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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia da quitosana nas
propriedades mecénicas e de barreira da blenda polimérica amido/quitosana/fibra de
cana-de-acgucar, bem como na atividade antimicrobiana destes filmes contra E. coli. Os
filmes foram preparados pela técnica de “casting” e produzidos a partir de uma solugéo
de 3% de amido, com adigdo de 15g de fibra/100g de amido e 0,25¢g; 0,59 e 1,0g de
quitosana/100g solucdo filmogénica, empregando glicerol como plastificante. Os filmes
foram caracterizados quanto a espessura, propriedades mecanicas, permeabilidade ao
vapor de dgua (PVA) e isotermas de sor¢do. A adicdo de quitosana a blenda amido/fibra
de cana-de-acUcar melhorou as propriedades mecanicas dos filmes, entretanto, nédo
melhorou as propriedades de barreira, tornando inviavel a aplicagdo dos filmes em
massas de pastel. O teste do halo confirmou a atividade antimicrobiana da quitosana,
visto que a Escherichia coli se mostrou sensivel frente a todas as concentracdes da

quitosana empregada nos filmes.

PALAVRAS-CHAVE: biofilme, amido de mandioca, fibra de cana-de-agucar,

quitosana

ABSTRACT: The aim of this work was to verify the influence of chitosan on the
mechanical and barrier properties of the polymeric blends of starch/chitosan/sugarcane
fiber, as well as on the antimicrobial activity of these films against Escherichia coli.
The films were prepared by the casting technique and produced from a solution of 3%
starch, with addition of 15g of fiber / 100g of starch and 0.25g; 0.5g and 1.0g
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chitosan/100g film-forming solution, using glycerol as plasticize. The films were
characterized in terms of thickness, mechanical properties, water vapor permeability
(WVP) and sorption isotherms. The addition of chitosan to the starch/sugar cane fiber
improved the mechanical properties of the films, however, it did not improve the barrier
properties, making it impossible to apply the films inpastry. The halo test confirmed the
antimicrobial activity of chitosan, showing the sensitivity of Escherichia coli to all

concentrations of chitosan used in the films.

KEYWORDS: biofilms, cassava starch, sugarcane fiber, chitosan

1. Introducéo

O desenvolvimento de embalagens biodegradaveis compostas de polimeros naturais e
blendas poliméricas com polimeros biodegradaveis, aplicados na agricultura e em
embalagens alimenticias tem sido atualmente o foco de estudo de varios pesquisadores
(BILCK; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010; BRANDELERO et al., 2010; SHIRAY
etal., 2013).

Devido a atrativa combinacdo de preco e desempenho, o amido é considerado um dos
mais promissores para futuros materiais. Também conhecido como fécula de mandioca
ou polvilho doce, o amido de mandioca € utilizado na elaboracdo de materiais
biodegradaveis. E necessario que a estrutura granular do amido seja destruida para que
se obtenha uma embalagem termoplastica a base deste polissacarideo, o que da origem a
uma matriz polimérica homogénea e sobretudo amorfa. Os processos de casting e
extrusdo sdo 0s mais utilizados para a producdo destas embalagens (MALI et. al.,
2010a; MACHADO et al., 2014; SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, YAMASHITA,
2010Db).

O emprego de filmes produzidos exclusivamente de amido é limitado, devido a algumas
restricdes de desempenho como baixa resisténcia mecanica e alta hidrofilicidade em
ambientes com elevada umidade relativa. Estes fatores conduzem a obtencdo de
materiais quebradicos e higroscopicos. Esta limitagcdo, entretanto, pode ser superada

pelo emprego de fibras naturais, de origem vegetal, proveniente de residuos da



agroindustria, as quais sao utilizadas como materiais de reforco de matrizes poliméricas
de amido. Esta adi¢do leva a formacdo de compositos poliméricos que apresentam
melhores propriedades mecanicas e maiores resisténcia a umidade, além de diminuir os
custos e aumentar a biodegradabilidade (DEBIAGI et al., 2012; SOUZA; SILVA;
DRUZIAN, 2012).

Também com a finalidade de melhorar as propriedades fisicas e funcionais de filmes de
amido, blendas com outros biopolimeros ou compostos antimicrobianos tem sido
proposto. A quitosana, um biopolimero obtido pela desacetilagdo da quitina, devido as
suas caracteristicas bioldgicas Unicas, incluindo biodegradabilidade e ndo toxicidade
tem apresentado vérias aplicacbes seja sozinha ou em blendas com outros produtos
naturais (amido, gelatina, alginatos) (KONG et al., 2010). E um polissacarideo
catidnico, com uma excelente habilidade de formar filmes, além de possuir um grande
potencial como material de embalagem antimicrobiano devido a sua atividade
antimicrobiana e ndo toxicidade (SANCHEZ-GONZALES et al., 2010; LIU et al.,
2004). De acordo com Silva, Santos e Ferreira. (2006), “dentre as inimeras
caracteristicas que distinguem quitina e quitosana dos demais polissacarideos destaca-se

a atividade antimicrobiana.

