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Resumo

A procura de materiais naturais renovaveis para producao de filmes comestiveis prende-se
essencialmente com aspetos ambientais e de seguranca alimentar. Nas ultimas décadas tem
sido objeto de estudo a tentativa de substituicdo dos produtos quimicos derivados de petroleo
por polimeros naturais. As xilanas e seus derivados estao entre os materiais naturais, que tém
vindo a ganhar cada vez mais interesse, em aplicacées, como filmes comestiveis. Este trabalho
tem como objetivo desenvolver filmes de carboximetilxilana (CMX) com possivel aplicacdo no
setor alimentar. Numa primeira fase, estudou-se o melhoramento das propriedades mecanicas,
hidrofobicas e antimicrobianas dos filmes usando diversos aditivos, como agar (Ag), carbonato
de amonio e zirconio (AZC), acidos gordos, oleo vegetal, 6leo essencial de coentros e glicerol.
Posteriormente foram desenvolvidos quatro filmes, CMX:Ag, CMX:AZC, CMX:Ag:Lip (onde Lip é
uma mistura de acido linoleico e oleo vegetal), e CMX (controlo). As suas propriedades
mecanicas, barreira, oOticas e térmicas foram avaliadas e comparadas. A atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas alimentares, tais como Bacilus cereus (ATCC
11778), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella
typhimurium (ATCC 13311) foi também avaliada. Os filmes obtidos eram transparentes e de cor
amarelada. A adicado de agar, AZC e Ag:Lip melhorou a tensao de rutura do filme CMX de 4,79
para 27,67; 20,95 e 17,35 MPa respetivamente, sendo o filme CMX:Ag aquele que apresentou
melhor tensao de rutura e o filme CMX:AZC melhor modulo de elasticidade. A permeabilidade
ao vapor de agua (WVP) e a permeabilidade ao oxigénio (OP) foram reduzidas apds a
incorporacao dos aditivos a CMX. A analise térmica mostrou que os filmes CMX:Ag:Lip e CMX:AZC
apresentaram melhor estabilidade térmica, comparativamente ao filme controlo.
Adicionalmente, o acido linoleico, incorporado no filme CMX:Ag:Lip revelou possuir boa
atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas, B. cereus e S. aureus. Tendo em
conta as caracteristicas dos filmes desenvolvidos neste estudo, o filme com lipidos sera o mais

adequado para aplicacdes alimentares.

Palavras-chave

Filme de carboximetilxilana; propriedades mecanicas; propriedades térmicas, propriedades

antimicrobianas.






Abstract

The demand for natural and renewable materials for the production of edible films is essentially
associated to environmental issues and food safety. In recent decades, there has been a growing
effort to replace chemicals derived from petroleum with natural polymers. The xylan and its
derivatives are among the natural materials, which have been gaining more and more interest
in applications such as edible films. The aim of this work was to develop carboxymethylxylan
films (CMX) with possible application in the food industry. Initially, the improvement of
mechanical, hydrophobic and antimicrobial properties of the films were studied by using various
additives such as agar (Ag), ammonium zirconium carbonate (AZC), fatty acids, vegetable oil,
coriander essential oil, and glycerol. Subsequently, four films were developed, CMX:Ag,
CMX:AZC, CMX:Ag:Lip (where Lip is a mixture of linoleic and vegetable oil) and CMX (control).
Its mechanical, barrier, optical and thermal properties were evaluated and compared. The
antimicrobial activity against food pathogenic bacteria, such as Bacilus cereus (ATCC 11778),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) and Salmonella
typhimurium (ATCC 13311) was also evaluated. The obtained films were transparent and
yellowish. The addition of agar, AZC and Ag:Lip improved tensile strength of the CMX film from
4,79 to 27,67; 20,95 and 17,35 MPa respectively, with the CMX:Ag film providing the best tensile
strength and the CMX:AZC film the best modulus of elasticity. The water vapor permeability
(WVP) and the oxygen permeability (OP) decreased after the incorporation of additives to the
CMX film. Thermal analysis showed that the CMX:AZC and CMX:Ag:Lip film had better thermal
stability. Additionally, linoleic acid, incorporated in the CMX:Ag:Lip film revealed to have a
good antimicrobial activity against Gram-positive bacteria, B. cereus and S. aureus. This work
showed that, taking into account the characteristics of developed films, the film with the lipid

may be more suitable for food applications.

Keywords

Carboxymethylxylan films; mechanical properties, thermal properties, antimicrobial

properties.
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Capitulo 1 - Introducao

No inicio do século XX, o aparecimento de plasticos derivados de petroleo permitiu fornecer a
indistria alimentar uma grande variedade de materiais sintéticos possiveis de serem usados
como embalagens alimentares. Contudo, os combustiveis fosseis sao limitados e nao-
renovaveis. Os plasticos, uma vez descartados no meio ambiente, ndo sao biodegradaveis
(Azeredo et al., 2014). Segundo a Sociedade Ponto Verde, em Outubro de 2014 o plastico foi
um dos recursos menos reciclado, sendo a sua reciclagem de 16% face aos 47% de papel e cartao
e 25% de vidro (Sociedade Ponto Verde, 2014). A extensa e continua eliminacdo de embalagens
alimentares tem levantado preocupacdes consideraveis sobre os seus efeitos negativos no

ambiente, até mesmo a sua incineracao pode produzir compostos toxicos (Azeredo et al., 2014).

