos e moluscos, e na parede celular de algumas algas, fungos e
leveduras (ARVANITOYANNIS, 1999).

A quitosana deve ser caracterizada de acordo com suas propriedades
intrinsecas como pureza, massa molar, viscosidade e grau de desacetilagdo, pois
conferem a este polimero diversas fungcdes para aplicagcbes em diferentes areas
(NEVES, 2013).

Em solucdes aquosas de acidos diluidos, a quitosana adquire maior numero
de cargas positivas devido a protonagdo dos grupos aminos de suas cadeias e

passa a exibir o comportamento de um polieletrélito catidnico. Devido a esse
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comportamento € possivel utilizar a quitosana nas mais diversas formas: como
membranas, esferas, microesferas e até mesmo géis (NEVES, 2013). No entanto,
esta funcionalidade tem mostrado ser dependente, ndo apenas da sua estrutura
quimica, mas também do seu tamanho molar, pois muitas das propriedades fisico-
quimicas e funcionais de cadeia polimérica sdo definidas pela sua massa molar.

A quitosana é uma base fraca insoluvel em agua, mas soluvel em solugdes
acidas diluidas abaixo do seu pKa (6,3), onde as unidades de glucosamina (-NHy)
podem ser convertidas na sua forma protonada e soltvel (NHs*), tornando o
polissacarideo soluvel na faixa de pH entre 2,0 e 6,0. Para solubilizar o polimero
solugdes aquosas de acido acético entre 1 e 3% sé&o utilizadas (NEVES, 2013). A
solubilidade da quitosana depende da sua origem biolégica, massa molar e grau de
acetilacao e isso afeta diretamente suas aplicagcdes (GOMES, 2007).

Ela é um polimero biocompativel, biodegradavel, obtido de recursos naturais
renovaveis, além disso, ela tem sido provada ser nao-toxica, e geralmente
considerado como seguro (GRAS) pelo FDA nos EUA (2001)
(CHANTARASATAPORN et al., 2014). Ela apresenta numerosas aplicagbes em
varias areas (agricultura, alimentos, biomedicina, odontologia, medicina farmacia e
outras), sendo muito explorada na area de embalagens para desenvolvimento de
filmes e revestimentos comestiveis para conservacio de alimentos.

A quitosana tem sido investigada como agente antimicrobiano contra
bactérias (DOULABI et al., 2013), e fungos (AVILA- SOSA et al., 2012), e devido a
esta propriedade ela tem recebido atengdo consideravel nos ultimos anos (LACETA
etal., 2013).

A quitosana pode ser utilizada em varias aplicacbes para conservagao de
alimentos, tais como, na adi¢ao direta de quitosana no produto, na aplicacdo direta
do filme ou revestimentos comestivel no alimento (ELSABEE et al., 2013; LACETA,
et al., 2013; KANATT et al., 2014), ou incorporado na embalagem (BIE et al., 2013;
ELSABEE e ABDOU, 2013; LOPEZ et al., 2014).

Nos ultimos anos, estudos tém sido realizados na tentativa de potencializar as
propriedades da quitosana (CHANTARASATAPORN et al., 2014). Neste contexto,
modificagdes tem sido realizadas para melhorar a suas proriedades. O uso da
nanotecnologia tem sido uma forma utilizada para obter a quitosana em tamanho

nano com propriedades melhoradas (Ql et al., 2004; MOURA, 2009; NEVES, 2013).
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5.1. NANOPARTICULA DE QUITOSANA

Dentre os materiais poliméricos pesquisados para produgao de
nanoparticulas, a quitosana tem sido explorada, devido as suas propriedades
biodegradaveis e nao toxicas (PHAECHAMUD, 2008). A busca pela a obtencao de
nanoparticulas de quitosana com tamanhos menores e propriedades diferenciadas e
potencializadas € um ramo em crescimento e merece atencdo no campo da
nanotecnologia.

Na literatura encontra-se grande variedade de métodos que tem sido
desenvolvido para a producdo de nanoparticula de quitosana (NPQ), incluindo,
gelificacao i6nica (CALVO et al., 1997; FAN et al., 2012); coaservagao/precipitacao
(LOPEZ et al., 2005) emulséo por reticulacdo (BODNAR et al., 2006); emulséo por
coalescéncia (JIN et al., 2011); formulagdes que utilizam glutaraldeido (LIU et al,,
2005); sintese com carboximetil celulose; sintese com alginato (GUPTA e KARAR,
2011) e polimerizacdo em molde (MOURA, 2009).

Um dos métodos mais utilizado na sintese de NPQ é o de gelificagcao ibnica
que tem sido reportado em diversos estudos como em Calvo et al. (1997),Qi et al.
(2004),Gan et al. (2005), Tsai et al. (2011), Blanco (2011), Fan et al.(2012),
Fabregas et al.(2013), Rampino et al. (2013), Neves et al. (2014) e Antoniou et al.
(2015) produzindo NPs em tamanhos diferentes.

Este método é vantajoso em relacdo aos demais por ser baseado em um
principio simples, barato e nao toxico, em que as NPs sio obtidas sob condi¢des de
controle amenas, que nao utilizam solventes organicos e altas temperaturas
(FERNADES et al., 2005).

Este método consiste na dissolugdo da quitosana em acido, para que ocorra a
protonagao do grupo amina, em seguida é adicionado a ela gradativamente solugao
de polianion, sob agitacado constante a temperatura ambiente. As NPs s&o formadas
imediatamente apds a mistura das duas fases através de ligagdes intermoleculares e
intramoleculares formadas entre o polidnion e os grupos amino da quitosana
(NEVES, 2013).0 polianion mais utilizado é o tripolifosfato de sédio (NasP301¢)
(TPP), que possui baixa toxicidade, baixo custo e ndo apresenta graves restricoes

de manuseio e armazenamento (AJUN et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4: Interagdo da quitosana com tripolifosfato de s6dio
Fonte: MOURA, 2009

O tripolifosfato de sédio € derivado do acido fosforico e foi aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) como sendo uma substancia GRAS (“geralmente
reconhecido como seguro”) que foi aprovado para ser utilizado como aditivo
alimentar em diversos alimentos na Europa e nos Estados Unidos da Ameérica
(OLIVEIRA et al., 2011).

Utilizando o método de gelificacdo ibnica, NPs em diferentes tamanhos e
potencial zeta podem ser obtidas variando os parametros criticos do processamento
como: variagdo entre a concentracdo da quitosana e Tripolifosfato de sddio
(QT:TPP), pH da solugéo, tempo gasto na reagao, velocidade de agitagao e taxa de
adicdo de TPP (FABREGAS et al., 2013). Todos estes parametros sdo importantes,
pois permitem encontrar os parametros oOtimos para obter nanoparticulas com
tamanho e potencial zeta adequados com o propdsito de otimizar as propriedades e
o0 campo de aplicacao dessas nanoparticulas.

A nanoparticulas de quitosana vem sendo estudada por varios pesquisadores
com aplicagcdo em diferentes areas, farmacéuticas, biomédicas, odontoldgicas,
alimenticia e agricola, e descobertas inovadoras na area de nanotecnologia
utilizando a quitosana vem crescendo no meio cientifico.

Na area de alimentos estas, vém sendo pesquisadas para
nanoencapsulamento de compostos bioativos com intuito de obter melhorias como:

maior estabilidade, prote¢do contra oxidagédo, retencdo de ingredientes volateis,
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liberagdo controlada, melhoria da solubilidade de ingredientes e hidrofébicos em
agua. Estudos como encapsulamento de vitaminas de 6leo essenciais (WORANUCH
e YOKSAN, 2013 (a e b), e de proteinas (CHEN et al., 2006) tém sido realizados.

E na area de embalagens as NPQ tém sido estudadas para formagao de
nanocompodsitos como agente de reforgo, conforme ja relatado no item 3.2.1
(Nanocompdsitos Poliméricos) desta revisao.

De acordo com os estudos, as nanoparticulas de quitosana tem revelado
maior potencial antimicrobiano em relagao a quitosana, que tem sido explicado pelas
NPs apresentarem maior area superficial do que a QT, que devido ao seu tamanho
reduzido pode interagir com a superficie da célula bacteriana carregada
negativamente de forma mais eficaz, podendo ser fortemente adsorvida na
superficie da parede celular, e, por conseguinte, este ira romper a membrana celular
e destruir as bactérias (Ql et al., 2004; ING et al., 2012).

Na literatura, encontram-se trabalhos a respeito da producdo de
nanoparticulas de quitosana, e sua atividade antimicrobiana e sua aplicacdo em
algumas matrizes poliméricas. No entanto,ainda nao existem trabalhos sobre a

incorporagdo de nanoparticula de quitosana em filme de metil celulose.
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CAPITULO 2. PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULA DE
QUITOSANA

1.INTRODUGCAO

As nanoparticulas poliméricas podem ser sintetizadas a partir de polimeros
sintéticos, semisintéticos ou naturais (SCRAMIN et al., 2013). Dentre os materiais
naturais pesquisados para producdo de nanoparticulas, a quitosana, vem sendo
muito utilizada, visto que ela apresenta propriedades muito interessantes, tais como,
o baixo custo, a origem natural, a biocompatibilidade, a biodegradabilidade, a baixa
toxicidade e a alergenicidade, as propriedades cicatrizantes, as atividades
antimicrobiana e antifungica, a capacidade de regeneracao de tecidos e também a
facilidade de formacéo de filmes (SCRAMIN et al., 2013).

Descobertas inovadoras na area de nanotecnologia utilizando a quitosana
vém crescendo no meio cientifico. Existem varios métodos de sintese de NPQ
encontrados na literatura. No entanto, o método de gelificagdo ibnica vem sendo
descrito como um dos mais utilizados e preferidos (CALVO et al., 1997; ANTONIOU
et al., 2015), pois este método € baseado em um principio simples, barato e nao
téxico, em que as NPs sao obtidas sob condi¢gdes de controle amenas, que nao
utilizam solventes orgénicos e altas temperaturas (LOPEZ et al., 2005; FERNADES
et al., 2005; NEVES, 2013).

Nanoparticulas de quitosana podem ser produzidas com base na gelificacao
idnica como resultado de ligagdes intermoleculares e intramoleculares formadas
entre 0os grupos amino da quitosana (carregados positivamente) e polidnions
polivalentes (carregados negativamente) (NEVES, 2013). O tripolifosfato de sdédio
(TPP) é o polidnion mais utilizado porque ele ndo é téxico e forma géis com
propriedades desejaveis (AJUN et al., 2009; MOURA et al., 2009).

Apesar do método de gelificagéo ibnica, ser relativamente simples, o controle
do processo para a producdo sistematica, com reprodutibilidade para ober
nanoparticulas com menor distribuicdo de tamanho, menor indice de polidispersao, e
que, ainda, apresente um bom rendimento € uma pratica dificil, devido ao grande
numeros de fatores que influenciam no processo de producao (ABDEL-HAFEZ et al.,

2014).
21



Diferentes tamanhos de nanoparticulas podem ser obtidos devido ao controle
das variaveis do processo tais como: o peso molecular, a concentragdo e o grau de
desacetilagdo da quitosana; a razao de massa entre quitosana para TPP; o pH da
solucdo,a temperatura da solugdo, os meétodos de misturas, a velocidade de
agitacdoe o uso de técnica de ultrasom. Diversos estudos relatam a influéncia
destes fatores no tamanho, na carga superficial, no indice de polidispersédo (PDI) e
na morfologia das nanoparticulas (NEVES et al.,2014; ANTONIOU et al., 2015).

Estudos vém demostrando que nanoparticulas de quitosana quando
incorporados em filmes promove melhorias notaveis nas propriedades mecanicas,
térmicas e de barreira dos mesmos, atuando como agente de reforco (HOSSEINI et
al., 2015).

Diante disso, objetivou-se produzir nanoparticula de quitosana destinada a
aplicacédo de filme nanocompdsito, alterando parametros,como,razdo de massa de
QT:TPP e a variagcao de concetracdo de QT:TPP de forma a produzir nanoparticulas

com menor distribuicdo de tamanho e melhor rendimento.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com trés repeticdes. E foram realizados no Laboratério de
Embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal

de Vigosa, Vigosa-MG, Brasil.
2.2. MATERIAL

v" Quitosana comercial (QT) industria Polymar (Fortaleza-Brasil), com massa
molar em torno de 75 kDa, grau de desacetilacdo de 95%,viscosidade de
74,03 cps e grau de pureza de 92%obtido do fabricante.

v’ Tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, grau de pureza
85%);

v Acido acético glacial (Vetec Quimica Fina Ltda),

v Hidréxido de sédio (Vetec Quimica Fina Ltda).
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2.3. SINTESE DA NANOPARTICULA DE QUITOSANA

As nanoparticulas foram produzidas pelo método da gelatinizagédo ibnica de
grupamentos da quitosana (QS) com tripolifosfato de sodio (TPP) de acordo com o
procedimento, descrito por Calvo et al. (1997) com modificagbes realizadas

conforme Neves et al. (2014) e com algumas adaptacgdes.

2.3.1. Avaliacao da razao de QTS:TPP na formagao de nanoparticulas

Primeiramente, solubilizou-se a quitosana em solugédo de acido acético a 1%
na concentracédo de 2,0 mg-mL'1, a solucao de quitosana permaneceu sob agitagao
magnética a temperatura ambiente durante 12 h. Em seguida a solugao foi filtrada
(filtro qualitativo, seguido de filtro quantitativo com poros variando de 7 a 12 ym) e o
pH foi ajustado para 4,5 com NaOH 10 M.

Para obter NPs em diferentes tamanhos nano foram produzidas NPs em
diferentes razées de massa QT:.TPP, variando o volume de quitosana, a fim de obter
variagao de massa de 1:1 até 5:1, para avaliar a influéncia destas propor¢des sobre
a formagao da NPs.

Foram lentamente adicionados 10 mL de TPP (1 mg:mL™") com auxilio de
pipetador automatico, a 15 mL de solugdo de quitosana (esta corresponde a
variacdo de massa de QT: TPP de 3:1) com taxa de adigdo de 1mL por minuto sob
agitacdo magnética, a 1000 rpm e temperatura ambiente (23-25 °C) durante 1 h. As
nanoparticulas formadas correspondem a zona de suspensao opalescente, que

apareceu no sistema apoés a adicado do TPP.

2.3.2. Avaliacao da concentragdo de quitosana na formagao de
nanoparticulas

Utilizando as mesmas condi¢des anteriores, e razao de massa de QT: TPP de
3:1, foram produzidos nanoparticulas a partir das concentragbes de 2,3, 4 ¢ 5
mg'mL”" de QT para 1 mg-mL'de TPP. Este procedimento foi realizado com a

finalidade de produzir NPs de menor tamanho e com melhor rendimento.
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2.3.3. Concentracao e determinagao do rendimento da nanoparticula
selecionada

A avaliacdo do rendimento foi realizada para as NPs selecionadas, que
posteriormente foram utilizadas na producédo do bionanocompdsito. Foram
produzidas NPQ a partir de 1 g de quitosana solubilizada em 500 mL de acido
acético a 1%, utilizando o mesmo procedimento anterior, com razdo de massa de
QT:TPP de (3:1).