As embalagens ativas tém sido utilizadas em uma variedade de produtos, como paes,
biscoitos, bolos, pizzas, massas frescas, queijos, carnes, frutas, entre outros. As
caracteristicas como boa aparéncia, preparo rapido e sabor agradavel sdo fatores que
tém proporcionado as massas frescas uma aceitacdo cada vez maior no mercado,
passando a fazer parte do héabito alimentar, havendo, consequentemente, uma tendéncia
a modernizacdo do setor. Esse tipo de produto apresenta alta perecibilidade, havendo a
necessidade de adi¢do de conservadores para inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos e deteriorantes. A embalagem antimicrobiana é uma forma promissora de
embalagem ativa (BERTAN, 2008; MORAES et. al, 2011).

Em trabalho anterior realizado por este grupo de pesquisa, filmes produzidos de amido
de mandioca, plastificados com glicerol e com a adicdo de 15% fibras de cana de agUcar
(F15) levaram & formacdo de compdsitos poliméricos que, embora tenham perdido
resisténcia a tracdo, apresentaram boas propriedades de barreira. Contudo, ensaios em
massa de pastel indicaram que os filmes ainda se apresentavam bastantes higroscopicos
para serem empregados como embalagem ativa. VVasconez et al (2009) observaram que
a adicdo de quitosana reduziu a permeabilidade ao vapor de &gua e a solubilidade de

filmes de amido. Assim, com a finalidade de se obter filmes com melhores propriedades



fisicas e funcionais, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia da quitosana nas
propriedades mecénicas e de barreira da blenda polimérica amido/quitosana/fibra de

cana-de-agucar, bem como na atividade antimicrobiana destes filmes contra E. coli.

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

O bagaco de cana-de-acucar foi obtido de uma Usina da regido de Assis. O amido de
mandioca foi gentilmente cedido pela Tereos Syral (Brasil). O glicerol e a quitosana
foram adquiridos da Dinamica e Sigma, respectivamente. A goma guar foi obtida no

comércio da regido.

2.2. Preparo do bagaco de cana-de-agucar

Inicialmente, foi feita a limpeza de 2,0 Kg do bagaco de cana-de-agucar, em que foram
retirados os pedacos maiores e as sujidades, restando ao final 1,60 Kg do bagaco em
fragmentos menores. Em seguida, este bagaco foi dividido em fracdes de 50 g. Cada
fracdo de 50 g foi adicionada em um Becker de 2.000 mL com 1500 mL de &gua
destilada. A mistura foi aquecida a 70 °C e mantidas nesta temperatura por 3 horas sob
agitacdo mecanica constante de 1.000 rpm, trocando a agua a cada hora. Em seguida a
mistura foi filtrada e as fracbes foram secas em estufa de circulacdo de ar (Marconi-
MAO035) a 60 °C por 48 horas. Depois as fibras foram trituradas em processador. Apos a
moagem as fibras foram passadas em peneira de 60 mesh e depois em outra peneira de

100 mesh, obtendo-se fibras com um tamanho aproximado de 0,149 milimetros.

2.3 Preparagdo dos biofilmes de fecula de mandioca/quitosana reforgados com
fibra de cana-de-agucar por casting

Os filmes foram produzidos pela técnica do tipo casting, com amido de mandioca (3 g
de amido/100g solucéo filmogénica), empregando glicerol como plastificante (30g/100g
de amido), fibra de cana-de-acucar (15¢9/100g de amido), quitosana e goma guar (0,01



0/g amido) para evitar a sedimentacdo das fibras. Foram realizadas trés formulacdes
para os filmes, variando a concentragéo de quitosana, conforme descrito na tabela 1. A
quitosana foi adicionada apo6s a gelatinizacdo. Cada formulacdo foi completada com
agua para obter 100g de solucdo filmogénica. As solugdes filmogénicas contendo
amido, plastificante, goma guar, fibra e gua foram aquecidas de 30 a 95°C, mantidas a
95°C por 10 minutos, sob agitacdo constante em agitador magnético. Apds gelatinizacéo
o pH das solugbes foi ajustado para 4,0 com &cido acético 50% e adicionou-se a
quitosana. Em seguida, cada solucao filmogénica foi espalhada em placa de acrilico (10
x 20 cm) e o material foi seco em estufa de circulacdo de ar (Marconi-MAO035) a 40 °C
por 20 horas. Para a realizacdo das analises, os filmes foram condicionados por um
periodo de 48 horas, em dessecadores, sob umidade relativa de 53% e temperatura de 25
°C(z 2).