Uma vez que as pessoas estao cada vez mais conscientes da natureza limitada dos combustiveis
fosseis, torna-se necessario desenvolver e utilizar materiais de base biologica e
ambientalmente inofensivos (Costa et al., 2015; Hansen e Plackett, 2008). Na area alimentar,
uma das solucdes é a utilizacdo de embalagens comestiveis (filmes comestiveis) que podem
substituir os materiais sintéticos de embalagem e em algumas situacbes diminuir a sua
utilizacao. Os filmes podem atuar como uma barreira semipermeavel ao vapor de agua, oxigénio
e dioxido de carbono, entre os alimentos e atmosfera circundante. Os filmes comestiveis podem
ainda ser utilizados como veiculos de agentes antimicrobianos, os quais irdo melhorar a
qualidade e a seguranca dos alimentos (Costa et al., 2015; Sothornvit, 2014; Valencia-Chamorro
et al., 2011).

As hemiceluloses sao o segundo biopolimero mais abundante na terra, representando uma fonte
de matéria-prima renovavel promissora para o fabrico de produtos de alto valor acrescentado.
As xilanas sdo o tipo de hemiceluloses mais abundantes, estando geralmente disponiveis em
grandes quantidades nos subprodutos da floresta, agricultura, agroindistrias, madeira e

inddlstrias de papel e celulose (Girio et al., 2010).

A capacidade das xilanas formarem filme através da adicdo de plastificante ou modificacao
quimica e a sua biodegradabilidade torna-as numa alternativa interessante aos materiais a base
de petrdleo, atualmente utilizados como embalagens de alimentos (Mikkonen e Tenkanen,
2012).

O objetivo deste trabalho de investigacao consiste na utilizacao de xilanas quimicamente
modificadas em filmes com propriedades barreira e antimicrobianas, tendo em vista a sua
potencial aplicacdo na area da embalagem alimentar. Para a concretizacao deste objetivo o
trabalho experimental esta dividido em trés partes. A primeira parte diz respeito a modificacao

quimica das xilanas. A segunda parte, a mais extensa e complexa, diz respeito a selecao de



aditivos, tais como agentes de reticulacao, lipidos, e agentes antimicrobianos, para producao
dos filmes de xilanas. O uso de aditivos tem como objetivo encontrar um equilibrio entre as
principais propriedades dos mesmos, particularmente, mecanicas, hidrofobicas e
antimicrobianas. A Gltima parte inclui a producao e caracterizacdo alargada das propriedades
do filme que incorpore os aditivos anteriormente estudados e que ofereceram os melhores
resultados.



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1. Biomassa vegetal

A biomassa vegetal é composta por trés principais constituintes poliméricos: a celulose, a
hemicelulose e a lenhina (Hansen e Plackett, 2008). Estes compostos quimicos encontram-se
na parede celular das plantas (Figura 1). Tipicamente, a maior parte da biomassa vegetal é
constituida por cerca de 10-25% de lenhina, 20-30% de hemicelulose e 40-50% de celulose
(Anwar et al., 2014).
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Figura 1 - Composicao da biomassa vegetal, adaptado de Agbor et al. (2014).

A celulose é um polimero constituido por cadeias lineares de moléculas de D-glucose, ligadas
entre si por ligacoes glicosidicas 1,4-B-D (Anwar et al., 2014; Rhim e Ng, 2007). A lenhina é a
fracdo mais complexa da biomassa vegetal, € um polimero heterogéneo constituido
essencialmente por unidades de fenil-propano ligadas por ligacbes éter (Anwar et al., 2014). As
hemiceluloses sao polimeros ramificados com baixo peso molecular e um grau de polimerizagao
(GP) entre 80-200. As suas formulas quimicas sao (CsHg0), e (C¢H1¢0s), designadas de pentoses
e hexoses, respetivamente (Ren e Sun, 2010). Dependendo da sua origem, as hemiceluloses
podem conter uma grande variedade de monossacarideos, nomeadamente, D-xilose, L-
arabinose (pentoses), D-manose, D-glucose, D-galactose (hexoses) e/ou acidos uronicos como
o acido D-glucuronico, 4-O-metilglucurdnico e D-galacturdnico, representados na Figura 2.
Outros acUcares, como L-ramnose e L-fucose sao igualmente encontrados em algumas
hemiceluloses, embora em menor quantidade. Os grupos hidroxilo dos aclcares podem ainda
ser parcialmente substituidos por grupos acetilo (Albertson e Edlund, 2011; Girio et al., 2010;
Ren e Sun, 2010).
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Figura 2 - Principais monomeros das hemiceluloses, adaptado de Balat et al. (2009) e Walker (2007).