As NPs foram separadas por centrifugagdo a 11000g durante 30 minutos a
temperatura de 23-25 °C (NEVES, 2013). O sobrenadante foi descartado e as NPs
foram lavadas abundantemente com agua deionizada e novamente centrifugadas
por mais 1 hora.Apos centrifugacao os peletes de NPs foram resuspensos em 50 mL
de agua deionizada e submetida a agitacdo ultrasénica (200 W, 20 kHz) por 10
minutos em banho de gelo (para evitar o aquecimento das NPs) para promover a
desaglomeragao das particulas.

A quantificacdo das NPs foi realizada por gravimetria apés secagem das NPs
centrifugadas em estufa a 50 °C durante 24 horas (NEVES, 2013). Este
procedimento foi realizado com trés repeticdes em duplicata. O rendimento foi

determinado conforme equagao 1, em fungdo da massa de quitosana inicial.

Pca—Pc

R(%) = 25

X100 Equacao 1

Onde:

R: Rendimento em percentagem;

Pca: Peso do cadinho com amostra apos secagem em gramas;
Pc: Peso do cadinho em gramas;

Pq: Peso da quitosana utilizada na sintese em gramas.
2.4. CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

2.4.1. Tamanho médio das nanoparticulas, potencial zeta ({) e indice de

polidispersao

A suspensao de NPs de QT foi diluida (1:5 v/v) em agua desionizada quando
necessario e analisadas quanto ao seu tamanho médio e distribuicdo de tamanho e

medida de potencial elétrico superficial (potencial zeta) com auxilio de um Zetasizer
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(NanoZS, Malvern, UK). As analises foram realizadas a temperatura ambiente de 25
°C, usando angulo de deteccao de 173°. As analises foram realizadas em triplicada
(NEVES, 2013).

2.4.2. Microscopia de Forga Atomica (MFA)

A microscopia de forga atdbmica foi utilizada para a determinagdo do tamanho
das NPQ. Uma gota da suspensdo de NPQ diluida (0,05 mg-mL™") foi espalhada
sobre a superficie de mica, secou-se a temperatura ambiente, e apds a evaporagao
do solvente, a amostra foi analisada por microscopia de forga atdmica (NT-MDT,
modelo NTEGRA PRIMA, Russia) realizada no Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Vigcosa. Foram realizadas varreduras com areas de 10x10
Mm e 2x2 uym, com resolugao de 512x512 pontos. A velocidade de varredura foi entre
1 e 3 linhas por segundo.As medidas foram feitas no modo de contato intermitente,
utilizando sonda com raio de curvatura de 10 nm, constante de forgca de 10 N/m e

frequéncia de ressonancia de aproximadamente 280 kHz.

2.5. AVALIACAO DA  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS
NANOPARTICULAS

2.5.1. Micro-organismos

Culturas puras Escherichia coli (ATCC 11229), Staphylococcus aureus (ATCC

6538) foram utilizadas para testar a atividade antimicrobiana in vitro das NPQ.
2.5.2. Preparo do inéculo

Ambos os micro-organismos foram ativados a partir de cepas congeladas, das
quais foram retiradas com alga de platina (2X) e colocadas em tubos contendo 5 mL
de meio MH (Cado Mueller-Hinton, Difco Laboratories). Apds 24 horas de incubagéo
a 35 + 2 °C, uma aliquota de cada bactéria foi aplicada, com alga de platina, em
placa contendo agar MH (Agar Mueller-Hinton, MHA; Difco Laboratories), e incubada
novamente por 24 horas. A seguir, uma colbénia isolada de cada placa foi inoculada
em 5 mL de meio MH e encaminhada a estufa de incubacgao durante 24 horas. Apés
este periodo, varias col6nias de cada uma das cepas foram suspensas em solucao

salina 0,9%, utilizando-se como padrao a escala de 0,5 de McFarland (concentracao
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final de aproximadamente 10®° UFC-mL™"). Em seguida, varias diluicdes foram

realizadas até chegar a concentracéo final de 10° UFC-mL™".

2.5.3.Determinagcdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e

concentragao bactericida minima (CBM)

As anadlises de CMI e CBM foram realizadas para nanoparticulas de
quitosana, quitosana e TPP no pH=4,6 sobre os micro-organismos do item 2.5.1. A
andlise foi realizada por meio do método de microdiluicdo em caldo conforme
padronizado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI,
2003). A CMI foi definida como a menor concentracdo do agente antimicrobiano
capaz de inibir a multiplicacao visivel de cada micro-organismo.

Amostras de 50 mg-mL™" de NPs em suspenséo foram diluidas, a fim de obter
suspensdes com concentragdes variando de 50; 40; 45; 35; 30; 25; 20; 10; 5 e 1
mg'ml™". O indculo de cada bactéria, foi adicionado a 100uL em tubos contendo 5 mL
de caldo MH, em seguida 1 mL de cada concentracdo de NP foi adicionada.
Posteriormente, o conjunto foi incubado a 35 £ 2 °C por 24 horas.Apds o periodo de
incubacao, foi realizada a avaliagao visual do teste.

A concentragao bactericida minima (CBM) foi realizada, tomando-se aliquotas
de 10 pL dos tubos aplicando em placas de Petri com meio de cultura PCA,
utilizando-se al¢ca de Drigalski. As placas foram incubadas a 35 + 2°C durante
24horas, e ap0s este periodo, realizou-se a determinagao do numero de colbnias por

placa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas utilizando o programa Statistical Analysis System (SAS), versdo 9.4.

(SAS). A avaliagao da topografia foi realizada por meio de andlise descritiva.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. PRODUGCAO DA NANOPARTICULA DE QUITOSANA
3.1.1. Avaliagao da razdao de QT:TPP na formagao de nanoparticulas

As nanoparticulas de quitosana foram facilmente preparadas mediante a
mistura de solugdo TPP com a solugcdo de quitosana. Apds a adicdo de TPP foi
possivel observar a formacdo de nanoparticulas devido a zona de suspensao

opalescente que apareceu no sistema apos a adigao do TPP (Figura 5).

Figura5: Solugéo de quitosana a 2 mg-mL'1 (A) e suspensédo de NPQ (B) formadas apds a adigao do
TPP, razdo de massa QT:TPP (3:1).

Na proporgéo de 1:1 ocorreu aglomeracao rapida e drastica das particulas,
(Figura 6). Ja na proporcédo de 2:1 (QT:TPP) observa-se que o tamanho foi
signicativamente maior do que a de 3:1, e a partir da razdo 3:1 houve aumento

significativo (p<0,05) no tamanho das particulas (Tabela 1, Figura7) .

Figura 6: Suspensdo opalescente com nanoparticulas aglomeradas e sedimentadas, na razdo de
massa de QT:TPP em 1:1.
Observou-se que entre as proporcoes de QT:TPP testadas, a de 3:1 foi a que

proporcionou, com um nivel de significancia de 5%, o menor tamanho médio de
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particulas, de 218,9 nm devido ao aumento da densidade de reticulagdo entre a QT
eTPP.

Tabela 1:Tamanho médio das nanoparticulas, indice de polidispersédo e valor do potencial
zeta para as diferentes razdes de massa entre QT:TPP.

indice de
QT:TPP Tamanho (nm) polidispersao Potencial zeta (mV)
01:01 Formacado de agregado ™~ -—---———- 150£3,5e
02:01 262,7+14,6d 0,302 £ 0,0243 b 21,0+1,2d
03:01 218,9+9,40c 0,238 + 0,0067 c 353+1,7c
04:01 355,3+16,0b 0,348 £0,0485 b 406 +£1,8b
05:01 453,8 + 35,0 a 0,479 + 0,0356 a 43,7+2,0a

*Médias de trés repeticdes,letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p=0,05) pelo
teste de Tukey.

A proporcao de QT:TPP na razdo de 1:1 e 2:1 apresentou maior tamanho
médio das NPQ quando comparado com a razdo de 3:1 (QT:TPPP), que pode
explicado pela maior quantidade de polianides, TPP, presente na mistura. No
sistema com quantidade maior de TPP para QT pode ocorrer mais ligagdes
intermoleculares entre a QT e TPP, responsaveis pela formagao das nanoparticulas
de quitosana, aumentando a capacidade das moléculas de se ligarem formando
agregados (razédo 1:1) (GAN et al., 2005; RAMPINO, 2013).
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Figura 7: Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a razdo de QT:TPP, 2:1
(A), 3:1(B), 4:1 (C) e 5:1 (D).

Este dado mostrou-se diretamente relacionado ao potencial zeta da particula,

que apresentou-se menor para as razdes de 1:1, indicando que apds a reagao
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houve menor quantidade de grupos aminas disponiveis, devido a neutralizacdo de
grupos amino protonados por anides TPP. Dessa forma a baixa densidade de carga
de superficie das particulas j4 ndo é capaz de manter a estabilidade destas
particulas durante a agitacédo, resultando no aumento do tamanho das particulas
(2:1) e precipitagao das particulas (1:1).

A distribuigdo do tamanho das nanoparticulas (Figura 7.B),comprova que a
amostra com razdo de massa QT:TPP, 3:1, apresentou um unico pico mostrando
que as estruturas tinham, em sua maioria, tamanho homogéneo. A uniformidade no
diametro da maior parte das nanoparticulas também se confirma pelo baixo indice
de polidisperséo (0,238), pois de acordo com Zhang e Kosaraju (2007), dispersdes
com indice de polidispersédo (IPD) abaixo de 0,3 indicaram alta homogeneidade no
tamanho das particulas presentes no meio. Enquanto as demais proporgdes
estudadas, apesar de apresentarem um unico pico, obtiveram maior valor médio de
IPD, acima de 0,3.

O aumento nos valores de tamanhos obtidos com as formulagdes nas razbes
de 4:1 e 5:1, e esta relacionado com a maior quantidade de quitosana presente no
meio, formando nanoparticulas com dimensdes maiores e heterogéneas, pode ser
observado na Tabela 1, que apresenta valores de IPD maiores que 0,3 para estas
formulagcbes. Acima da propor¢cao de, 3:1, particulas grandes foram formadas,
provavelmente devido a eficiéncia de reticulacao das interacbes TPP com a QT,
onde as moléculas de QT ja estariam quase totalmente reticuladas, e o excesso de
QT levaria a maior quantidade de QT envolvida em uma unica particula.

Os tamanhos médios das nanoparticulas diferiram significativamente entre si
(p<0,05), mostrando que a quantidade de quitosana presente no meio, influencia na
distribuicdo do tamanho destas particulas.

Observou-se, ainda, que com o aumento da razao de massa QT:TPP, ocorreu
aumento significativo (p < 0,05) do valor do potencial zeta. Isto ja era esperado uma
vez que a formagdo das NPQ ocorre por meio da interagdo entre os grupos -NH3"
protonados da quitosana e os fosfatos do TPP, portanto, quanto maior a quantidade
de quitosana no meio, mais grupos -NH3" estdo disponivel no meio e maior & o
potencial zeta da amostra (NEVES, 2013).

O potencial zeta é importante para a estabilidade fisico-quimica da suspensao

coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregagao em fungao das
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colisdes ocasionais de NPs adjacentes. De acordo com Schaffazick et al. (2006),
com potencial zeta acima de 20 mV, as particulas tendem estar mais estaveis.
Segundo Muller et al. (2001), geralmente, um potencial zeta de 30 mV é requerido
COmo 0 minimo necessario para que uma nanosuspensao seja fisicamente estavel e
estabilizada por suas repulsdes eletrostaticas.

Pela analise de potencial zeta, verificou-se que as NPQ tém carga superficial
positiva, devido as caracteristicas catidnicas das cadeias de quitosana (LOREVICEL
et al., 2012), que esta relacionado com o valor do pH (acido) da solugao, proximo a
4,6 neste estudo.

O menor tamanho médio de NPs obtido foi de 218,9 nm, e o seu potencial
zeta correspondente foi de +35,3 mV (Figura 8) o que indica que as NPs produzidas
apresentaram estabilidade promovidas pela repulsdo eletrostatica entre as
particulas.

Gan et al. (2005) avaliaram o tamanho de nanoparticulas em fung¢ao da razao
de QT:TPP variando de 3:1 a 7:1, e verificaram que tanto o tamanho quanto o
potencial zeta das particulas aumentaram linearmente com o acréscimo na

quantidade de quitosana.
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Figura 8: Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas referente a razdo de QT:TPP (3:1)
Neves et al.(2014) também avaliaram diferentes razées de QT:TPP para a

formacao de nanoparticulas, variando de 2:1 até 6:1, e demonstraram que quanto

maior a concentracdo de quitosana no meio, maior € o tamanho e o potencial zeta

das particulas formadas. Com estas diferentes propor¢des, os autores obtiveram
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particulas com tamanho médio variando entre 99,9 a 508,1 nm e potencial zeta de
21,7a 57,3 mV.

Grenha et al. (2005) também testaram diferentes razdes de QT:TPP para a
formacao de nanoparticulas, variando de 3,6:1 até 6:1, e demonstraram que quanto
maior a quantidade de quitosana no meio, maior é o tamanho e o potencial zeta das
particulas formadas. Com estas diferentes proporgdes, os autores obtiveram
particulas com tamanho médio variando entre 300 e 390 nm e potencial zeta de 34 a
45 mV.

Na literatura encontra-se diversos estudos referente a producdo de
nanoparticulas de quitosana pelo método de gelificagao idnica e diferentes valores
de distribuicdo de tamanho sao relatados. Moura et al. (2009) produziram NPQ com
variagdo de tamanho de 85 e 221nm, Chang et al., (2010) com valores variando de
50 a 100 nm, Hosseini et al. (2015) produziram NPs com diametro médio de
259+17,9nm.

Esta diferenca de resultados encontrados entre os autores esta relacionada
as caracteristicas da quitosana utilizada para a sintese (massa molar, grau de
desacetilagdo, viscosidade) e com os parédmetros de controle do processo de
sintese.

A variagdo na proporgdo entre os reagentes QT:TPP foi importante para
definir as proporgdes idéias para a formagao das NPQ. Quando a quantidade de QT
era mais baixa obtiveram-se agregados instantaneos e com aumento da quantidade
de QT, também houve o aumento do tamanho das particulas. Este fenbmeno pode
ser explicado pela modificagdo da carga de superficie das particulas, influenciada
pela quantidade de quitosana e agente reticulador no sistema. Portanto a proporgao

ideal utiilizada para seguir os estudos foi de 3:1.

3.1.2. Avaliagdo da concentragcao de quitosana na formagao de

nanoparticulas

Nesta etapa a concentragdo de TPP foi mantida constante e variou-se
concentragao de QT com intuito de obter diferentes tamanhos de NPQs, a partir de
uma concentracdo maior de quitosana, matendo o tamanho, com maior redimento.