Amido _ ) Fibra de cana-
Glicerol Quitosana ]
(/100g d de-acUcar
5 e
Formulagao . g~ (9/100g de (9/100g de solucéo
solucéo ) ) . (9/100g de
) o amido) filmogénica) )
filmogénica) amido)
FC-F15 3 30 0,0 15
F-0,25 3 30 0,25 15
F-0,50 3 30 0,50 15
F-1,00 3 30 1,00 15

Tabela 1 — Formulag6es dos biofilmes de fécula de mandioca/quitosana reforcados com
fibra de cana-de-acucar

2.4 Caracterizagao dos biofilmes

Os filmes foram caracterizados quanto a espessura, propriedades mecanicas,

permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) e isotermas de sorcgéo.

2.4.1 Espessura



A espessura dos filmes foi determinada com auxilio do micrometro digital (Starret,
Brasil, resolucdo 0,001). A espessura final foi a média aritmética de 5 medidas
aleatorias sobre a area do filme.

2.4.2 Propriedades mecanicas

Para os testes de tragdo foi utilizado o texturometro (Stable Micro System, modelo TA
TX2i, Inglaterra) de acordo com o método da American Society for Testingand Material
(ASTM D-882-02, 2002). As amostras foram cortadas nas dimensdes de 50 mm x 25
mm e condicionadas em 53% de Umidade Relativa (UR) (solugdo saturada de
Mg(NOg3), a 25°C, por 48 horas antes da realizagdo dos ensaios. A seguir foram
ajustadas as garras pneumaticas do equipamento com distancia entre as garras de 30 mm
e a velocidade de tracdo de 50 mm.min™. As propriedades de tracéo determinadas foram
resisténcia a tracdo (MPa), alongamento na ruptura (%) e modulo de Young (MPa). Para

cada tratamento foram preparados 10 corpos de prova.
2.4.3 Permeabilidade ao vapor de dgua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada gravimetricamente de
acordo com o método da ASTM E-96-(00) (2000) com algumas modificacdes. O
material, previamente condicionado por 48 horas em umidade relativa (UR) de 53%
(solucdo saturada de (Mg(NO3),), foi fixado na abertura circular (60 mm de diametro)
da cépsula de permeabilidade, empregando-se graxa de silicone para garantir a migracdo
de umidade exclusivamente através do filme. O interior da capsula foi parcialmente
preenchido com CaCl,(0% de UR) e o sistema foi introduzido no dessecador contendo
solucdo saturada de NaCl (75% de UR) criando um gradiente de UR para a passagem de
vapor de dgua para o interior da capsula. Foram realizadas sete pesagens sucessivas, em
intervalos de tempo de 24 horas. O ganho de massa (m) foi graficado em funcdo do
tempo (t), e entdo foi determinado o coeficiente angular (m/t) e a taxa de

permeabilidade ao vapor de 4gua (TPVA) dada pela Equacdo 1

TPVA =M, L
t A

[Ea. 1]

Onde A é a area de permeaco do corpo de prova (m?).



Para cada formulacdo desenvolvida, o ensaio foi realizado em duplicata. A

permeabilidade ao vapor de agua foi obtida pela Equagéo 2:

TPVA xe

0 X(URl—Usz
100 [Eq. 2]

Onde e é a espessura média do corpo de prova (m), ps pressao de saturacdo de vapor a

PVA =

temperatura do ensaio (Pa), UR; é a umidade relativa no interior do dessecador em % e

UR; é a umidade relativa no interior da capsula em %.

2.4.4 Isotermas de Sorcéo

As amostras dos filmes foram finamente cortadas e desidratadas e deixados em
dessecador contendo CaCl, anidro, que manteve a umidade relativa (UR) préxima a 0%.
Apos este periodo, as amostras foram colocadas individualmente em um equipamento
gerador de isotermas AquaSorp (Decagon Devices, EUA) que opera pelo método de
isotermas por ponto de orvalho dindmico. Uma quantidade de aproximadamente 500 a
800 mg de cada amostra foi colocada no compartimento especifico. A varredura no
ciclo de adsorcéo foi realizada na faixa de 0,30 a 0,80 de atividade de &gua a uma

temperatura de 25°C.