As xilanas sao o tipo de hemiceluloses mais comuns (Ebringerova e Heinze, 2000). Podem ser
encontradas em madeiras de folhosas e resinosas, gramineas e subprodutos agroindustriais
como a palha dos cereais, bagaco da cana-de-acUcar, palha de milho (Deutschmann e Dekker,
2012) e como subproduto da indUstria de celulose e papel (Alekhina et al., 2014; Heinze e Daus,
2011). As xilanas consistem numa cadeia principal formada por unidades de xilose unidas por
ligacdes B-(1->4). Estas unidades de xilose podem ser substituidas com grupos O-acetilo na
posicao O-2 e/ou 0-3, ramificadas na posicao C-2 e/ou C-3 com hidratos de carbono, que
compreendem o acido D-glucuronico ou o seu éter 4-O-metil, L-arabinose e/ou varios
oligossacarideos (D-xilose, L-arabinose, D- ou L-galactose e D-glucose) (Albertson e Edlund,
2011; Deutschmann e Dekker, 2012; Mikkonen e Tenkanen, 2012; Ren e Sun, 2010). Estas
variacdes na estrutura das xilanas sao influenciadas pela origem botanica e localizacdo na
planta. Por exemplo, nas dicotileddéneas, as xilanas sdo substituidas com residuos de acido D-
glucurdnico, que podem ou néo ser 4-0O-metilados, este tipo de xilanas, representadas na Figura
3, sao designadas de glucuronoxilanas. Além disso, algumas glucuronoxilanas sdo O-acetiladas
(Albertson e Edlund, 2011; Mikkonen e Tenkanen, 2012).
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Figura 3 - Estrutura da glucuronoxilana (Heinze e Daus, 2011).

Enquanto nas monocotiledoneas, a L-arabinose ligada por (1->2) e/ou (1->3) sao os principais
substituintes das xilanas, sendo conhecidas como arabinoxilanas (Mikkonen e Tenkanen, 2012;
Ren e Sun, 2010). A Tabela 1 apresenta os diferentes tipos de xilanas presentes na biomassa

vegetal.



Tabela 1 - Tipos de xilanas e as suas caracteristicas, adaptado de Girio et al. (2010) e Peng et al. (2012).

Unidades
. . Origem .
Polissacarideo Quantidade? - - GPb
Botanica Cadeia Cadeias .
L . Ligacdes
principal laterais
AMeGlc
Glucuronoxilana Folhosas 15-30 D-Xil . a-(1->2) 100-200
Acetilo
, a-(1->2)
Arabinoxilana Gramineas 0,15 - 30 D-Xil L-Ara
a-(1->3)
Gramineas
) ) i AMeGlca a-(1->2)
Arabinoglucuronoxilana e 5-10 D-Xil 50-185
) L-Ara a-(1->3)
Resinosas
, AMeGlc
o Gramineas ) a-(1->2)
Glucuronoarabinoxilana ) 15 - 30 D-Xil a-Ara
e cereais . a-(1->3)
Acetilo
Homoxilana Algas D-Xilc

3% em biomassa seca; "Grau de polimerizacdo; A cadeia principal também pode conter ligacoes B-(1->3)

2.2. Carboximetilacao da xilana

As hemiceluloses possuem grupos hidroxilo livres distribuidos ao longo da sua cadeia principal
e cadeias laterais, sendo, por conseguinte, ideais para a modificacao quimica (Ren e Sun, 2010).
A modificacdo quimica das hemiceluloses tem sido investigada com o objetivo de introduzir
novos grupos funcionais e novas propriedades (Albertson e Edlund, 2011; Ren e Sun, 2010). A
xilose, monomero da xilana, contém dois grupos hidroxilo facilmente acessiveis, oferecendo
varias possibilidades de modificacbes quimicas, por exemplo através de reacdes de
esterificacao e eterificacao (metilacao, quaternizacdo, benzilacao e carboximetilacao)
(Albertson e Edlund, 2011; Ren e Sun, 2010; Tanodekaew et al., 2006).

A carboximetilacdo é um dos procedimentos mais versateis de funcionalizacdo quimica, uma
vez que, proporciona o acesso a materiais biolégicos com propriedades valiosas, tais como o
aumento ou melhoria da solubilidade dos polissacarideos em agua (Ebringerova, 2012; Ren e

Sun, 2010), e ainda a capacidade de formar filme (Ren et al., 2008).

A carboximetilxilana (CMX) é um polimero anidénico sollvel em agua, que pode ser obtido pela
introducao de grupos carboximetil (Petzold et al., 2006; Petzold-Welcke et al., 2014). Este
polimero resulta do tratamento da xilana com uma solucao de hidroxido de sodio (NaOH),
monocloroacetado de sodio (SMCA) e alcool como meio de precipitacdo, resultando na
substituicdo dos grupos hidroxilo da xilose pelo grupo carboximetil de sédio (CH,COO" Na*)
(Figura 4) (Petzold et al., 2006).
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Figura 4 - Reacao da carboximetilacao da xilana em meio aquoso, adaptado de Petzold-Welcke et al.
(2014).

2.3. Aplicacao das xilanas e seus derivados

As hemiceluloses, em contraste com outros polissacarideos de origem vegetal, ndo tém valor
comercial comparavel. Contudo, nao deixam de ser menos importantes, isto porque as
hemiceluloses e os seus derivados sdo importantes na industria devido as suas propriedades

quimicas e atividade biologica (Sabater et al., 2013).