Foi possivel observar que a distribuicio de tamanho médio das NPQs

aumentou significativamente (p <0,05), com o aumento da concentragcdo de QT no
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meio (Tabela 2, Figura 9). Isto ocorre devido ao aumento da viscosidade da solugao
de quitosana que dificultou as interacbes entre os precursores das NPQs,
permitindo, assim, a formacgéao de particulas maiores, as quais nao necessitam de

alta energia favoravel a formacado (MOURA et al., 2009) .

Tabela 2: Tamanho médio das nanoparticulas, indice de polidispersao e valor do potencial
zeta em fungdo do aumento da concentragio de quitosana.

Concentragcao de QT

(mg-mL-1) Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
2 218,8 +9,40d 0,238 +0,0255¢c 353+1,7c
3 461,0 £23,7¢c 0,462 +0,0330 b 38,2+ 0,7 bc
4 557,3+649b 0,517 £0,0575b 40,3+3,5b
5 673,2+53,6a 0,721 +0,1190 a 441+24a

*Médias de trés repetigdes. Letras iguais em uma mesma coluna néo diferem entre si (p=0,05) pelo teste de
Tukey.
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Figura.9: Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de quitosana referente a concentragao de QT
(mg.mL™"), 2 (A), 3 (B), 4 (C) e 5 (D).

Em condi¢des acidas, ocorre a protonagao dos grupos amina da molecula de
quitosana, que provoca repulsdo eletrostatica entre as moléculas. Além disso,
também existem ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de quitosana. Abaixo de
certa concentracdo de quitosano as ligacbes de hidrogénio, as ligagdes
intermoleculares e a repulsdo eletrostatica estdo em equilibrio, sendo possivela
formacao de NPs de menor tamanho. No entanto, com o aumento da concentragéo
de QT as moléculas se aproximam uma das outras, conduzindo a um aumento das

interacdes entre as moléculas de quitosana, produzindo NPs maiores devido as
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fortes ligagbes de hidrogénio que conduzem a uma quantidade alta de moléculas de
quitosana envolvida na reticulagdo de uma unica particula. (FAN et al., 2012; DONG
et al., 2013).

O potencial zeta também aumentou com o aumento do tamanho das NPQs, ja
que o tamanho esta relacionado a concentragdgo de QT. Um aumento da
concentracdo de QT aumenta a quantidade de ions NH** disponiveis, aumentando
também o potencial zeta da superficie das NPQs (LOREVICE et al., 2012) (Tabela
2)

O indice de polidispersdo também aumentou com o aumento da concentragao
de quitosana, demonstrando que concentragdes de QT acima de 2 mg-mL'1
apresentam baixa homogeneidade no tamanho das particulas presentes no meio,
uma vez que os valores de IPD encontrados foram maiores que 0,3 (Tabela 2).

O mesmo comportamento encontrado no presente trabalho, foi observado em
varios estudos (NASTI et al., 2009; FAN et al., 2012; LI et al 2012.,NEVES et al.,
2014), porém cada autor obteve uma variagdo nos valores de distribuicdo de
tamanho, de IPD e de potencial zeta, que esta relacionado a matéria-prima (massa
molar, grau de desacetilagdo, grau de pureza e viscosidade) e as condigdes
utilizadas por cada autor: pH, temperatura, concentragao e tipo de acido utilizado
para solubilizar a QT, velocidade e tempo de agitagdo, taxa de adicédo de TPP,
equipamento utilizado para a agitacdo, agitador magnético, agitador ultrassénico,
sendo necessario para cada estudo, definir os padroes e parametros da sintese das
NPs.

No estudo realizado por Li et al. (2012) os tamanhos das particulas de QT
variou de180nm a 360nm, quando se aumentou a concentragcdo de quitosana
obteve-se NPs com maior tamanho. Resultados semelhantes também foram
relatados por Hu et al. (2008) que mostraram que o tamanho das particulas
aumentou linearmente com o aumento da concentracdo de quitosana, atribuindo
este comportamento ao aumento da viscosidade da solugdo de QT com aumento da
concentragao que influencia na distancia entre particula-particula.

Portanto, os resultados indicaram que a formacao de NPQ esta diretamente
relacionada a concentragcao de quitosana no meio, e que concentracbes acima de 2
mg.mL™" ndo s&o indicadas para a producdo de NPs nas condigdes utilizadas neste

trabalho. A concentragdo de 2 mgml” de QT foi a que apresentou menor
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distribuicdo de tamanho, sendo esta formulagcdo selecionada para os estudos

posteriores.

3.1.3. Obtencao de NPs concentradas e determinagao do rendimento da

nanoparticula selecionada

Apos centrifugacdo as nanoparticulas apresentaram distribuicdo de tamanho
meédio 284,7 nm. Apesar de este valor estar acima dos valores encontrados antes da
centrifugacao, a distribuicdo ainda se encontram na mesma faixa de variagao, e o
valor do indice de polidipersao e potencial zeta apresentaram praticamente o mesmo
valor As amostras em suspensao apresentaram-se monodispesas e distribuicao

homogénea, justificado pelo baixo valor de IPD (<0,300) (Tabela 3 e Figura 10).

Tabela 3: Tamanho médio das nanoparticulas, indice de polidisperséo e o valor do potencial
zeta antes e apods a centrifugagido das nanoparticulas.

Centrifugagao Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
Antes 218,8 +9,40b 0,238 +0,0255 a 353+1,7a
Apos 284,7 +243a 0,284 +0,0540 a 36,3+ 3,6a

*Médias de trés repeti¢des, letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p=0,05)
pelo teste de Tukey.
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Figura 10: Distribuicdo de tamanho das NPs suspensas em agua, antes (A) e apds centrifugacéo (B).

O processo de produgao selecionado gerou rendimento de 49,8 + 0,32% de
NPs produzidas em funcdo da quantidade de quitosana inicial utilizada para a
sintese (1g). A partir disso foi possivel produzir suspensdes concentradas de NPs de

quitosana a 1% (m/m) com tamanho médio de 284,3 + 24,3 nm e valor de potencial
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zeta de 36,3 + 3,6mV que foram caracterizadas e adicionadas ao fiime de metil

celulose para produgéao de nanocompdésitos (Figura 11).

Figura 11: NPQ dispersas em agua, em concentracdo de 1% (m/v) apds centrigugagéo e agitagdo
ultrassénica.

3.2. CARACTERIZAGAO DA NANOPARTICULA DE QUITOSANA
3.2.1. Microscopia de forga atobmica (MFA)

As topografias confirmam a formagao de NPs, em tamanho nano, em que as
NPQ apresentaram didmetro em sua maioria em torno de 40 a 80 nm e altura cerca
de 20 a 30 nm (Figura 12 e 13).

Figura 12: Topografia (2D) das NPs de QT com diédmetro variando de 40 a 80 nm.
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Figura 13: Topografia (3D) da NP de QT NPs de QT com altura até 30 nm.

A distribuicdo de tamanho das NPQ obtidos pela técnica de MFA foi
relativamente menor do que o obtido pela técnica de espalhamento dinamico de luz
(DLS) (Valor médio 262,3 + 8,6 nm). Isto esta relacionado, principalmente, a
diferengca nos estados da amostra (YOKSAN et al., 2010), uma vez que a MFA
fornece imagens das particula sem estado seco ,enquanto o DLS fornece o tamanho
médio de particula em solugédo. O didmetro calculado da particula por DLS, contém
camadas hidratadas vizinhas as NPs que desaparecem nas particulas secas na
medicdo por MFA. Além disso, a existéncia de NPs agregadas também contribui
para o maior valor no DLS (LI et al., 2012; YOKSAN et al., 2010, HOSSEINI et al.,
2015).

ApOs a evaporagado da agua em suspensao, as NPs sofrem um processo de
murchamento, pois certa quantidade de agua é retida pela particula em suspensao,
causando uma diminuicdo de tamanho em relagdo ao tamanho normal dessa em
solugcédo (MOURA et al., 2009).

De acordo com Li et al. (2012) os tamanhos das particulas calculadas apartir
de MFA também foram menores do que os de DLS, sendo 20 a 30 nm por MFA e
170 nm por DLS. Wu et al. (2005) constataram que os tamanhos das nanoparticulas
de quitosana (20-80 nm) determinada por TEM foram menores do que aqueles
determinados pela DLS (>120nm). Hossini et al., (2015) verificaram que pela MFA as
NPs apresentaram tamanho de 20 a 40 nm, enquanto por DLS o tamanho foi de 259
+ 17.9 nm. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com o

comportamento identificado por outros autores.
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Quanto a morfologia, a imagem indica que as nanoparticulas apresentam
forma e estrutura esférica (Figura 12), corroborando com os estudos realizados por
Moura et al. (2009), Hosseini et al.(2015), Li et al. (2012); Blanco et al. (2011) nos

quais as NPS produzidas também apresentaram forma esférica.

3.2.2. Determinagdo da concentracado minima inibitéria (CMI) e

concentragao bactericida minima (CBM)

De acordo com os resultados a quitosana apresentou atividade antimicrobiana
e bactericida inferior a NPQ para as duas bactérias testadas. Isto provavelmente
ocorreu devido a maior area superficial das nanoparticulas e maior afinidade com
células bacterianas devido ao seu menor tamanho (Ql et al., 2004; KONG et al.,
2010). Observou-se também que o TPP nao influenciou na atividade antimicrobiana
das NPs visto que o mesmo nao apresentou atividade nas concentragdes utilizadas
(Tabela 4).

Tabela4:Valores médios da CMI e da CBM (mg'mL") para a bactéria Staphylococcus
aureus e Escherichia coli da NPQ, QT e TPP em pH=4,6.

S. aureus E. coli
Amostras CMI CBM CMI CBM
QT 40 40 45 50
PP e -—— e —
NPQ 25 30 35 35

AS NPs apresentaram diferenca entre os valores obtidos de CMI e CBM, que
significa que em cada ensaio, foi necessario quantidades diferentes de amostra
tanto para inibir o crescimento do micro-organismo quanto para reduzir a contagem
bacteriana em 99,9%.

A atividade antimicrobiana da quitosana é um processo complexo que difere
entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, devido as diferentes
caracteristicas de cada superficie celular (CRUZ-ROMERO et al., 2013). Tanto para
as NPQ quanto para a quitosana, a agao inibitéria e bactericida foi distinta para as
duas bactérias, sendo que, a S. aureus mostrou-se menos resistente do que a E.
coli. No caso das NPQ, a concentragdo de 25 mg-mL™" foi capaz de inibir a S.
aureus, enquanto a concentragao para a E. Coli foi maior. Apesar do espectro de
agao da quitosana abranger fungos filamentosos, leveduras e bactérias, este
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polimero mostrou-se mais eficaz contra bactérias Gram-positivas (TAVARIA et al,;
2013).

Outros autores também demonstraram em seus experimentos que este
biopolimero e seus derivados apresentam maior eficiéncia para inibir o crescimento
de bactérias Gram-positivas, como a S. aureus (FU et al., 2011; NO et al., 2002;
TSAl et al., 2002).

Neves, (2013) produziu NPQ, e observou a mesma tendéncia em seus
resultados, onde as NPQ apresentaram atividade antimicrobiana com CMI de 5
mg-mL'1 para S.aures e 26 mg-mL'1 para a E.coli enquanto a quitosana in natura nao
apresentou nenhuma atividade antimicrobiana nas condigbes avaliadas. Os
resultados obtidos por este autor é inferior aos resultados obtidos no presente
trabalho, o que pode estar relacionado com a distribuicdo de tamanho das NPQs
produzidas que foram menores do que 100 nm enquanto que o didametro das NPQs
aqui encontrados apresentou tamanho médio de 262,3 + 8,60 nm.

Apesar de apresentarem maior atividade antimicrobiana que a QT, as NPQ
produzidas neste trabalho, ainda apresentaram uma atividade com concentracao
alta, superior aos resultados encontrados na literatura (QUI et al., 2004, BLANCO,
2010; NEVES, 2013), o que inviabiliza o uso destas NPQ produzidas como agente

antimicrobiano em embalagens ativas.
4. CONCLUSAO

As nanoparticulas de quitosana foram produzidas pelo método de gelificacao
ibnica com sucesso. Foi possivel verificar que o tamanho médio das particulas e o
valor de potencial zeta é fortemente dependente da razdo de massa QT:TPP e da
concentragédo de QT e TPP utilizada na sintese. A melhor razdo de massa de
QT:TPP que proporcionou o menor tamanho do didmetro das NPQ foi a de 3:1,
utilizando concentragdo de QT a 2 mg:mL™'e TPP a 1 mg:mL", obtendo tamanho
meédio de 284,7 + 24,3 nm e valor do potencial zeta com carga positiva de 36,3 + 3,6
mV.

O rendimento obtido foi 49,8% de NPs produzidas em relagdo a massa inicial
quitosana.

As micrografias de MFA indicaram que as NPs apresentam forma esférica, e

tamanho médio variando de 40 a 80 nm e altura cerca de 20 a 30 nm
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As nanoparticulas apresentaram atividade antimicrobiana superior a atividade
da quitosana sobre a S.aureus e a E.coli.

Devido ao seu tamanho nano as NPQ produzidas apresentam potencial para
serem estudas em diversas areas de aplicagdo da quitosana, a fim de potencializar

sua funcionalidade.
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CAPITULO 3. PRODUGAO ECARACTERIZAGAO DOS FILMES ATIVOS
INCORPORADOS COM NANOPARTICULAS DE QUITOSANA E NISINA.

1.INTRODUGCAO

Filmes biodegradaveis e revestimentos ativos antimicrobianos tém recebido
cada vez mais ateng¢ado ao longo das ultimas duas décadas devidoseu potencial para
retardar a deterioragdo microbiana dos alimentos e reduzir o risco de contaminagao
da superficie dos alimentos por micro-organismos patogénicos e deterioradores
(SUNGet al., 2013).

Os consumidores estdo cada vez mais exigindo produtos naturais, neste
contexto, a utilizacdo de compostos naturais como a nisina, parece ser uma opgao
atraente. A fim de controlar os micro-oganismos indesejaveis nas superficies de
alimentos, agentes antimicrobianos naturais ou sintéticos podem ser incorporados
em filmes.

Ha uma tendéncia de substituir plasticos derivados do petrdleo por
embalagens plasticas obtidas apartir de matéria-prima renovavel com impacto
ambiental menor. Em embalagens de alimentos, a MC é um material muito
promissor para preparacdo de filmes para alimentos, devido as excelentes
propriedades de formagao de filmes, ser biodegradavel, ndo téxica, biocompativel,
hidrofilica, gelificante e propriedades reoldgicas (RIMDUSIT et al., 2008). No
entanto, algumas de suas propriedades, ainda sao inferiores aos polimeros
sintéticos e, neste contexto, a adicdo de aditivos nos polimeros como nanoparticulas
contribui para aumentar as propriedades de biopolimeros.

O desenvolvimento de nanocompdsitos poliméricos tem atraido consideravel
atencado nos ultimos anos, como resultado de seu bom desempenho, melhoria nas
propridades mecanicas, barreira, estabilidade térmica e outras.