2.5 Atividade Antibacteriana dos filmes

Para o preparo do inoculo, a cultura de Escherichia coli foi inoculada em TSB
(Trypticase soy broth). Apds 24 horas de incubacdo a 37 °C procedeu-se a dilui¢do até a
obtencdo de uma suspensdo padronizada pelo grau 0,5 da escala de McFarland (10°
micro-organismos m.L™). Os meios foram preparados conforme instrucbes de
embalagem. Foram autoclavados a 121 °C por 15 minutos e distribuiu-se em placas. O
plagueamento foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e todos os materiais
utilizados foram previamente esterilizados na autoclave. Com uma pipeta graduada foi
adicionado 0,1 mL da bactéria E. Coli na superficie da placa contendo meio EMB
solidificado e com uma alca de Drigaskl, previamente flambada, foram espalhadas nas

placas.



A atividade antibacteriana dos filmes foi realizada pelo método de difusdo de disco
(MDD). O procedimento também foi realizado dentro da capela de fluxo laminar e
todos os materiais utilizados também foram previamente esterilizados na autoclave.
Com as placas ja inoculadas, os discos dos biofilmes, com 9 mm de didmetro, foram
colocados em cada placa com o auxilio de uma pinca. O teste foi feito em duplicata. Em
seguida as placas foram incubadas a 37° C por 24-48 horas. Depois realizou-se a
medicéo dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano.

3. Resultados e Discussao

Todos os filmes se apresentaram sem ondulacdes, rupturas ou fraturas apos a secagem.
Os filmes apresentaram boa manuseabilidade e depois de serem retirados das placas

puderam ser manipulados sem qualquer risco de ruptura.

A espessura dos filmes apresentou pouca variacdo, principalmente os filmes com
quitosana (tabela 2), tendo em vista que 0s mesmos apresentam a mesma quantidade de

fibra de cana de acUcar.

Formulagao Espessura (mm)
FC-F15 0.267 (+0.04)
F-0,25 0,216 (x0,02)
F-0,50 0,200 (0,02)
F-1.00 0,222 (+0,01)

Tabela 2 — Valores de espessura dos filmes

A adicdo de quitosana melhorou as propriedades mecéanicas dos filmes quando

comparado ao filme controle (F15) (tabela 3).



- lac Resisténcia Alongamento na Mddulo de Young
ormulacao njaxima a Tracao ruptura (%) (MPa)
(MPa)
FC-F15 0,59 (+0,1) 15,36 (+3,5) 3,23 (x0,5)
F-0,25 6,091(%1.3) 37,383(%6.1) 242,899(%27.5)
F-0,50 6,946(+1.2) 43,910(+9.2) 261,566 (+30.7)
F-1,00 8,049 (x0.7) 22,997(%4.4) 299,491(+20.1)

Tabela 3 — Propriedades Mecénicas dos Filmes

A adicdo de quitosana aumentou o alongamento na ruptura dos filmes até a
concentracdo de 0,5% (F-0,50). Nos filmes com 1% de quitosana (F-1,00), o
alongamento reduziu praticamente a metade se comparado com o filme com 0,5%,
indicando que o aumento de quitosana deixou os filmes mais rigidos, alongando menos.
Este resultado corrobora com os valores do Modulo de Young (que mede a rigidez dos
filmes) que também teve um aumento expressivo na rigidez nos filmes com 1% de

quitosana.

A adicdo de quitosana, embora tenha melhorado as propriedades mecanicas dos filmes,
piorou as propriedades de barreira, aumentando a permeabilidade ao vapor de agua
quando comparado ao filme controle (FC-F15), conforme pode ser observado na tabela
4,

Formulacéo Permeabilidade ao vapor de 4gua (g/m.Pa.dia)
FC-F15 0,16 E-06
F-0.25 2,29 E-06
F-0,50 2,52 E-06
F-1,00 1,97 E-06

Tabela 4 — Permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes (0-75% UR)



Este resultado indica que interac6es do tipo ligacdes de hidrogénio entre quitosana e
fibra devem prevalecer sobre as mesmas interacfes quitosana amido, deixando os filmes
com mais grupos—OH livres no amido para interagir com a agua, 0 que aumenta a
permeabilidade ao vapor de dgua. O resultado obtido esta de acordo com Vasconez et al.
(2009), que também observaram um aumento na permeabilidade ao vapor de dgua em
filmes de amido/quitosana/sorbato de potassio, quando comparados ao filme
amido/quitosana. Neste estudo o autor atribui 0 aumento da permeabilidade ao vapor de
agua ao fato das interacOes do tipo ligacbes de hidrogénio entre sorbato de potassio e

quitosana, prevalecerem sobre as mesmas interacGes entre amido e quitosana.