As xilanas e seus derivados tornam-se cada vez mais atrativos em aplicacoes alimentares e nao
alimentares. No que diz respeito as aplicacoes das xilanas nativas, a investigacao esta orientada
para areas como a nutricdo, salde e ainda para a resolucao de problemas ambientais através
da substituicao das matérias-primas petroquimicas por biomassa vegetal. No que concerne a
area da nutricao, as xilana nativas sdo usadas como aditivos alimentares. Dependendo do tipo
de xilana, esta pode apresentar propriedades funcionais, como gelificacao, atividade
antioxidante, fibra dietética e prebidticos. As xilanas podem ainda ser usadas como filmes e
revestimentos comestiveis para embalagens alimentares (Ebringerova, 2012). Na saude, as
xilanas tém como aplicagbes, o transporte de drogas, auxilio no tratamento de feridas e
suplementos para reforco imunologico. As xilanas tém também sido identificadas como
excelente fonte para producao de xilooligossacarideos (X0). Os XO exibem efeitos prebioticos
devido a sua capacidade de modular a funcao intestinal, promovendo o crescimento das
bifidobactérias. No entanto, a sua aplicacdo mais importante é como aditivo para alimentos

funcionais (Ebringerova, 2012; Moure et al., 2006).

A investigacdo sobre modificacdo de xilanas para aplicacdes especificas aumentou
significativamente nos Gltimos anos. As investigacdes incluem o uso de derivados de xilana para
producao de hidrogéis, os quais podem ser usados em areas, como a cosmética, farmacéutica
e médica; micro e nanoparticulas, as quais sao atualmente empregues numa gama alargada de
aplicacoes, tais como embalagem e sistemas de entrega de drogas; biossurfactantes
(Ebringerova, 2012); agentes antimicrobianos; inibidores da coagulacdo do sangue (Petzold-
Welcke et al., 2014); ou ainda como aditivos e floculantes no fabrico do papel (Ebringerova,

2012; Petzold-Welcke et al., 2014). Nos Ultimos anos tem sido realizada alguma investigacao,



no sentido de desenvolver e melhorar as propriedades dos filmes de xilanas e seus derivados
para aplicacdo em embalagens alimentares. Grondahl et al. (2004) avaliaram o uso de
glucuronoxilanas, isoladas a partir de madeira de faia, como potencial aplicacao para
embalagens de alimentos. Neste estudo foi avaliado o efeito da incorporacao de plastificantes,
xilitol e sorbitol, na formacao do filme de glucuronoxilana. Concluiram que a plastificacdo de
glucuronoxilana com xilitol ou sorbitol permite a formacao de um filme transparente, continuo
e flexivel. Os filmes preparados apenas com glucuronoxilana apresentavam-se bastante
quebradicos. Hansen et al. (2012) efetuaram o primeiro estudo sobre filmes compositos de
xilana da bétula e celulose nanofibrilar (CNF). O estudo consistiu na avaliacdo dos filmes
compdsitos com varios plastificantes: glicerol, sorbitol e metoxipolietilenoglicol (MPEG). Em
relacdo as propriedades mecanicas, os filmes compositos de xilana:CNF nado plastificados
mostraram um aumento da rigidez e resisténcia com o aumento do teor de CNF. A inclusao de
qualquer um destes plastificantes diminuiu as propriedades mecanicas dos filmes. Quanto as
propriedades barreira, a permeabilidade ao vapor de agua (WVP - Water vapor Permeability)
dos filmes compositos de xilana:CNF aumentou com a adicdo de glicerol e MPEG. No entanto,
uma diminuicao foi observada com a adicdo de sorbitol. Na permeabilidade ao oxigénio (OP -
Oxygen Permeability), a presenca de glicerol e MPEG aumentou a OP dos filmes de forma
significativa, enquanto a utilizacao de 10% de sorbitol reduziu a OP. Alekhina et al. (2014)
investigaram o uso da CMX, com diferentes graus de substituicao (GS), para a producao de
filmes e revestimentos. Relativamente aos resultados obtidos, o filme com menor GS
apresentava uma tensao de rutura e modulo de elasticidade superior ao filme com maior GS,
apresentava ainda, menor WVP. Contrariamente, o filme com maior GS apresentou menor OP
comparativamente ao filme com menor GS. Este trabalho mostrou que o GS afeta as
propriedades mecanicas e barreira dos filmes de CMX. Segundo os investigadores, os filmes de
CMX apresentavam propriedades barreira ao oxigénio adequadas para serem aplicados como
embalagem ou revestimento de frutas e legumes. Gordobil et al. (2014) estudaram as
propriedades mecanicas e térmicas de filmes compodsitos de xilana e celulose, ambas
acetiladas. Mostraram que a acetilacdo da xilana permite obter filmes com maior carater
hidrofobico, estabilidade térmica elevada e melhores propriedades mecanicas
comparativamente ao filme hidrofilico de xilana e celulose nativas. Um interessante pormenor
deste estudo € a aparéncia dos filmes, o filme composito de xilana e celulose, ambas acetiladas,
mostrou uma aparéncia completamente transparente e sem cor amarelada em contraste com

o filme composito de xilana e celulose nativas que apresentou cor amarelada.