Alguns estudos revelam que nanoparticulas de quitosana tém sido
reconhecidas como agentes de enchimento de base biolégica para aumentar o
desempenho do biopolimero, em termos de propriedades térmicas, mecanica se de
barreira (MOURA, 2009; HOSSINI et al., 2015). A quitosana tem sido explorada para
producdo de nanomateriais, devido as suas propriedades biodegradaveis, nao
téxicas, biocompatibilidade, comestibilidade, abundancia na natureza e baixo custo

(PHAECHAMUD, 2008).
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Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de estender a vida de prateleira,
a qualidade dos alimentos e ao mesmo tempo reduzir os prejuizos ao meio
ambiente, utilizando embalagens produzidas a partir de materiais biodegradaveis de
recursos renovaveis de forma a produzir uma embalagem ativa com excelente
propriedade antimicrobiana, combinada com seguranga ambiental, com
propriedades mecanicas, de barreiras, térmicas e Opticas que apresentem

competitividade comercial.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no Laboratério de Embalagens do Departamento
de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG, Brasil,
e conduzido seguindo um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés

repeticoes.
2.2. MATERIAL

v" Nanoparticulas de quistosana sintetizadas

v Polimero metil celulose (Sigma-Aldrich, USA);

v Glicerol (Labsynth, Brasil);

v Nisina A ultrapure Nisin ® (Handary S.A, Bélgica).

2.3. PRODUGAO DO FILME INCORPORADO DE NANOPARTICULA DE
QUITOSANA (NANOCOMPOSITO) E NISINA

Os filmes foram produzidos pelo método “casting”, de acordo com Espitia et
al. (2013) com algumas modificagdes.Para preparar a solugao filmogénica foram
aquecidos 100 mL de agua destilada a temperatura 80 + 2°C. Em seguidadissolveu-
se 3gde metil celulose na agua aquecida, e posteriormente a solugao foi submetida
a agitacao por 30 minutos, e logo apés foi adicionado glicerol (10% m/m) em fungao

da massa do polimero e agitou-se por mais 5 minutos.
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2.3.1. Producao do filme bionanocompdésito

Para a preparacdao do filme bionanocompdsito, as NPs previamente
preparadas (CAPITULO 2) suspensas em agua desionizada foram diluidas em 50
mLde solugdo para obter NPs com concentragao final no filme de 1, 5 e 10% (m/m).
Apos a diluicdo as NPs foram submetidas a agitagéo ultrassdnica por 2 minutos (200
W, 20 kHz) e, lentamente adicionadas a solug¢ao filmogénica de metilcelulose sob
agitacao (500 rpm) por 2 horas. Apds a agitacao, a solugao foi mantida em repouso
a temperatura ambiente, 25 £ 2 °C,para remocdo de bolhas de ar. A solugao
filmogénica foi vertida em placas de vidro com bordas, de dimensdes 20 x 32 cm, e
foram secas por 48horas em condigbes ambientais (2312°C e 60 % UR). Apds a
secagem, os filmes foram retirados das placas, armazenados em sacos de
Polietileno-Nailon. Em seguida os filmes foram selados a vacuo até ser utilizados

nas analises de caracterizagao.
2.3.2. Producao de filme ativo antimicrobiano

A nisina em diferentes concentragdes (1, 5 e 10% m/m) foi previamente
solubilizada em 50 mL de &acido acético (pH=4,6) e, posteriormente foram
adicionadas a solugao filmogénica de MC, utilizando o mesmo procedimento que o

utilizado para as NPQ.
2.3.3. Producao de filme com nanoparticula de quiosana e nisina

O melhor tratamento de filme de MC com NPQ (quanto a capacidade de
reforgar o filme) e filme de MC com nisina (quanto a atividade antimicrobiana) foi
selecionado e, produziu-se o filme de MC com NPQ e nisina. A nisina foi dispersa na
suspensao de NPQ (50 mL) e submetida a agitagéo ultrassénica por 2 minutos (200

W, 20 kHz) mantendo o mesmo procedimento de preparo.

2.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA “IN VITRO” DOS FILMES ATIVOS
COM NISINA.

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes com nisina foi aplicado o

método de difusdo em agar sobre os micro-organismos, Staphylococcus aureus
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(ATCC 6538) e Listeria monocytogenes (ATCC 15313) em conformidade com o
método desenvolvido pelo clinico e Instituto Laboratory Standards (CLSI 2003), com
algumas modificagdes.

Inéculos de cada micro-organismo foram preparados conforme o Cap. 2, item
2.5.2As bactérias (10° UFC-mL™") S. aureus, foram inoculadas (100 uL) sobre a
superficie da placa contendo agar MH (Agar Mueller-Hinton, MHA; Difco
Laboratories) e a Listeria monocytogenes em placa com meio oxford (Listeria Oxford
Medium). Sobre a superficie do agar inoculado foram colocados discos (J = 1 cm)
dos filmes com nisina com os diferentes tratamentos.

As placas foram incubadas a 7°C por 10 horas e posteriormente incubadas
a35°C+2, por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi determinada através da
medi¢cdo da zona de inibicdo em torno dos filmes (cm). Todas as amostras foram

avaliadas com trés repeticbes em ftriplicata.

2.5. CARACTERIZAGAO DOS FILMES INCORPORADOS COM
NANOPARTICULA DE QUITOSANA E NISINA

2.5.1. Espessura

A espessura média dos filmes foi mensurada com auxilio de micrémetro
(Mitutoyo, modelo 547-401, Jap&o). As medidas foram realizadas em dois corpos de
prova de cada tratamento em trés repeticdes, realizando-se as medidas em dez
pontos aleatdrios. As medidas de espessura foram expressas em micrometros (um)
(CAMILLOTO et al., 2010).

2.5.2. Propriedades mecénicas

Os nanocompdsitos produzidos foram submetidos aos testes mecanicos para
avaliagdo da resisténcia a tracao (MPa), alongamento na ruptura (%) e moddulo
elastico (MPa) de acordo com a norma ASTM D882-09 (ASTM, 2009 a), utilizando a
maquina Universal de Testes Mecanicos (modelo 3367, INSTRON Corporation,
Norwood, MA, USA). Foram testados cinco corpos de prova de cada tratamento em
trés repetigbes em duplicata, com dimensdes de 15 cm de comprimento e 2,5 cm de
largura. A maquina foi operada com célula de carga de 1kN, velocidade de

separagao das garras de 50 mm-min~' e distancia inicial entre as garras de50 mm.
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2.5.3. Determinagéao da taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)

A TPVA dos filmes foi determinada por meio do método dessecante, seguindo
a ASTM E 96/ E 96M — 05 (ASTM, 2010) com algumas modificagdes.

Foram utilizadas capsulas circulares (d = 82,3 mm) com paredes
impermeaveis, contendo 25 g de cloreto de calcio anidro (MERCK®) com
granulometria entre 600 pm e 2,36 mm. Os filmes foram vedados com parafina na
juncao filme/capsula. As capsulas foram acondicionadas em dessecadores contendo
solugdo saturada de cloreto de sddio, com o objetivo de manter a umidade relativa
em torno de 75 + 2 % e temperatura de 25 + 2 °C. O ganho de massa associando a
umidade permeada pelo filme foi avaliado por meio de pesagens diarias até massa
constante. A TPVA foi expressa em g-m?-dia”'e as andlises foram realizadas com
trés repeticdbes em duplicata.

Os dados de ganho de peso (g) e tempo de condicionamento (dias) de cada
capsula foram representados em grafico e, a partir do intervalo em que os pontos
formaram uma reta, foi calculado o coeficiente angular da curva. A taxa de
permeabilidade ao vapor de agua foi obtida pela divisdo do coeficiente angular pela

area dos filmes exposta no corpo de prova, de acordo com a equacao 2.

G <
TPVA = XA Equacao 2

TPVA = taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g.m?dia™);
G/t = coeficiente angular da reta (g-dia™);

A = area de permeacao do corpo de prova (m2).
2.5.4. Microscopia Eletronica de Varredura

As fotomicrografias da superficie dos filmes foram realizadas no Nucleo de
Microscopia e Microandlise do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Vigosa com auxilio de Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV / LEO —
Modelo 1430VP, Inglaterra) com aumentos de 500 X, 1000 X.
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A microscopia eletronica de varredura foi realizada para avaliar os diferentes
tipos de estruturas formadas na superficie e no corte transversal (fratura) dos filmes.
Foram preparadas amostras de 0,5 cm? de cada filme. Em seguida, foram fixadas
em stubs e cobertas com uma camada de ouro (entre 20 nm e 30 nm) com auxilio
de um metalizador Sputter Coater (Balzers - Modelo SCD 010), para aumentar a
condutividade da superficie das amostras (CAMILLOTO, 2009).

2.5.5. Microscopia de Forga Atomica

A microtopografia da superficie dos diferentes filmes foi realizada no
Departamento de Fisica da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG, Brasil e
avaliada utilizando-se o Microscopio de Forga Atébmica (NT-MDT modelo NTEGRA
PRIMA).

Amostras dos filmes foram cortadas e fixadas no suporte de porta amostras
do microscépio, com auxilio de fita dupla-face. Em seguida, cada amostra foi
analisada utilizando o modo de contato intermitente com cantilever macio e
constante de forca 10N'm™ e frequéncia de ressonancia de aproximadamente 280
kHz. Para cada tratamento, foram realizadas varreduras com areas de 10 ym x 10
pme 2 ym x 2 ym (CAMILLOTO, 2009).

2.5.6. Propriedades opticas
2.5.6.1. Transparéncia

A transparéncia dos filmes foi medida através do uso de espectrofotdmetro
UV/VIS (Modelo UV-18000, Shimadzu Co., Kyoto, Japao) no intervalo de
comprimento de onda de 210 nm (regido ultravioleta) e 600 nm (regido visivel).
Amostras dos filmes foram cortadas de forma retangular e posicionadas diretamente
no suporte para filmes do equipamento. A transparéncia relativa foi medida pela %
de transmitancia a 500 nm. O suporte vazio foi utilizado como controle, conforme

metodologia proposta por Tang et al. (2005).
2.5.6.2. Analise de cor

A cor dos filmes foi analisada em colorimetro XE Color Quest Hunter lab

(Reston, Virginia, EUA), em amostras os filmes retangulares de 2,5 cm x 15 mm. As
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medicdes foram realizadas na Escala CIELAB, em que cada medicdo é expressa
como L* (indicando a luminosidade), e b* (no sentido negativo ao positivo, azul na
diregdo amarelo). Para calculo dos parametros de cor foi estabelecido o iluminante
D-65 e o angulo de 10° para o observador. Além disso, o indice de amarelamento (Yl
E313) dos filmes foi obtido de acordo com Espitia et al. (2013). Para cada filme,
utilizou-se a média de cinco determinagbes em zonas aleatérias de cada amostra

com trés repeticoes.
2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a eficiéncia nas propriedades fisicas e mecanicas foi utilizada
analise de regresséo e para as propriedades Opticas as médias foram comparadas
pelo teste de Dunnett em nivel de 5% de probabilidade.

Para avaliar o efeito em conjunto da NPQ e nisina em filmes de MC, os dados
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Analysis
System (SAS), versao 9.4. (SAS)

A avaliacdo das fotomicrografias foi realizada por meio de analise descritiva.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

31. FILME DE METIL CELULOSE |INCORPORADO COM
NANOPARTICULA DE QUITOSANA

3.1.2. Desenvolvimento dos nanocompdsitos

Os filmes produzidos por casting adicionados de NPQ apresentaram-se
uniformes sem a formagao de agregados visiveis e, aparentemente, obtiveram uma

boa disperséo no polimero e apresentaram-se transparentes (Figura 14).
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Figura 14: Filmes de MC (A), MC incorporado com NPQ: 1% (B), 5% (C) e 10% (D).
3.1.3. Espessura dos filmes

A espessura dos filmes nao variou (p>0,05) em func¢do dos tratamentos com
NPQ apresentando espessura média de 51,29+ 10,64 uym. O desvio padrao
relativamente alto esta relacionado ao processo de casting, em que ocorre variagao

da espessura em fungdo do seu ajuste manual (ALMEIDA, 2010).
3.1.4. Propriedades mecanicas dos filmes

Oefeito das concentragcdes de nanoparticulas nas propriedades mecéanicas do
filme de MC pode ser explicado pela analisede regressdo por meio da equagao
ajustada que explica a variagdo de y em funcado das diferentes concentragdes de
NPQ avaliadas. De acordo com a regressao, o aumento da concentracdo de NPs até
5% promoveu um aumento da resisténcia a tracdo dos filmes, de forma significativa
(p<0,05) (Figura 15), enquanto o alongamento diminuiu de forma significativa
(p<0,05).

Percebeu-se que quando a concentragédo de NPs variou de 0 a 5% (m/m)
houve aumento crescente na resisténcia a tracao dos filmes, e, acima de 5%, a
resisténcia atragdo permaneceu constante, indicando que a adigdo de 10% de NPs

nao proporcionou melhoria da resisténcia a tracdo e, sugerindo que 5% foram
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concentragdes Otimas do agente de enchimento para induzir o aumento maximo da

resisténcia do filme de MC (Figura 15).
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Figura 15: Efeito das NPQs em diferentes concentragdes (0, 1, 5 e 10%) na resisténcia a tragéo
(MPa) de filme de MC, por andlise e regressao com a equagao ajustada.

Nos filmes adicionados com 1 e 5% de NPQ, provavelmente as particulas
estdo distribuidas de forma homogénea havendo a insercdo das particulas no
interior da matriz de forma estabilizada. Observou-se que quando adicionadas 10%
de NPQ, as NPs comegaram a se aglomerar em alguns pontos no filme, sem
provomer melhoria adicional na resisténcia mecanica do filme. As regides de
aglomerados de nanoparticulas distribuidos de forma ndo homogénea em filme
formam sitios, que resulta em pontos concentrados de tensdo e consequentemente
tendem a reduzir a resisténcia a tracdo (LOREVICE et al., 2014). Pela analise de
microscopia eletronica de varredura e forga atémica foi possivel identificar alguns
pontos com presenga de pequenos aglomerados no filme com 10% de NPs.

Os resultados confirmam o efeito de refor¢o das nanoparticulas na matriz
polimérica, o que é consistente com dados previamente relatados na literatura
utilizando NPQ (CHANG et al, 2010; MOURA et al, 2009; LOREVICE et al., 2014,
HOSSEINI et al., 2015).

O aumento na resisténcia dos filmes, que contém nanoparticulas inclusas,

acontece, devido a presenca de NPQ na matriz polimérica que incrementa as
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interacdes intermoleculares entre as cadeias do polimero, tornando assim a matriz
compacta, resultando no reforgo da sua matriz, obtendo um material mais resistente
(MOURA et al., 2009; LOREVICE et al., 2014).