A subsequente diminuicdo da PVA é decorrente da alta hidrofobicidade da quitosana
quando comparada ao amido, que seria responsavel pela existéncia de menos interacoes
entre a matriz de amido e a agua. Isto porque o aumento subsequente de quitosana leva
a um aumento das interacdes quitosana-matriz de amido, reduzindo a disponibilidade de
grupos hidrofilicos, diminuindo a interagdo destes grupos com as moléculas de agua,
reduzindo, portanto, a taxa de transmissdo de vapor de agua.

A figura 1 ilustra o gréfico de isoterma de sor¢éo de 4gua a 25°C dos filmes amido/fibra

de cana-de-acucar (a) e o grafico dos filmes amido/quitosana/fibra de cana-de-agUcar.
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Figura 1 - Isotermas de sorcéo: a) filmes de amido/fibra de cana-de-acUcar variando a
concentracdo de fibra; b) filmes de amido/fibra de cana-de-acucar 15%, variando a
concentracdo de quitosana

Os filmes compostos de amido/glicerol/fibra adicionados de quitosana (figura 1b)
apresentaram menor ganho de agua ou sor¢do de agua se comparados com o filme
somente composto de 15% fibras, sem a quitosana (figura 1a). O filme composto por
15% de fibras teve ganho de agua crescente desde a aw de 0,40 até a aw de 0,78. Nos
filmes com a adicdo de quitosana houve aumento da estabilidade do ganho de agua,
sendo que o filme composto por 0,5% de quitosana apresentou maior estabilidade na
sorcao de dgua, mantendo-se estavel até aw de 0,68%

A partir destes resultados, verificou-se que a quitosana foi eficiente no controle da
sorcdo de agua dos filmes até a concentracdo de 0,5 %. Concentracdes acima de 0,5%
de quitosana possivelmente reduziram a homogeneidade entre 0s componentes da
matriz, aumento a higroscopicidade dos filmes quando submetidos a aw superiores a
0,53%.

A medida da atividade antimicrobiana dos filmes foi realizada pelo método de difuséo
em disco, que se baseia na determinacdo dos halos de inibicdo do crescimento de
microrganismos. Nesta metodologia o valor da medida do halo de inibicdo é
proporcional a acdo antimicrobiana (MORAIS; GOY; ASSIS, 2009). Os valores dos

halos de inibig&o dos filmes estéo apresentados na tabela 5.



Filmes Inibicdo (mm) - Escherichia coli

F-0,25 12,5
F-0,50 12,5
F-1,00 14,5

Segundo Moreira et. al (2005), halos de 9-14 mm s&o considerados sensiveis; entre 15-
19 mm sdo considerados muito sensiveis. Os resultados mostram que a Escherichia coli
foi sensivel a todos os filmes que continham quitosana e que o filme com 1% de

quitosana (F-1,00) foi o que apresentou maior atividade antimicrobiana.

Estudos sobre a atividade antimicrobiana da quitosana indicam que esta atividade é
decorrente do grupo amino em sua forma catiénica, em pH abaixo de 6. Sob estas
condi¢cdes, uma interacdo entre quitosana e 0S componentes predominantemente
anidnicos da membrana celular do microorganismo é possivel, o que causa mudancas na
permeabilidade da membrana plasmatica, perda de componentes intracelulares, e
finalmente, morte da célula (BERGER; MONTENEGRO STAMFORD; PEREIRA
STAMFORD, 2011; KONG et al., 2010). Além desta propriedade da quitosana, Liu et
al. (2004) sugerem que a quitosana pode também se ligar a superficie da célula e formar
um filme ao redor desta, inibindo o transporte de nutrientes pela membrana plasmatica.
Kong et al. (2010) também relatam que a quitosana interage com a superficie da célula e
altera a permeabilidade celular ou forma uma camada impermedavel ao redor da célula,
blogueando assim o transporte de nutrientes essenciais para dentro da célula. Kong et al.
(2010) relatem ainda, que a quitosana pode penetrar na parede celular e combinar com o

DNA e inibir a sintese do mRNA e transcricdo do DNA microbial.

4. Concluséao

Os resultados levam a concluir que a adi¢do de quitosana a blenda amido/fibra de cana-
de-agucar, melhorou as propriedades mecénicas dos filmes, entretanto, ndo melhorou as

propriedades de barreira, tornando inviavel a aplicacdo dos filmes em massas de pastel.



O teste do halo confirma a atividade antimicrobiana da quitosana, visto que a
Escherichia coli se mostrou sensiveis frente a todas as concentragGes da quitosana

empregada nos filmes.
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