2.4, Filmes comestiveis e biodegradaveis

A crescente procura, por parte dos consumidores, de alimentos com elevada qualidade, o
aumento da vida atil do produto alimentar, o aumento da sensibilizacdo por questoes
ambientais, bem como, o esgotamento gradual das reservas de petroleo fez com que as
industrias de alimentos e embalagens tivessem a necessidade de determinar novas formas de
protecao para os alimentos (Ghasemlou et al., 2011; Kowalczyk e Baraniak, 2014). Em resposta
a estas questdes, os materiais biodegradaveis tém sido propostos para uso em embalagens de
alimentos. Alguns materiais biodegradaveis usados, tais como as proteinas e polissacarideos,
sdo também comestiveis, e podem ser utilizados para desenvolver embalagens comestiveis,

designadas de filmes comestiveis (Azeredo et al., 2014).

Os filmes comestiveis sao estruturas independentes preparadas separadamente dos alimentos,
e posteriormente aplicadas sobre a superficie do alimento ou entre componentes alimentares,
podendo também servir como bolsas comestiveis onde os alimentos poderdo ser selados.
(Azeredo et al., 2014). Uma das técnicas de producao do filme é através do método de
evaporacao do solvente (solvent casting). Este método consiste na solubilizacdo do polimero,
seguido de secagem por evaporacao do solvente (Silva-Weiss et al., 2013). A fim de manter a
comestibilidade sdo usados como solventes apenas agua ou etanol (Han, 2014a). Os filmes
comestiveis, normalmente, nao sdo feitos para substituir completamente os materiais
tradicionais de embalagem, mas sim, para proporcionar uma melhoraria na eficiéncia das
embalagens de alimentos. Estes filmes podem ser usados para prolongar a estabilidade dos
alimentos através da reducao das trocas de humidade, oxigénio, didxido de carbono e ainda,
migracdo de lipidos e de compostos responsaveis pelo sabor para o meio envolvente. Podem
também ser usados como suportes de aditivos e nutrientes. Os filmes comestiveis podem
igualmente reduzir o custo e a quantidade de materiais de embalagem convencionais (Azeredo
et al., 2014; Campos et al., 2011; Janjarasskul e Krochta, 2010).

No que diz respeito aos materiais utilizados para produzir filmes comestiveis e biodegradaveis,
estes dividem-se em duas categorias principais: uma matriz, que normalmente consiste numa
macromolécula capaz de formar uma estrutura coesiva, e um plastificante. Adicionalmente,
outros componentes podem ser incorporados para melhorar determinadas funcionalidades dos

filmes (Azeredo et al., 2014; Fernandez-Pan e Caballero, 2011).

Os materiais utilizados para formar a matriz estrutural tridimensional sao biopolimeros e
lipidos. Os biopolimeros normalmente utilizados sao hidrocoléides que podem ser classificados
em dois grupos: as proteinas e os polissacarideos (Fernandez-Pan e Caballero, 2011). Os
polissacarideos sdao abundantes na natureza, tém baixo custo e sdo biodegradaveis. Por
conseguinte, varios polissacarideos tém sido estudados como potenciais agentes formadores de
filmes comestiveis. A celulose e seus derivados, extratos de algas marinhas (Sothornvit, 2014),

e mais recentemente as xilanas e seus derivados, sao exemplos de polissacarideos usados como



materiais para a producao de filmes comestiveis (Alekhina et al., 2014; Costa et al., 2015;
Escalante et al., 2012; Hansen et al., 2012; Kayserilioglu et al., 2003). Os filmes de
polissacarideos sdo caracterizados por apresentarem uma boa barreira ao oxigénio (0,) e
dioxido de carbono (C0O,). Contudo, devido a sua natureza hidrofilica, estes filmes apresentam
uma fraca barreira ao vapor de agua e elevada sensibilidade a humidade, o que podera afetar
significativamente as suas propriedades funcionais (Azeredo et al., 2014; Janjarasskul e
Krochta, 2010). Na tentativa de ultrapassar este problema tém sido usados lipidos na
preparacao dos filmes para aumentar a sua hidrofobicidade (Sothornvit, 2014). Os lipidos, ao
contrario dos polissacarideos, nao sao biopolimeros e esta sua natureza nao polimérica limita a
sua capacidade de formar filmes coesivos (Fernandez-Pan e Caballero, 2011; Janjarasskul e
Krochta, 2010). Deste modo, os lipidos sao usados como como componentes de filmes composto
por biopolimeros, por exemplo o uso de polissacarideos proporcionara a integridade estrutural
e os lipidos conferem o carater hidrofébico, melhorando assim a barreira ao vapor de agua
(Azeredo et al., 2014). A adicao de lipidos tem como desvantagens um gosto e textura cerosa,
superficie gordurosa e potencial rancidez (Janjarasskul e Krochta, 2010). Além disso, a
concentracao do lipido tem um efeito importante nas propriedades mecanicas do filme. A
adicao de lipidos a uma matriz polimérica reduz a tensao de rutura e modulo de elasticidade,
resultando um filme pouco resistente e quebradico (Pérez-Gago e Rhim, 2014). Quando os
biopolimeros e lipidos sdo combinados os filmes produzidos designam-se por filmes compositos,

tal como os filmes com mistura de biopolimeros (Fernandez-Pan e Caballero, 2011; Han, 2014b).