Pesquisadores explicam que, em filmes com polimeros soluvel em agua, o
aumento na concentragdo de solvente (agua) provoca redugdo das interagdes
moleculares entre as cadeias adjacentes, aumentando a interagdo entre as
macromoléculas e o solvente. Dessa forma, com a adi¢do de nanoparticulas ocorre
aumento das interagdes moleculares entre as cadeias adjacentes, devido a
diminuicdo na concentragdo de solvente, com o aumento das interagdes entre as
particulas e o material formador do filme. Um maior reforgo do filme também é
observado (MOURA, 2009).

Avaliando a analise de regressao para o alongamento (%) do filme percebe-
se um comportamento decrescente quando 5% de NPs foram adicionadas e um

comportamento constante apartir da adigdo de 5% (Figura 16).
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Figura 16: Efeito das NPQs em diferentes concentragdes (0, 1, 5 e 10%) no alongamento (%) de
filme de MC por analise e regressdo com a equacao ajustada.

A diminuicdo do alongamento (%) € uma indicagdo de uma diminuicdo da
elasticidade do filme. Com a adicdo de NPQ, o alogamento diminui, pois as
interacdes entre as cadeias aumentam, dificultando o escoamento e estiramento
dessas cadeias, fraturando o filme sem que este se deforme e, tornando o filme mais
rigido (LOREVICE et al., 2014;HOSSEINI et al.,2013).
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Chang et al. (2010) estudaram o efeito da incorporacédo de NPQs (50 a 100
nm) em filme de amido nas concentragdes de 1, 2, 4, 6 e 8%, e observaram que a
adicdo de NPs até a concentracdo de 6% proporcionou melhoria na resisténcia a
tracdo do filme (MPa), enquanto o alongamento até a ruptura diminuiu. Eles
observaram ainda que, quando adicionaram mais NPs (adicdo de 8%) a matriz,
houve uma pequena redugéo da resisténcia a tragdo que, segundo os autores, esta
relacionada a aglomeracao das NPs no filme nesta concentragao.

Por meio da andlise de regressaofoi possivel observar que o modulo de
elasticidade (ME) dos filmes adicionados de NPQ aumentou significativamente
quando 5% de NPQ foram adicionadas e as concentracbes acima de 5%

provocaram um decréscimo no ME(Figura 17).
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Figura 17: Efeito das NPQs em diferentes concentragdes (0, 1, 5 e 10%) no médulo de elasticidade
de filme de MC por andlise de regressdo com a equagéao ajustada.

De acordo com os resultados, a adicao de 5% de NPs provocou aumento na
rigidez do filme em torno de 14,4%. Da mesma forma, Moura et al. (2009) relataram
que a mistura de NPQ em filmes de Hidroxipropilmetilcelulose (85nm) apresentaram
aumentodo modulo de elasticidade de 40% quando comparado ao filme controle.

Hosseini et al. (2013) incorporaram NPQ (259 £ 17.9 nm) nas concentragdes
de 2, 4, 6 e 8% em filme de gelatina de peixe e obtiveram melhoria de 60% no

modulo de elasticidade quando 6% de NPs foram incorporadas.
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Outros estudos foram realizados utilizando nanoestruturas com objetivo de
proporcionar melhorias mecanicas ao filme de metil celulose. Rimdusit et al. (2008)
produziram filme de metil celulose adicionado de MMT em diferentes proporgdes de
peso MC:MMT (100:0, 100:1, 100:2, 100:3, 100:5 e 100:10). Avaliaram entdo que o
modulo de elasticidade (GPa) do filme foi melhorado cerca de 65% para os
nanocompdsitos produzidos com a formulacdo 100:10. Estes pesquisadores
observaram também que houve consideravel melhoria na resisténcia a tragdo com
uma ligeira diminuicdo no alongamento na ruptura (16%). De acordo com os autores
supracitados este comportamento esta relacionado ao reforgo fornecido pela
esfoliacdo de MMT na matriz e pela sua maior area superficial que conduz a uma
melhoria da resisténcia.

Silva.(2012) avaliou o efeito da adicdo de MMT e nanotubo de carbono
(MWNT) em filme de metil celulose, e verificou que a adicdo das nanoestruturas em
diferentes concentracbes nao influenciou nas propriedades mecanicas do filme, e
somente a adi¢cao de 3% de MMT proporcionou pequena melhoria na resisténcia a
tracdo e moédulo de elasticidade. Ele concluiu que o papel de reforco mecéanico que
0s nanopreenchedores deveriam estar exercendo nos filmes foi mascarado pelo
forte poder plastificante dos surfactantes utilizados, dificultando a avaliagdo de
atuacédo de reforco do nanotubo de carbono e da MMT nos filmes. Silva (2012)
concluiu ainda que, no estudo nao se conseguiu obter uma estrutura completamente
esfoliada da MMT na matriz, que pode ter ocorrido devido ao modo de preparo da
solucdo. Com isso € importante ressaltar que o nanopreenchedor deve estar bem
distribuido na matriz para que possa promover efeito de reforgo.

Com base nestes resultados, a adicdo de NPQ em 5% nos fiimes de
metilcelulose resultou em melhoria significativa das propriedades mecéanicas

do filme.
3.1.5. Taxa de permeabilidade ao vapor de agua

Oefeito da concentracdo de nanoparticulas de quitosana na taxa de
permeabilidade ao vaporde agua (TPVA) no filme de MC pode ser explicado pela
analisede regressao por meio da equacgao ajustada que explica a variagado de y em
funcao das diferentes concentragdes de NPQ avaliadas. De acordo com a regressao

0 aumento da concentracdo de NPs promoveu uma diminui¢gdo da TPVA dos filmes,
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de forma significativa (p<0,05) até a adicdo de 5% de NPs. Os fiimes adicionados
com concentracdes acima de 5%, ndo apresentaram melhorias adicionais na TPVA
e relacéo a adi¢ao de 5%(Figura 18).

A capacidade das NPQ em proporcionar melhoria na propriedade de barrreira
ao vapor de agua tem sido explicada por alguns autores. De acordo com Changet al.
(2010), a adigdo de NPQ produz um caminho tortuoso que impede a passagem das
moléculas de agua através da matriz do filme devido a distribuicdo homogénea das
NPs na matrizque, por sua vez, propicia um filme com uma estrutura mais compacta
o que também dificulta a difusao do vapor atravéz do filme. Além disso, relata-se que
a reducao da TPVA do filme adicionado de NPQ esta relacionanada também com a
formacgao da ligacdo de hidrogénio entre as NPs e a matriz do filme estudado, que

influencia na difusao de vapor.
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Figura 18: Efeito das NPQs em diferentes concentragdes (0, 1, 5 € 10%) na TPVA de fiime de MC
por analise de regressao com a equagao ajustada.

Hosseini et al. (2015) também explicam queeste comportamento pode ser
atribuido amobilidade restritademoléculas do polimero devido a incorporagao de NPs
e da sua interacdo com a matriz polimérica.

No estudo realizado por Hosseini et al. (2015), foi observado que a adigéao de
6% (m/v) de nanoparticula de quitosana proporcionou aumento de 50% na
propriedade de barreira do filme de gelatina de peixe, demonstrando que a

incorporacao de NPs atuou na redugado da velocidade de permeacgao de vapor de
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agua através do polimero, ao qual foi atribuidouma boa distribuicdo das NPs,
preenchendo espacos vazios na matriz do polimero.

Lorevice et al. (2014 a) observaram a diminuicdo da TPVA dos filmes de
hidroximetilcelulose com mamao quando NPs de diferentes tamanhos (250 e 351
nm) foram adicionadas a matriz e verificaram que as NPQ menores proporcionaram
maior propriedade de barrreira ao vapor de agua que as maiores devido ao fato de
essas preencherem mais facilmente os espacos entre as cadeias da matriz de
hidroxipropilmetilcelulose. Da mesma, em outro estudo, Lorevice et al. (2014 b)
produziram filme de hidroxipropilmetilcelulose e polpa de goiaba incorporado com
NPQ e verificaram que NPs de menor tamanho (250 nm) apresentaram menor TPVA
devido a maior homogeneidade na distribuicio das NPQ na matriz de
hidroxipropilmetilcelulose com polpa de goiaba.

Martelli et al. (2013) verificaram que uma pequena quantidade,0,2 % (m/m) de
NPQ (88,79 nm) incorporada em filme de puré de banana foi capaz de reduzir a
TPVA do filme em cerca de 38%.

Antoniou et al.(2015) compararam a influéncia da adicdo de quitosana e NPQ
em filme de gomas de galactomananas (endosperma moido de sementes da arvore
de tara, Cesalpinia spinosa) e concluiram que as NPs proporcionaram uma maior
reducdo na TPVA quando comparado a quitosana. Tal fenbmeno esta relacionado a
capacidade das NPQ em ocupar espagos vazios, os poros, do filme, devido ao seu
tamanho nano.

Diante disso, percebeu-se que as NPs tém demonstrado ser eficiente na
reducdo da TPVA de filmes. De acordo com os resultados do presente trabalho o
aumento das concentragdes de NPQ foram eficientes em aumentar a propriedade de
barreira do filme de MC, promovendo a redu¢cao maxima de TPVA em10,24%.

Um dos pontos criticos quanto a aplicagédo dos filmes biodegradaveis na
industria de alimentos esta relacionado a alta permeabilidade ao vapor de agua.
Com o crescimento da area de nanotecnologia novas nanoestruturas vém sendo
utilizadas para prevenir a difusdo de vapor de agua através do polimero. No entanto
o estudo sobre a incorporacdo de nanoestrutura em filme de metil celulose e sua
avaliacao nas propriedades de barreiras ainda sdo carentes, 0 que torna o presente

estudo ainda mais interessante e relevante.
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3.1.6. Microscopia Eletréonica de Varredura

As analises morfolégicas por Microscopia Eletronica de Varredura(MEV), dos
filmes mostraram que o fiime MC sem adicdo de nanoparticulas apresenta uma
superficie lisa, compacta, sem presenca de poros.No entanto,0 fiime de MC
apresentou alguns pontos com a presenga de resina polimérica n&o dissolvida.
Observou-se ainda que os filmes, adicionados de NPQ, também apresentaram
pontos com presencga de polimero n&o dissolvido, o que pode estar relacionado ao
procedimento de producéo do filme de MC utilizado (Figuras19A a D).

A estrutura dos filmes adicionados de 1% de NPQ apresentou-se similar ao
filme de MC, ndo sendo possivel observar a presenca de NPQ na superficie do
filme, uma vez que as particulas brancas que apareceram nas micrografias também
foram encontradas no filme de metilceulose.

Nos filmes com 5 e 10% de NPQ, além da presenca da resina polimérica,
percebeu-se alguns pontos inrregulares, que interromperam a estrutura lisa do filme
de MC, o que podem estar relacionados a presenga de NPQs no filme. No filme com
10% de NPQ pontos com particulas agrupadas foram observados, podendo indicar a
presenca de aglomeragdes na matriz.

Avaliando-se o corte transversal, percebeu-se que os filmes de MC e os
adicionados com 1 e 5% de NPs apresentaram-se uniformes, compactos e sem
presenca de poros. As fraturas que aparecem nos filmes estdo relacionadas ao
preparo da amostra, corte transversal do filme (Figuras 19 E, F e G).

Nos filmes com 10% de NPQ observou-se a presencga de pontos brancos na
regido transversal, podendo ser atribuido a presenga de NPQ na matriz,
apresentando também estrutura compacta (Figura 19 H).

Hosseini et al.(2015) verificaram por MEV que concentragdes de 2% de NPQ
foram uniformemente dispersas na matriz de filme de gelatina de peixe, sem
presenca de aglomerados e foi constatado que concentragdes mais altas (8%) de
NPs levaram a aglomeracdo das mesmas na matriz. O mesmo comportamento foi
observado por Chang et al. (2010) em filme de amido termoplastico com
concentracdo de NPQ acima de 6% com presengca de aglomerados de NPs na
superficie do filme.De acordo com estes estudos a aglomeragcédo de NPs ocasionou o

enfraguecimento da matriz polimérica, diminuindo a resisténcia a tracao do filme.
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Figura 19: Filmes de MC incorporados com NPQ: 0% (A); 1% (B); 5% (C) e10% (D) (superficie) e 0%
(E); 1% (F); 5% (G) e10% (H) (corte transversal) (1000 X).
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No filme com 10% de NPQ observou-seno filme o aparecimento de pontos
que podem indicar a presenga de NPQ aglomeradas,que pode estar relacionado ao
aumento da concentragdo de NPQ a 10% nao ter provocado um aumento adicional
na resiténcia a tragao a partir da adicdo de 5% NPQ.

Relacionando a micrografia com a permeabilidade, a adicdo de maiores
concentragbes de NPs proporciona a aglomeragdo das mesmas na matriz e,
consequentemente,a partir de determinada concentragdo provoca o aumento da
permeabilidade do filme (CHANG et al.,2010; HOSSEINIet al., 2015; ANTONIOU et
al., 2015).Neste trabalho foi verificado que, apesar de ser identificada uma regiao
com NPs aglomeradas na superficie do filme de MC com 10% de NPQ,esta,nédo
comprometeu a propriedade de barreira do mesmo.No entanto n&o proporcionou

melhoria adicional a partir da adicao de 5 % de NPs.
3.1.7. Microscopia de Forga Atomica

As fotomicrografias obtidas por microscopia de for¢ga atdbmica permitiram
avaliar a microtopografia da superficie dos filmes em duas e trés dimensdes e ainda

determinar a rugosidade dos filmes (Figuras 20 e 21).

Figura 20: Topografia em 2D dos filmes: MC (A), e filmes de MC adicionado de 1%(B), 5%(C) e 10%
(D) de NPQ. (10 x 10 pm).
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Avaliando as topografias em 2D (Figura 20), percebeu-se claramente a
presenca das NPQ na superficie do filme com 10 % de NPs. No fiime com 1% de
NPs nao observou presengca de NPs na superficie, apresentando uma superficie
similar ao filme controle.

Nos filmes com 5% de NPs, percebeu-se regides mais claras podendo ser
atribuidas a presenca de NPQ na regido interna do polimero. Da mesma forma, pela
andlise de MEV nao foi possivel identificar com clareza a presenga de NPs na
superficie dos filmes adicionados com 1 e 5% de NPQ, sugerindo que as NPs estédo
distribuidas no interior da matriz. Tal fenébmeno é, evidenciado na Figura 21 e na
Tabela 5 nas quais, pode ser observado que o aumento da concentragdo de NPs
provocou aumento na altura e na rugosidade dos filmes, sendo possivel perceber
varios pontos pequenos (nm) agudos nos filmes com 5 e 10% de NPs, que

provavelmente sao atribuidos a presenca das NPs.

Az @ EN

Figura 21: Fotomicrografias efn‘ 3D dos filmes obtidas por MFA: fiime de MC (A), e filmes de MC
incorporados com 1% (B), 5%(C) e 10% (D) de NPQ. (2 x 2 ym).

Tabela 5: Rugosidade (Ra) dos filmes de MC incorporados com 0%, 1%, 5% e 10% de
NPQ. (2x2 ym).

Filme de MC incorporado

com NPQ (%) Ra (nm)
0 0.74
1 0,85
5 11
10 10,73
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De acordo com as fotomicrografias a incorporacdo de NPs promoveu
mudancgas na morfologia do filme, o que pode ser percebido nitidamente na Figura
16, comparando o filme de MC ao filme adicionado de 10% de NPs, enquanto a
adicado de 1% de NPs praticamente n&o provocou alteragdo na sua morfologia.

De acordo com a fotomicrografia do filme de MC com 10 % de NPs, observou-
se a presenga das NPs distribuidas na superficie do filme com diametro cerca de
100 a 200 nm. Percebeu-se também que as NPs presentes no filme apresentam
forma esférica e que algumas NPs estdo aglomeradas, podendo estar relacionada

com quantidade adicionada ao filme (Figura 22).
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Figura 22:Fotomicrografias em 2D do filme incorporado com10% de NPQ. (2um x 2 pm).

Antouniou et al.(2015) verificaram que a incorporacdo das NPQ na matriz
polimérica proporcionou o aumento da rugosidade do filme, e sugeriu que a
presenca dos pontos agudos presente na fotomicrografia era atribuido a presenca
das NPs, e atribuiram que o aumento da rugosidade contribui para a melhoria a
barreira ao vapor de agua e propriedades mecéanicas do filme.Este mesmo
comportamento foi observado por Azeredo et al.(2010) com adigdo de nanofibra de

celulose em filme de quitosana plastificado com glicerol.
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3.1.8.Propriedades 6pticas

A Tabela6 apresenta os valores para os parametros de cor (L* e b*), o indice
de amarelamento e a transmitancia dos filmes de MC incorporado com diferentes
concentracbes de NPQ. O aumento da concentracdo de NPs nao influenciou na
luminosidade dos filmes, enquanto a adicado de NPQ no filme proporcionou aumento
significativo nos valores médios de b* (p<0,05), que esta relacionado a cor natural da
quitosana. O indice de amarelamento dos fiimes teve 0 mesmo comportamento da
coordenada b*, indicando que os filmes adicionados com NPQ tendem a estar com
coloragao amarela.

Antoniou et al. (2015) avaliaram a influéncia da adicdo de NPs de quitosana
em filme de TG na coordenada b* e, da mesma forma que no presente trabalho,
verificaram que as NPs provocaramo aumento do valor médio da coordenada b*,
indicando o amarelamento dos filmes, que esta relacionado a fonte de obtencéo e ao

tipo de processamento da quitosana.

Tabela 6: Valores médios da analise de colorimetria dos filmes de metilcelulose
incorporados com NPQ nas concentracdes de 0, 1, 5 e 10% nas coordenadas de cor L*e b*
e valores médios de indice de amarelamento (Y| E313) e transmiténcia dos filmes.

Filme com NPQ Parametros de cor Transmitancia
(% m/m) L* b* YI (%)

0 93,09+0,63a 1,07+0,02a 1,19+0,06a 90,08+0,87 a

1 9283+0,62a 1,63+0,09b 2,47 +0,26b 89,88+ 0,34 a

5 93,21+ 0,36a 2,06+£0,11b 3,26+0,18b 89,32+0,18 a

10 93,27+0,24a 253+0,14b 3,99+0,08b 83,15+4,28b

*Médias seguidas de mesmas letras na mesma coluna néo diferem do controle pelo teste de Dunnet ao nivel de
5% de significancia.

De acordo com os resultados, somente a concentragao de 10% provocou uma
pequena diminuicdo significativa na transmitancia dos filmesna regido visivel
(p<0,05), quando comparado ao filme de MC.Isto pode estar relacionado a maior
quantidade de NPs adicionada e a presenga de alguns pontos com pequenas NPs
aglomeradas no filme que, por sua vez,tende a diminuir a transmissaoda luz.

Hosseiniet al. (2015) avaliaram que a adigdo de concentragdes acima de 4%

de NPs proporcionou a diminuigéo significativa na transparéncia do filme de gelatina
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de peixe e atribuiram este comportamento a agregagdodenanoparticulas no
filme,que, por sua vez, impediua transmissaoda luz.

Apesar dos filmes adicionados com 10% apresentarem esta diferenca,
visualmente nao foi possivel detectar diferenga na transparéncia dos filmes (Figura
10), o que sugere que as NPs apresentaram-se bem distribuidas na matriz do
polimero, n&o apresentando grande influénciando na sua transparéncia.

A transparéncia e a cor dos filmes sdo muito relevantes para a funcionalidade
de filmes devido ao seu grande impacto na aparéncia dos produtos(SAINZ et al.,
2011). Normalmente, maior transparéncia € considerada desejavel para as
embalagens de alimentos filmes e revestimentos, uma vez que os consumidores
preferem ver os alimentos. Assim os flmes de MC adicionados de NPQ nao

impedem a visualizagao dos alimentos, neles embalados pelos consumidores.
3.2. FILME DE METIL CELULOSE INCORPORADO COM NISINA
3.2.1. Desenvolvimento do filme de MC com nisina

Os filmes de MC e filmes com nisina apresentaram-se homogéneos e nao se
percebeu formacao de agregados na superficie do filme e foi possivel perceber que
os filmes adicionados com nisina apresentaram diferenga na transparéncia do filme

tendendo a coloragéo amarela (Figura 19).

Figura 23:Filmes produzidos, MC (A), MC incorporado com 1% (B), 5 (C) e 10% (D) de NS.
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3.2.2. Espessura

Os filmes de MC e os filmes de MC incorporados nas diferentes
concentracbes de NS nao apresentaram variacdo significativa na espessura
(p>0,05), apresentando espessura média de 47,92 + 11,45 ym. O desvio padrao
relativamente alto esta relacionado ao processo de casting, no qual ocorre variagao

da espessura em fung&o do seu ajuste manual (ALMEIDA, 2010).

3.2.3. Avaliagao da atividade antimicrobiana dos filmes adicionado com

nisina

Os resultados obtidos mostraram que os filmes de MC sem nisina nao
inibiram o crescimento das bactérias avaliadas, enquanto a adigdo de 1, 5 e 10%
(m/m) de NS na matriz de MC foi capaz de inibir tanto o crescimento da Listeria
quanto o do S. aureus, produzindo uma zona de inibigdo clara em torno do filme,
mostrando difusdo da nisina para o meio solido de forma significativa (p<0,05) sendo
que a adigcao de 10% proporcionou maior inibicdo, de 1,86 cm e 1,70 cm para

Listeria e S. Aureus, respectivamente (Tabela 7 e Figuras 24 e 25).

Tabela 7: Diametro médio dos halos de inibicdo para Listeria e S.aureus.
Diametro (cm)

Filme adicionado de nisina (% m/m)

Listeria S.aureus
0 0,00 £ 0,00 a 0,00 0,00 a
1 1,00+ 0,15b 0,93+£0,20b
5 1,33+0,38b 1,40+0,44b
10 1,86 £0,21¢c 1,70+0,24 ¢

Médias seguidas de mesma letra na coluna nZo diferem estatisticamente entre si, pelo teste

de tukey (p >0,05).

De acordo com a literatura a nisina apresenta propriedade antimicrobiana,
especialmente, contra bactérias Gram-positivas, tais como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (BREWER et al, 2002;. LOPEZ-
PEDEMONTEzet al., 2003; SOBRINO-LOPEZ E MARTIN-BELLOSO, 2006), e pouca

ou nehuma atividade contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos.
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Figura 24: Halos de inibicdo de Listeria monocytogenes pelos filmes de MC (A) e MC incorporados
com 1% (B), 5% (C) e 10% (D) de nisina.

Figura 25: Halos de inibicao de Staphylococcus aureus pelos fiimes de MC (A) e MC incorporado
com 1% (B), 5% (C) e 10% (D) de nisina.
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Devido ao seu efeito sobre as batérias Gram Positivas, especialmente a
Listeriae a S. aureus, muitos estudos reportam a incorporagédo de nisina em varios
tipos de filmes feitos de celulose, nailon, isolado protéico de soro, hidroxipropil metil
celulose, Zeina, amido, quitosana, PBAT, proteina de soja, carboximetil celulose e a
sua utilizagdo como embalagem ativa para reduzir as bactérias indesejaveis nos
géneros alimenticios (NATRAJAN e SHELDON, 2000; COMA et al,
2001;TEERAKARN et al., 2002; CHOLLET et al, 2008;. GADANG et al., 2008;
KRISTO et al., 2008; NEETOO et al., 2008; NGUYEN et al., 2008;BASTARRACHEA
et al., 2010, CAO-HOANG et al., 2010; IMRAN et al. 2010, BASCH et al., 2013).

Imran et al.(2010) demostraram queo filme HPMCadicionado coma nisina
(10*1U) como agente antimicrobianofoi eficiente no controlede patogénicos de origem
alimentar L. monocytogenese S.Aureus, quando testado emum ensaio de disco-
difusdo, apresentando halo de inibicdo de 1,40 = 0,10 e 1,40 = 0,02,
respectivamente.

Em outro estudo Imran et al. (2014) produziram fiime de HPMC, QT,
caseinato de sodio e PLA incorporado com 1mg-mL™"(0,137-mg nisina/cm™ de filme)
e verificaram que os filmes produzidos apresentaram atividade antimicrobiana sobre
as bactérias Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. O fiime de HPMC,
QT, caseinato de sadio e PLA com a nisina apresentaram halo de inibicdo de 1,80 %
0,05, 2,00 £ 0,10, 1,75 £ 0,05, 1,05 £ 0.05 para Listeria e 1,50 + 0,10, 1,5 + 0,10,
1,40 £ 0,10 e 1,00 £ 0,05 para S.aureus, respectivamente. De acordo com os
autoresos filmes apresentaram potencial para aumentar o prazo de validade
dosprodutos alimentares.

Cao-Hoang et al. (2010) produziram filme ativo antimicrobiano de caseinato
de sodio incorporado com nisina (1000 Ul-cm?) e avaliaram a atividade
antimicrobiana in vitro do filme sobre a bactéria Listeria innocua e observaram halo
de inibicdo de 1,3 cm em torno do filme. Este mesmo filme foi utilizado para controlar
a contaminacao de Listeria, inoculada em queijo. O filme ativo foi capaz de reduzir
1,1 log UFC-g”" na contagem de Listeria apds uma semana de armazenamento a
4°C, quando comparado ao filme sem nisina.De acordo com os autores, o filme ativo
produzido foi promissor para superar problemas associados a contaminagao pos-
processo estendendo a vida de prateleira e, possivelmente, aumentando a

seguranga microbiana de queijos.
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A incorporagao de nisina nas concentragdes de 1,5 e 10% (m/m) no filme de
MC apresentou resultados satisfatérios quanto a inibicdo de Staphylococcus sp. e
Listeria monocytogenes. O Filme antimicrobiano incorporado com nisina, mediante
os resultados obtidos, apresentou potencial de aplicagdo como embalagem ativa
antimicrobiana para o acondicionamento de alimentos contaminantes com as
bactérias em estudo, estendendo assim a vida de prateleira e assegurando a

seguranca alimentar.

3.2.4. Propriedades mecanicas

Oefeito do aumento da concentragao de, nisina, nas propriedades mecanicas
do filme de MC pode ser explicado pela analise de regresséo por meio da equagéao
ajustada que explica a variagdo de y em funcado das diferentes concentragdes de
nisina avaliadas. De acordo com a regressao, o aumento da concentragao de nisina
promoveu decréscimo na resisténcia a tragdo e no modulo de elasticidade do filme
(Figuras 26 e 28) de forma significativa (p<0,05),enquanto o alongamento aumentou
de forma significativa (p<0,05) (Figura 27). Dessa forma,pode-se perceber que a
nisina, possivelmente, pode ter atuado como plastificante, afetando a formacéo da
rede do filme de metil celulose e, consequentemente, as propriedades mecanicas do

filme.
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Figura26: Efeito das nisina em diferentes concentragdes (0, 1, 5 e 10%) na resisténcia mecénica de
filme de MC, por anadlise de regressdo com a equagao ajustada.
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Figura 27: Efeito das nisina em diferentes concentragées (0, 1, 5 e 10%) no alongamento de fiime de
MC, por analise de regressdo com a equacgao ajustada.
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Figura 28:Efeito das nisina em diferentes concentrag¢des (0, 1, 5 e 10%) no médulo e elasticidade de
filme de MC, por analise de regress&o com a equacao ajustada.

Estudos relatam que, de forma geral, a adicdo de agentes antimicrobianos em
matrizes poliméricas (nisina, lisozima, sorbato de potassio, natamicina entre outros)
provoca perda da resisténcia mecanica do filme. Este efeito negativo pode estar
relacionado com a quebra da rede causada pela subsituicdo parcial de polimeros
pelo aditivo que cria descontinuidades dentro da matriz, resultando em filmes menos
resistentes (CHA et al., 2002; SEBTI et al., 2007; OLLE RESA et al., 2014).
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Os resultados estdo de acordo com as tendéncias observadas para a adigao
de nisina em polimeros, uma vez que a adicdo de nisina provocou uma diminuigao
na resisténcia a tracédo e no médulo de elasticidade de biopolimeros biodegradaveis.

Sebti et al. (2007) estudaram o efeito de nisina (250 yg mL™") na resisténcia a
tracao de filme de HPMC e observaramuma forte diminuicdo desta propriedade
variando de 60 MPa para 35 MPa. De acordo com os mesmos, os resultados
revelaram um efeito plastificante importante da nisina.

Pranoto et al., (2005) verificaram que o aumento da concentragdo de nisina
(51000 a 204000 Ul/g de quitosana) em filme de quitosana provocou a diminuigdo da
resisténcia a tragédo (37,03 a 13,58 MPa) enquanto aumentou o alongamento (3,45
para 30,72%) do filme de forma significativa (p<0,05).

Basch et al. (2013) produziram blendas de HPMC com amido, adicionados de
nisina (3000UI/mL) e observaram que a adigdo de nisina causou uma diminui¢cao da
tensdo na ruptura e do modulo de Young, cerca de 85% e 89%, respectivamente.
Sanjurjoet al. (2006) também observaram comportamento semelhante no estudode
filme comestivel de amido contendo nisina.

Bastarrachea et al. (2010) observaram que a incorporagao de 1000 a 5000
Ul/cm? em filme de PBAT promoveu uma reducdo de 30% a 50% no modulo de
elasticidade e de 29 a 40% na tensdo a ruptura. Os autores atribuiram este
comportamento a formagao de orificios e poros na pelicula adicionada com nisina,
ocasionando a falta de homogeinidade na estrutura do filme criando uma estrutura
mais fraca.

Ollé Resa et al. (2014)avaliaram o efeito da nisina (0,204 g/100 g de filme) na
propriedade mecanica de filme de amido e também verificaram que a adicdo de
antimicrobiano provocou diminuigdo da tensdo na ruptura, variando os valores de
1,647 a 0,153 MPa, e maior deformacgao na ruptura, aumentando o valores de 1,180
% para 2,752%, promovendo efeito de plastificante no filme.