Os filmes de polissacarideos sdo frequentemente rigidos e quebradicos devido as numerosas
interacoes intermoleculares originadas. Assim, para ultrapassar este problema, recorre-se ao
uso de plastificantes (Han, 2014a; Sothornvit, 2014). Os plastificantes sao agentes hidrofilicos
de baixo peso molecular e essenciais na producao de filmes. Sao incorporados nas formula¢ées
para diminuir as forcas intermoleculares entre as cadeias dos polimeros, resultando numa maior
flexibilidade e alongamento do filme (Janjarasskul e Krochta, 2010; Valencia-Chamorro et al.,
2011). Comparativamente ao sorbitol e ao polietilenoglicol (PEG), o glicerol é o plastificante
mais utilizado devido a sua melhor estabilidade e compatibilidade com as cadeias

biopoliméricas hidrofilicas (Campos et al., 2011).

2.4.1. Propriedades e func¢oes

A qualidade de uma grande parte dos produtos alimentares deteriora-se devido a fenémenos
de transferéncia de massa que ocorrem entre os alimentos e o ambiente, nomeadamente
desidratacao da superficie, adsorcao de humidade, ganho ou perda de aromas e captacao de
oxigénio. A principal funcao dos filmes comestiveis € oferecer uma barreira de protecao contra
estes fenomenos (Fernandez-Pan e Caballero, 2011; Han, 2014a). As propriedades barreira mais
comumente estudadas sdo a permeabilidade ao vapor de agua e ao oxigénio (Valencia-Chamorro

et al., 2011). A presenca de agua nos alimentos esta envolvida em muitas reacdes bioldgicas e



quimicas, tais como oxidacao lipidica, crescimento microbiano e alteragdes na textura e cor.
Quanto a presenca de oxigénio, este esta envolvido na oxidacao dos componentes alimentares

e no crescimento microbiano (Sothornvit, 2014).

Além das propriedades barreira, os filmes comestiveis também devem manter a integridade do
alimento, fornecendo alguma protecdo mecanica (Valencia-Chamorro et al., 2011).
Normalmente, os filmes devem ser resistentes a quebra, para proteger a estrutura do alimento,
e flexiveis, para que se possam adaptar a possivel deformacao do alimento sem que se rompam
durante o seu transporte, manuseamento e exposicao (Guilbert et al., 1996; Pavlath e Orts,
2009).

Uma importante caracteristica dos filmes comestiveis é a capacidade de incorporarem aditivos
alimentares com o propédsito de melhorar a qualidade dos alimentos, estabilidade e seguranca.
Esses aditivos incluem, antioxidantes, agentes antimicrobianos, aromas e nutrientes
(Fernandez-Pan e Caballero, 2011; Zaritzky, 2011).

2.5. Modificacao das propriedades dos filmes

Conforme ja referido anteriormente, os filmes devem cumprir uma série de requisitos
especificos (barreia ao vapor de agua e gases, cor e aparéncia, caracteristicas mecanicas e nao
apresentarem toxicidade). Estas propriedades estao dependentes do tipo de materiais usados,
bem como do processo de producao do filme e parametros utilizados na producdo dos mesmos
(Guilbert et al., 1996). Muitos esforcos tém sido feitos com o intuito de melhorar as
propriedades dos filmes a base de polissacarideos, nomeadamente, através da modificacao
quimica dos grupos hidroxilo presentes nos mesmos, reacdes de reticulacdo, e a adicao de
outros polissacarideos e lipidos (Janjarasskul e Krochta, 2010; Rhim e Ng, 2007). No contexto
deste trabalho de investigacao, seguidamente serdo abordados aspetos importantes ao nivel do

melhoramento das principais propriedades dos filmes.

2.5.1. Propriedades mecanicas

0 melhoramento das propriedades mecanicas dos filmes a base de polissacarideos pode ser
alcancado através da mistura com outros polimeros naturais (Ebringerova, 2012). Os
polissacarideos tém a potencialidade de interagir quimicamente com outros polimeros para

formar géis que podem ser, adequadamente, transformados em filmes (Venugopal, 2011).
O agar é um polissacarideo extraido de algas marinhas vermelhas (Sousa et al., 2015). E

composto por uma mistura de agarose e agaropectina. No entanto, o agar comercial é

constituido maioritariamente por agarose uma vez que a maior parte da agaropectina é
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removida durante o processamento (Nieto, 2009). A agarose é um polimero linear composto por
unidades alternadas de D-galactose ligadas entre si por ligacdes 1,3 e unidades de 3,6-anidro-
L-galactose ligadas entre si por ligacdes 1,4 (Figura 5) (Nieto, 2009). O agar é utilizado
principalmente como agente de gelificacdo, espessamento ou estabilizador em diversas areas,
como alimentacgao, biotecnoldgica, biomédica e farmacéutica (Sousa et al., 2015). Devido a
combinacao das suas propriedades, tais como biodegrabilidade, renovabilidade, poder de
gelificacao e facilidade de extracao, o agar tem sido considerado como um polimero promissor
para utilizacdo futura em plasticos biodegradaveis (Wu et al., 2009). Varios investigadores
testaram com sucesso a capacidade do agar na formacao de filmes, por exemplo, Wu et al.
(2009) investigaram filmes compésitos de agar e de amido de batata. Concluiram que a adicao
de agar melhorou a resisténcia mecanica dos filmes compdsitos comparativamente ao filme

feito s6 com amido de batata.
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Figura 5 - Estrutura do agar, n - unidades de repeticao da agarose (Andrade e Rojas, 2012).