De acordo com Flores et al.(2007), a incorporacdo de agentes
antimicrobianos pode interferir na matriz dos biopolimeros por meio do
desenvolvimento de pontes de hidrogénio entre as cadeias de biopolimeros e o
agente o antimicrobiano que substituiria as interagdes biopolimero-biopolimero e
inibiria a formacao de ligagdes de hidrogénio agua-biopolimero nas regides amorfas

da matriz.
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O efeito da nisina nas propriedades mecanicas pode estar também
relacionado ao fato de que quando a nisina, hidrofdbica, € incorporada na matriz de
MC, as moléculas da nisina tendem a formar aglomerados maiores na matriz do
filme, causando uma descontinuidade da rede, tornando o filme mais fragil,o que
pode ser percebido nas fotomicrografias apresentadas no presente trabalho.

De acordo com os resultados de estudos mecanicos, pode-se concluir que a
adicao de nisina de 10% a matriz de MC provocou uma diminui¢cao da resisténcia a
tracdo e do modulo da elasticidade em 31% e 25,7%, respectivamente, enquanto
aumentou o alongamento, ou seja, promoveu o0 enfraguecimento enquanto

aumentou a flexibilidade.
3.2.6. Taxa de permeabilidade ao vapor de agua

O efeito da concentracdo de nisina na taxa de permeabilidade ao vapor de
agua (TPVA) nos filmes metilcelulose pode ser explicado pela analise de regresséo
por meio da equacao ajustada que explica a variagdo de y em fungéo das diferentes
concentragbes de nisina avaliadas (Figura 29). De acordo com a regressdo o
aumento da concentragao de nisina promoveu aumento linear da TPVA dos filmes,

de forma significativa (p<0,05) .
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Figura 29: Efeito das nisina em diferentes concentragées (0, 1, 5 e 10%) na TPVA de fiime de MC,
por analise de regressao com a equagao ajustada.
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A adicdo de nisina a 10% (m/m) promoveu o aumento de 11,9% na taxa de
TPVA do filme de MC, diminuindo a barreira ao vapor de agua do filme. Este
resultado pode ser consequéncia da maior ruptura da matriz do biopolimero
produzido pela adicdo de nisina devido a formacdo de aglomerados nas
concentracdes de 5 e 10%, como foi comprovada na microscopia de MEV e MFA
levando a formagdo de uma matriz menos organizada, com presenga de poros, uma
vez que a nisina pode estar situada entre as camada da matriz, favorecendo a
difusdo de agua. Segundo Khwaldia et al. (2005), o aumento significativo da TPVA
dos biopolimeros com a incorporagao de agentes antimicrobianos esta relacionado a
re-estruturagdo da matriz polimérica.

Basch et al. (2013) observaram que a incorporagao de nisina (3,000 Ul/mL)
promoveu aumento significativo (p<0,05) em torno de 21% na TPVA de filmes de
amido com HPMC. Sebti et al. (2007) produziram filme de HPMC adicionado de
nisina (250 g'mL™") e também identificaram que a nisina proporcionou um aumento
significativo (p<0,05) na TPVA de 4,9 + 0.2 2 9.6 + 0,4 (g'm-> 24 h Pa™' m) x 10°. Os
autores atribuiram este comportamento a maior ruptura que a nisina provoca na
matriz polimérica, provavelmente, devido a formacdo de poros dilatados,
favorecendo a difusdo da agua.

Mei et al. (2013) avaliaram a influéncia da adi¢cao de nisina (10.0000 Ul/g) em
blenda de amido com quitosana e notaram que os filmes incorporados com nisina
aumentaram drasticamente aTPVA quando comparado com o controle. A nisina &
um polipeptideo que, adicionada a solucédo formadora de pelicula, pode diminuir as
interagdes intermoleculares e aumentar a repulsdo eletrostatica entre nisina e
componentes da matriz e, assim, aumentar a TPVA do filme.

Em contraste, Imran et al. (2010) avaliaram o efeito da adigdo de nisina (1000
Ul/mL) em filme de HPMC na propriedade de barreira ao vapor de agua e
verificaram que a nisina, na concentragdo avaliada, nao interferiu de forma
significativa na TPVA. Resa et al. (2014) observaram o mesmo comportamento, ou
seja, a nisina (0,204 g/100 g), nao interferiu de forma significativa na propriedade de
barreira do filme de amido. Apesar disso, os valores médios da TPVA nos dois
trabalhos foram superiores para os filmes incorporados com nisina quando

comparado ao controle, indicando uma tendéncia no aumento da TPVA.
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As concentragbes elevadas de nisina no polimero tendem a diminuir a
popriedade de barreira do filme de metil celulose, o que torna importante encontrar
alternativas para minimizar o efeito da nisina na propriedade de barreira do filme de
forma a obter um filme com boa capacidade antimicrobiana, sem comprometimento

de suas caracteristicas de barreira.

3.2.7. Microscopia Eletréonica de Varredura

Observando a micrografia do filme de MC, perecebeu-se a presenga de
granulos brancos na superficie do filme indicando a presenga de resina polimérica
que nao foi completamente solubilizada e este fato esta relacionado ao processo de
poducao do filme. Apesar disso, o filme de MC apresentou-se compacto, sem
presenca de poros e fissuras, como pode ser verificado na imagem do corte
transversal do filme de MC. O filme adicionado de 1% de nisina, apresentou
micrografia similar ao filme de MC (Figura 30 A e B).

Avaliando-se as imagens de superficie obtidas no microscépio eletrbnico de
varredura dos filmes de MC incorporado com nisina em concentra¢des de 5 e 10%,
observou-se que a nisina apresentou baixa solubilidade na matriz, apresentando
particulas grandes na superficie do filme, indicado uma distribuicdo heterogénea da
nisina na superficie do filme como pode ser percebido na Figura 30. Este ocorrido
pode estar relacionado a caracteristica hidrofébica da nisina e ao pH (4,6) utilizado
para tentar facilitar a solubilizagdo da nisina no polimero

A presenca da nisina sobre a superficie revela uma interagao fraca entre o
antimicrobiano e a matriz polimérica que pode comprometer a integridade da
superficie microscopica. Também foi possivel observar, por meio do corte
transversal, a presenca da nisina no interior do polimero se situando entre as
cadeias, podendo aumentar o espagamento entre elas. Esta observacdo esta
correlacionada as propriedades de barreira e de tragdo. A formacdo de agregados
pode enfraquecer a matriz polimérica, aumentando a taxa de permeabilidade ao
vapor de agua e diminuindo a resisténcia a tragao do filme de MC.

Bastarracheaet.al. (2010) observaram, por meio da MEV, que adi¢ao de
nisina em filme de PBAT provocou modificacdo da superficie do filme devido a
formacdo de aglomerados de nisina que levou a formacédo de poros na matriz
polimérica, influénciando nas propriedades mecénica e de barreira do filme
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produzido conforme identificado pela MFA. De acordo com Linssenet. al. (2003), a
separagao das cadeias do polimero pode levar a formagado dos poros numa matriz

polimérica.
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Figura 30: Filmes de MC incorporados com nisina: 0% (A); 1% (B); 5% (C) e10% (D) (superficie) e
0% (E); 1% (F); 5% (G) e10% (H) (corte transversal) (1000 X).
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Santiago et al.(2009) verificaram que adi¢cao de pediocina (bacteriocina) em
filme de acetato de celulose provocou modificacdo na superficie do filme de acetato
tornando a superficie do filme mais aspera devido a baixa solubilidade da pediocina
no filme, assim como observado no presente trabalho.

Ja Imran,et. al. (2013) produziram filmes de HPMC, quitosana, caseinato de
sédio e PLA adicionado de nisina (1mg-ml”, correspondente a 0,137 mg-cm™ de
area do filme) que se apresentou distribuida de forma homogénea e boa
solubilizacdo na matriz polimérica, apesar de, no filme de HPMC, apresentar
pequenos agregados de nisina. O que pode estar relacionado a concentragdo de
nisina adicionada que € inferior a dosagem utilizada no presente trabalho.

Quanto maior a concentragédo de nisina maior foi a presengca de grandes
particulas de nisina tanto na superficie quanto no interior do polimero, interferindo

signicativamente (p<0,05) nas propriedades mecanicas e barreira do filme.
3.2.8. Microscopia de Forca Atomica

Percebeu o aparecimento de regides mais claras nos filme adicionados com
nisina, devido a presenca de nisina aglomerada na superficie do filme indicando
baixa miscibilidade na matriz polimérica (Figura 31).0 mesmo comportamento foi

comprovado pela analise de MEV (Figura 30).

Figura 31:Fotomicrografias em 2Ddos filme de MC incorporados”com 0%,1%, 5% e 10% de
nisina.(10 x 10 ym).
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No filme com 10% de nisina houve aparecimento de “buracos” denominados
por alguns autores como “crateras” (Espitia et al., 2013) quando comparado ao filme
de MC (Figura 32).

Figura 32: Fotomicrografias em 3D do filme de MC (A) e filmes de MC adicionado de nisina a10% (B)
(2 x 2 um).

Espitia et al. (2013) verificaram que a adicao de 50% de pediocina, em filme
de metil celulose levou a formacao de poros na superficie do filme. De acordo com
Espinoza-Herrera et al. (2011), a formagdo dos poros na matriz polimérica é
provavelmente devido a menor transferéncia de massa durante a evaporagdao do
solvente levando a uma secagem mais lenta.

Observou-se que adigao de nisina provocou um aumento na rugosidade dos
filmes (Tabela 8). Outros ja estudos indicaram que a nisina provoca alteracdo na
rugosidade da superficie de polimeros. Ollé Resa et al. (2014) observaram este
comportamento em filme de amido. La Storia et al. (2008) também observaramum
aumento consideravel na rugosidade na superficie de filmes de polietileno com a

presenca de nisina.

Tabela 8: Rugosidade (Ra) dos filmes de MC incorporados com 0%, 1%, 5% e 10% de
nisina. (2x2 pm).

Filme de MC

incorporado

com NS (%) Ra (nm)
0 0,74
1 1,26
5 2,3
10 12,87
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A nisina alterou a integridade da superficie do filme de metil celulose, levando
a um aumento na rugosidade da superficie e na formacdo de poro, esta
caracteristica esta relacionada com as propriedades mecanicas e de barreira
conforme ja discutida no item de avaliagcdo de propriedades mecénicas e taxa de

permeabilidade ao vapor de agua de filme de MC incorporado com nisina.
3.2.9. Propriedades o6pticas

A avaliagdo da cor de filmes é uma caracteristica importante ja que, no
momento da aquisicdo, os consumidores sdo atraidos pela aparéncia externa do
alimento. A Tabela 9 apresenta os parametros de cor. Observou-se que com a
adicao de nisina (5 e 10% m/m) no filme de MC houve aumento significativo (p<0,05)
nos parametros b*, indice de amarelamento e transmitadncia quando comparado ao
filme de MC sem adi¢do de nisina. Ja a concentragcdo de 1%(m/m) de nisina n&o
influenciou em nenhum dos parametros avaliados. Esse fenbmeno pode ser
atribuido a propria cor do agente antimicrobiano incorporado ao filme, ja que a nisina
apresenta coloragao tendendo ao amarelo.

Flores et al. (2010) relataram que a adi¢cao de nisina em filmes fabricados a
partir de amido de tapioca provocou aumento no valor de b* de 4 a 12 unidades, e
diminuiu o valor de L* de 86 para 79 quando comparado ao filme sem conservante.
Porém, no presente trabalho, a nisina ndo provocou alteragdo na luminosidade dos
filmes. Baschet al. (2013) também observaram que a adicdo de nisina provoca
alteracao no parametro b* do filme de amido.

Ollé Resa et al.(2014) observaram que adi¢ao de nisina também proporcionou
aumento significativo (p<0,05) no valor dos parametros b* e YI de 2,94 para 7,36 e
de 5,04 para 13,85, respectivamente. Portanto, os resultados encontrados no
presente estudo estdo de acordo com os dos estudos relatados sobre a influéncia da
adicao de nisina em filmes.

Sivarooban et al. (2008) avaliaram o efeito da adi¢édo de nisina (10000 IU/g)
em filme obtido de proteina de soja. A adigdo de nisina nao influenciou na cor do
filme, ndo sendo identificada diferencga significativa (p<0,05) entre os parametros L*,

a*, b* quando comparado ao filme sem antimicrobiano. Isto sugere que a influéncia
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na coloragdo do filmes pela adicdo de nisina também esta relacionado a

concentracao utilizada.

Tabela 9:Valores médios das coordenadas cor L*e b* e valores médios de indice de
amarelamento (Yl E313) e transparéncia dos filmes de metil celulose (MC) incorporados
com nisina nas concentracdes de 0, 1, 5 e 10%.

Filme com Parametros de cor Transmitancia
Nisina (% ) L* b* Yl (500 nm)
0 93,09+0,62a 1,06+0,02a 1,19+0,06a 90,32+0,87 a
1 93,04 +1,31a 1,23+20,25a 1,34+0,06a 90,34 £0,34 a
5 93,70+£0,11a 1,69+x0,17b 2,53+0,30b 84,11+0,98b
10 93,16 £ 0,26 a 2,40+0,25b 4,55+0,23b 71,43+2,74b

*Médias seguidas de mesmas letras na mesma coluna nzo diferem do controle pelo teste de Dunnet ao nivel de
5% de significancia.

A adig¢ao de nisina (5 e 10%) diminuiu a transparéncia do filme de 90,32 para
84,11e de 90,33 para 71,43, respectivamente, quando comparado ao filme de MC,de
forma significativa (p<0,05). A diminuicdo da transparéncia pode ser atribuida a
concentracdo de nisina adicionada ao filme e pode estar relacionada com a baixa
miscibilidade da nisina na matriz de MC e, que devido a formacao de aglomerados
diminui a passagem de luz pelo filme.Imran et al., (2010) também verificou que a
adicdo de nisina provocou reducido na transparéncia do fiilme de HPMC de forma

significativa (p<0,05).

33. FILME DE METIL CELULOSE INCORPORADO COM
NANOPARTICULA DE QUITOSANA E NISINA

3.3.1. Desenvolvimento do filme

Baseado nos resultados obtidos no item 3.1. e 3.2 deste capitulo, o melhor
tratamento do filme de MC incorporado com NPQ (5% m/m) e filme incorporado com
nisina(10%) foram selecionados com a finalidade de obter um filme ativo
antimicrobiano reforcado com NPQ. Apesar do filme de MC com 10% de nisina ter
apresentado melhor atividade antimicrobiana sobre Listeria e S.aureus, 0 mesmo
influenciou negativamente nas propriedades mecanicas e de barreira do filme de
MC.

74



Para a avaliagdo do efeito em conjunto, os filme com NPQ (5%) e NS (10%)
foram comparados ao filme de MC sem aditivo,ao filme de MC com NPQ a 5% e ao
filme de MC com NS a 10%.

O filme com a mistura apresentou-se similar ao filme com 10% de nisina,
sendo possivel perceber visualmente a presencga da nisina, indicando que a nisina

apresentou maior relevancia na apresentagéo do filme (Figura 33).

Figura 33: Filmes produzidos: MC (A), MC incorporado com 5% de NPQ (B), MC com 10% de
nisina(C) e MC com 5% de NPQ e 10% de nisina(D).

3.3.1. Espessura

A mistura de 5% de NPQ e 10% de nisina provocou aumento no valor médio
na espessura dos filmes de MC, 51,7 £ 15 ym. No entanto, nao diferiu dos demais

tratamentos pelo teste de Tukey (p>0,05).

3.3.2. Avaliagao da atividade antimicrobiana dos filmes adicionado com
NPQ e Nisina

De acordo com a Tabela 10verificou-se que o filme adicionado com a mistura
de NPQ (5%) e NS (10%) apresentou aumento no valor médio do didmetro do halo
de 1,57 para 1,7 e 1,8 para 2,14 cm, para Listeria e S. aureus, respectivamente,
quando comparado ao filme de MC com 10% de nisina. No entanto,a misturanao
diferiu de forma significativa (P<0,05) do filme de MC com 10% de nisina, indicando
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que nao houve efeito sinérgico entre a nisina e NPQ na agéo antimicrobiana (Figura
34 e 35).

Tabela 10: Diametro médio dos halos de inibigdo para Listeria e S.aureus.

Didmetro (cm)

Tratamentos
Listeria S.aureus
MC 0,00+£0,00a 0,00£0,00 a
MC com 5% de NPQ 0,00+0,00a 0,00+£0,00 a
MC com 10% de NS 1,85+0,34b 1,70+£0,24 b

MC com 5% de NPQ e 10% de NS 1,86 +0,44b 1,73+0,44b

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de tukey (p >0,05).

Figura 34: Formagéo de halos de inibicdo de Listeria monocytogenes pelos filmes de MC (A);MC
incorporado com 5% de NPQ (B); MC com 10% de nisina (C) e MC com 5% de NPQ e 10% de nisina
%(D).
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Figura 35: Formacado de halos de inibicdo de Staphylococcus aureus pelos filmes de MC (A);MC
incorporado com 5% de NPQ (B); MC com 10% de nisina (C) e MC com 5% de NPQ e 10% de nisina
%(D).

Verificou-se que o filme de MC com 5% de NPQ ndo apresentou atividade
antimicrobiana sobre as bactérias analisadas. Sendo assim a atividade
antimicrobiana do filme MC com 5% de NPQ e 10% de nisina foi atribuida a

atividade antimicrobiana da nisina.
3.3.3. Propriedades mecanicas e TPVA

O filme de MC produzido com a mistura de 5 % de NPQ e 10% de nisina nao
diferiu do filme de MC, significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey quanto a
resisténcia mecanica e ao modulo de elasticidade e a alongamento. Os resultados
indicaram que a resisténcia mecanica do filme com a mistura foi inferior ao filme de
MC e ao filme com 5% de NPQ, enquanto apresentou melhoria em relagéo ao filme
com 10% de nisina indicando que a NPQ influenciou no aumento desta propriedade
no filme com NPQ e NIS. No entanto, percebe-se que os valores de resisténcia a
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tracdo do filme com a mistura foram inferiores a resisténcia a tracdo do filme de MC
com NPQ, sugerindo que a nisina teve maior influéncia sobre a propriedade

mecanica do filme do que a NPQ (Tabela 11).

Tabela 11:Propriedades fisico-mecanicas (resisténcia a tracdo, alongamento e médulo de
elasticidade e TPVA) do filme MC filme de MC incorporados com NPQ a 5%, MC com nisina
a 10% e filme de MC com NPQ 5% e NS10%.

Resisténcia a Alongamento Médulo de 2 4. -
Filmes = o Elasticidade TPVA (gm™dia™)
tracédo (MPa) (%)
(MPa)

MC 57,34 +5,88a 1504+2,83a 2168,90+128,18a 139,48+8,03a

MC com5% de NPQ 74,67 +4,40b 9,15+3,73b 2482,17 £118,70b 123,80 + 8,20ab
MC com 10% de NS 39,50 +7,25 ¢ 20,54 +252¢c 1610,79+192,25¢c 156,13+13,60c
MCoom e NPQ  5842+381a  1460+244a 2077,97+11840a 147,12£1074b

e ()

*Letras iguais em uma mesma coluna nao diferem entre si (p20,05) pelo teste de Tukey.

O mesmo comportamento foi verificado para a propriedade de barreira do
filme. O filme com a mistura de NPQ e NIS nao diferiu do filme de MC e apresentou

taxa de permeabilidade menor do que o filme com 10% de NS (Tabela 11).

3.3.4. Microscopia Eletronica de Varredura e Forga atébmica

De acordo com as imagens obtidas observou-se que a superficie dos filmes
com a mistura de NIS 10% e NPQ 5%e o fiime de MC com 10% de nisina
apresentaram-se similares, com presenca de nisina na superficie, indicando que a
nisina também apresentou baixa solubilidade nos fiime de MC quando misturado
com 5% de NPQ (Figura 36).A presenca da nisina sobre a superficie revela uma
interacao fraca entre o antimicrobiano e a matriz polimérica o que pode comprometer
a integridade da superficie microscopica.

Na avaliagdao do corte transversal dos filmes (Figura 36, E-H) também se
verificou a presenga da nisina distribuida no interior do filme com a mistura (NPQ e
NS) situando-se entre as camadas da matriz, assim como nos filmes de MC com
10% de NIS. Entretanto a imagem indica que a nisina apresentou-se menos
aglomerada no interior do polimero, apresentando melhor distribuicdo, podendo
indicar que as NPs proporcionaram maior estabilidade da nisina no interior do

polimero, evitando a formacdo de grandes aglomerados de nisina que pode estar
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relacionada a melhoria na resisténcia mecanica e de barreira obtida relagao ao filme
com NIS 10%.

ENT = 1500kV WD= 10mm
Mag= 1.00KX Signal A = SE1

EMT = 1500 kv WD= 11mm " ENT » 1500 WV WOD= 14mm
Mag= 100KX  SonslA=SEl — Mage 100KX  SwnelA=SEl

-

EMT = 15,00k WD= 10 mm J ENT = 15,00V WO = 13mm G
Mag= 100KX  SonalA=SEl c Mag= 100Kx  SenwA=SEl |

ENT=1500k/  WD= 10mm g ENT=1500k/  WD= 14mm
Mag= 100KX  SomA=SEl H Mag= 100KX  SowlA=SEl

Figura 36: Fotomicrografias do Filmes de MC (A); MC incorporado com 5% de NPQ (B); MC com
10% NS (C) e MC com 5% de NPQ e 10% de NS (D) (superficie) e filmes de MC (E); MC incorporado
com 5% de NPQ (F); MC com 10% NS (G) e MC com 5% de NPQ e 10% de NS (H) (corte
transversal). (1000X).
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Verificou-se que no filme com a mistura de NPQ e NS nao houve presenca de
NPQ aglomeradas, sugerindo que as mesmas estdo distribuidas no interior do
polimero, podendo indicar que a nisina nao desestabilizou as NPQ no polimero. No
entanto, a influéncia nas propriedades mecanica e de barreira do filme foi maior do
que a das NPQ, o que esta relacionado com a baixa miscibilidade da nisina no
polimero.

A analise por MFA (Figura 37) confirma a descrigdo obtida por MEV na qual, o
filme com a mistura de NS e NPQ revelou topografia bem similar ao filme com nisina
10% e apresentando-se bem diferente do filme de MC e filme de MC com 5% de
NPQ. Tal fenbmeno sugere que o aumento no valor médio de resisténcia mecanica
e diminuigéo no valor de TPVA do filme ativo com a mistura de 10% de nisina 5% de
NPQ quando comparado ao filme ativo com nisina a 10% foi proporcionado pela
forma com que as NPQs estdo distribuidas no interior do polimero e como esta

influencia na distribuicdo da nisina no interir da matriz.

Figura 37:Topografia em 2D dos filmes MC (A), e filme de MC incorporado com 5% de NPQ (B), filme
de MC com 10% de NS(C) e MC com 5% de NPQ e10% e NS (D) (10 x 10 ym).
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3.3.5. Propriedades o6pticas

O filme produzido com a mistura NS e NPQ proporcionou diferenca
significativa (p< 0,05) no valor de b* e no indice de amarelamento (YI) quando
comparados aos demais tratamentos indicando um efeito conjunto dos aditivos
adicionados, uma vez que tanto a nisina quanto a quitosana apresentam cor natural
tendendo ao amarelo. O filme com a mistura de NPQ e NS apresentou o dobro do
valor da coordenada b* quando comparado ao filme de MC com cada aditivo

separadamente.

Tabela 12:Valores médios das coordenadas cor L*e b* e valores médios de indice de
amarelamento (Y| E313)e transparéncia dos filmes de metil celulose (MC), MC incorporado
com 5% de NPQ, MC com 10% de NS e MC com 5% de NPQ e 10% de NS.

Parametros de cor Transmitancia
Tratamentos 500
L* b* M (500 nm)
MC 93,09+£062a 1,07+£0,02a 1,16+£0,04 a 89,32+ 0,87 a
MC com 5% de NPQ 93,21+ 0,36a 2,06+0,11a 3,26+0,18b 89,89+0,18 a
MC com 10% de NS 93,16 £0,26a 2,40+£0,25a 4,55+0,25¢ 71,43£2,70b

MC com 5% de NPQ e 10% de NS 92,61 +0,38a 4,83+2,39b 6,17+0,92d 71,64+£222b

*Médias seguidas de mesmas letras na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.

Quanto a transmitancia, observou-se que o filme com a mistura (NPQ+NS),
nao diferiu significativamente (p<0,05) do filme ativo com 10% de nisina,
apresentando uma reducédo na transparéncia do filme, indicando que as NPs nao
interferiram na transparéncia deste filme, sendo entdo o efeito da nisina mais

relevante nas propriedades de transparéncia do filme.
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4. CONCLUSAO

O filme bio-nanocompdsito de metil celulose com nanoparticulas de quitosana
foi produzido com sucesso.

A imagem de MFA revelou que as NPQ apresentaram tamanho do didametro
variando de 100 a 200 nm na superficie do filme.

O aumento da concentracdo de NPQ no filme MC proporcionou melhoria na
sua barreira ao vapor de agua, bem comoa resisténcia a tragdo e modulo de
elasticidade. O estudo indicou que a adicao de 5% de NPQ foi a concentragao que
obteve melhor efeito nas propriedades fisico mecanicas do fiime de MC.

Desta forma, o estudo de nanoparticulas de quitosana pode melhorar a
funcionalidade de biopolimeros biodegradaveis para aplicagbes em alimentos.

O filme ativo antimicrobiano incorporado com 1, 5 e 10% de nisina
apresentaram atividade in vitro sobre S. aureus e Listeria, sendo que a adigao de
10% de nisina apresentou maior atividade antimicrobiana, apresentando-se como
uma boa opgao como embalagem ativa para alimentos.

As imagens de MEV e MFA demonstraram que a nisina apresentou baixa
miscibilidade no polimero de MC apresentando tamanho macroscépico na superficie
do filme.

Observou-se que o aumento da concentragdo de nisina no fiime de MC
melhorou significativamente a capacidade de estiramento do filme, mas alterou de
forma adversa a resisténcia a tragao e permeabilidade do polimero.

O filme de MC produzido com 10% de nisina e 5% de NPQ apresentou
resisténcia a tragcao e TPVA inferiores ao filme de MC com NPQ a 5%. No entanto
apresentaram melhoria destas propriedades quando comparado ao filme ativo
somente com 10% nisina e ndo apresentaram diferenga em relagéo ao filme de MC.
Assim, a adicdo conjunta de NPQ (5%) e nisina (10%) proporcionou melhoria no
filme ativo.

O filme nanocompdsito ativo produzido apresentou atividade antimicrobiana in
vitro sobre S. aureus e Listeria. Desta formao referido filme apresentou-se promissor
para estender a vida de prateleira e assegurar a seguranga microbiana dos

alimentos.
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CONCLUSOES GERAIS

As nanoparticulas de quitosana foram produzidas pelo método de gelificagédo
ibnica com sucesso.

A melhor razdo de massa de QT:TPP que proporcionou o menor tamanho do
diametro das NPQ foi a de 3:1, utilizando concentragdo de QT a 2 mg'mL"e TPP a
1mg-mL™, obtendo tamanho médio de 284,7 + 24,3 nm e valor do potencial zeta com
carga positiva de 36,3 + 3,6 mV.

As micrografias de MFA indicaram que as NPs apresentam forma esférica. e
tamanho médio variando de 40 a 80 nm e altura cerca de 20 a 30 nm

As nanoparticulas apresentaram atividade antimicrobiana superior a atividade
da quitosana sobre S.aureus e E.coli.

O filme bio-nanocompdsito de metil celulose com nanoparticulas de quitosana
foi produzido com sucesso.

A imagem de MFA revelou que as NPQ apresentaram tamanho do didametro
variando de 100 a 200 nm na superficie do filme, confirmando a producéo do filme
nanocompaésito.

O aumento da concentragdo de NPQ no filme MC proporcionou melhoria na
sua barreira ao vapor de agua, bem como a resisténcia a tragdo e no modulo de
elasticidade. O estudo indicou que a adi¢cao de 5% de NPQ foi a concentragao que
obteve melhor efeito nas propriedades fisico mecanicas do filme de MC.

O filme de MC com 10% de nisina apresentou maior atividade antimicrobiana
atividade in vitro sobre S. aureus e Listeria.

Observou-se que o aumento da concentragdao de nisina no filme de MC
melhorou significativamente a capacidade de estiramento do filme, mas alterou de
forma adversa a resisténcia a tragao e permeabilidade do polimero.

O filme de MC produzido com 10% de nisina e 5% de NPQ apresentou
resisténcia a tragcdo e TPVA inferiores ao filme MC com NPQ a 5%. No entanto,
apresentaram melhoria destas propriedades quando comparado ao filme ativo
somente com 10% de nisina. Assim, a adigdo conjunta de NPQ (5%) e de nisina
(10%) proporcionou melhoria no filme ativo. Desta forma apresentou-se promissor
para estender a vida de prateleira e assegurar a seguranga microbiana dos

alimentos.
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O estudo demonstrou que as NPQ produzidas apresentaram aplicagcdo na
melhoria das propriedades fisico-mecéanicas do filme de metilcelulose, revelando ser
promissoras para aplicagdo em outros tipos de matérias poliméricos biodegradaveis
de fonte renovavel.

Conclui-se, portanto, que os filmes bionanocompdsito ativo produzidos
apresentam potencial para estender a vida de prateleira dos alimentos e sugere-se,

em estudos futuros a aplicagdo do mesmo.
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