Outra forma de melhorar a resisténcia mecanica é através da incorporacao de agentes de
reticulacdo na preparacao do filme. Para além de melhorarem a resisténcia mecanica, podem
também melhorar as propriedades barreira dos mesmos (Galietta et al., 1998). Os agentes de
reticulacdo sdo moléculas naturais ou sintéticas que possuem pelo menos dois grupos reativos
que sdo capazes de formar ligacoes inter e/ou intramoleculares entre as cadeias poliméricas
(Mikkonen et al., 2012). Estes agentes podem reagir com as hemiceluloses estabelecendo
ligacdes entre elas ou reagir com eles proprios e reter fisicamente as hemiceluloses. Quando o
agente de reticulacdo reage com as cadeias poliméricas das hemiceluloses, diferentes tipos de
ligacbes quimicas podem ser formadas, nomeadamente, ionicas, covalentes ou ligacdes de
hidrogénio, sendo as ligacdes covalentes as mais estaveis (Grondahl et al., 2013). Apresenta-se
como exemplo de agentes de reticulacdo o glioxal e carbonato de amonio e zircénio (AZC)
(Grondahl et al., 2013).

0 glioxal é o menor aldeido existente, forma ligacées hemiacetais com grupos hidroxilo, muitos
dos quais estdo presentes nos polissacarideos (Mikkonen et al., 2012). Mikkonen et al. (2012)
investigaram um tipo de hemicelulose, galactoglucomananas, reticulada com glioxal. Os
investigadores concluiram que a adicdo de glioxal melhorou as propriedades mecanicas dos

filmes, nomeadamente a tensdo de rutura e modulo de elasticidade, e ainda a WVP.
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O AZC é um sal inorganico solivel em agua, onde os atomos de zirconio estdo polimerizados
através de grupos hidroxilo. Os ides de amonio (NH*,;), em solucdes de AZC sao libertados na
agua e podem formar pontes de hidrogénio, por exemplo com os grupos hidroxilo dos
polissacarideos, formando um polissacarideo pseudo catidnico, que pode ligar ides carbonato
de zirconio através de atracdes idnicas (Figura 6 - C). Durante o aquecimento e posterior
secagem e formacao do filme, NH; e CO, sao libertados, o que resulta na formacao de uma rede
de ligacoes de hidrogénio entre os polissacarideos e AZC (Figura 6 - D) (Mikkonen, 2013; Wang
et al., 2013). Mikkonen et al. (2013) investigaram o potencial uso do AZC em filmes de
galactoglucomananas com o objetivo de melhorar a formacao do filme, bem como as suas
propriedades mecanicas, e sensibilidade a humidade. Os investigadores mostraram que o AZC
pode ser utilizado com sucesso para aumentar as interacoes entre os componentes do filme,
sugerindo que o mecanismo de reticulacao é feito através de ligacdes de hidrogénio entre os
grupos hidroxilo das galactoglucomananas com o AZC. Obtiveram filmes relativamente fortes e

com reducao da sensibilidade a humidade.

A C
OH H OH
I T i 2 8co,—7r 0\5 0,C0 H\0
NH;07 Y0—2zr—0" “ONH. O, &7 2 1 S =0,
| H-NH; OH || OH HN-H
OH 3
B H H D
OH o OH g OH
! ! | H OH H OH H
/Zl‘/ \Zr/ \ZI'/ / \“ /(‘)\ | e \
I \e() I \0/ - —O O— Zr Zr—0" 0 —
0co? Q) oco? g 0CO$ o / ~q— 1 . .-
NHE NH$ NHP H OH § OH

Figura 6 - A - estrutura quimica do AZC, B - cadeia AZC polimerizada em solucao aquosa e em C e D -

interacdo do AZC com polimeros (Song et al., 2009).

2.5.2. Propriedades barreira
A adicao de lipidos tem sido uma das estratégias selecionada pela maioria dos investigadores,
para reduzir a permeabilidade ao vapor de agua. A modificacdo da estrutura do polimero

através de uma reacao de reticulacdo é outra possibilidade proposta por Campos et al. (2011).

Os lipidos sdo um grupo de substancias quimicamente heterogéneas possuindo em comum a
propriedade de insolubilidade em agua (Gurr et al., 2002). Os acidos gordos sdo acidos
carboxilicos com cadeias alifaticas longas e estao entre os varios derivados lipidicos que podem
potencialmente melhorar as propriedades barreira a humidade dos filmes hidrofilicos
(Ghasemlou et al., 2011).

A incorporacao dos lipidos nos filmes faz com que os mesmos tenham uma baixa afinidade pela

agua, a qual, é devida a sua baixa polaridade (Janjarasskul e Krochta, 2010; Morillon et al.,
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2002). A polaridade dos lipidos depende da distribuicao de grupos quimicos, do comprimento
das cadeias alifaticas, e da presenca e grau de insaturacoes. Lipidos com cadeias mais longas e
menor numero de insaturacdes tém uma melhor barreira contra o vapor de agua, o que esta
relacionada com a sua baixa polaridade. Por outro lado, lipidos com um carater mais polar
apresentam uma maior afinidade para os polissacarideos quando estdao em emulsdes,
produzindo filmes mais homogéneos e evitando a separacao da fase lipidica. Em resumo, a
adicao de lipidos reduz o racio entre o carater hidrofdbico - hidrofilico dos filmes, o qual diminui
a sua solubilidade em agua e portanto a sua permeabilidade ao vapor de agua (Azeredo et al.,
2014). Concluindo, a eficiéncia dos materiais lipidicos nos filmes compositos depende da sua
estrutura, disposicao quimica, hidrofobicidade, estado fisico e das interacdes dos lipidos com

os outros componentes dos filmes (Pérez-Gago e Rhim, 2014).

O acido estearico, palmitico, oleico e linoleico sao alguns dos acidos gordos mais usados em
filmes comestiveis (Fernandez-Pan e Caballero, 2011). Estes acidos gordos apresentam um
comprimento de cadeira entre 16 a 18 atomos de carbono, sendo que, o acido oleico e o
linoleico sdo acidos gordos insaturados, ou seja, contém ligacdes duplas (Pérez-Gago e Rhim,
2014). A Figura 7 apresenta um exemplo da estrutura quimica de um acido gordo, o acido

linoleico.

HOWM

Figura 7 - Estrutura quimica do acido linoleico (Byun et al., 2014).

Outro exemplo de derivados lipidicos é o uso de 6leos vegetais (Pérez-Gago e Rhim, 2014). O
oleo vegetal é uma gordura vegetal liquida a temperatura ambiente, obtida de frutos ou
sementes (Decreto-Lei no 106/2005 de 29 de Junho do Ministério da agricultura , do
desenvolvimento rural e das pescas, 2005). A Tabela 2 apresenta a composicao de alguns 6leos
vegetais disponiveis no mercado. Cerqueira et al. (2012) no estudo sobre a influéncia do 6leo
de milho na permeabilidade ao vapor de agua em filmes de galactomananas concluiram que a

incorporacao de 6leo diminui a WVP do filme controlo.
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Tabela 2 - Compostos maioritarios de alguns 6leos vegetais, composicao expressa em percentagem total
de acidos gordos adaptado de Decreto-Lei no 106/2005 de 29 de Junho do Ministério da agricultura , do
desenvolvimento rural e das pescas, (2005).

Acido Oleo de semente de ) . .
Oleo de soja Oleo de milho Oleo de amendoim
gordo girassol
Palmitico 5,0-7,6 8,0-13,5 8,6 - 16,5 8,0 - 14,0
Estearico 2,7-6,5 2,0-5,4 ND - 3,3 1,0-4,5
Oleico 14,0 - 39,4 17,7 - 28,0 20,0 - 42,2 35,0 - 67,0
Linoleico 48,3 - 74,0 49,8 - 59,0 34,0 - 65,6 13,0 - 43,0

ND - nao detetavel, definida como < 0,05%

2.5.3. Propriedades antimicrobianas

A contaminacao microbiana ainda é uma preocupacdo em paises desenvolvidos, uma vez que
reduz a vida Util e seguranca dos alimentos (Dashipour et al., 2015). Odores indesejaveis e
alteracbées no aroma, cor e textura podem ser acelerados devido ao crescimento de
microrganismos. Além disso, alguns microrganismos e as suas toxinas podem causar surtos

alimentares graves (Corrales et al., 2014).

Em alimentos solidos ou semissélidos, o crescimento microbiano ocorre principalmente na sua
superficie. Como referenciado anteriormente, filmes comestiveis possuem a capacidade de
incorporarem aditivos alimentares com o proposito de melhorar a qualidade dos alimentos,
nomeadamente a incorpora¢ao de agentes antimicrobianos, que podem melhorar a funcao
protetora dos filmes, através da prevencao e retardamento do crescimento microbiano (Campos
et al., 2011; Corrales et al., 2014). A principal vantagem desta tecnologia reside na taxa de
difusao do agente antimicrobiano, a qual pode ser retardada, mantendo desse modo as altas
concentracbes dos agentes antimicrobianos na superficie do produto por periodos de tempo

prolongados (Sanchez-Gonzalez et al., 2011).

Os oleos essenciais estdo entre os varios compostos naturais utilizados como agentes
antimicrobianos (Valencia-Chamorro et al., 2011). Sdo compostos volateis, com um odor forte
produzidos por plantas aromaticas como metabolitos secundarios (Dashipour et al., 2015). O
Coentro (Coriandrum sativum L.) € uma planta aromatica bem conhecida amplamente usada
como tempero nas industrias de alimentos. O 6leo de sementes de coentros € um dos 20
principais Oleos essenciais no mercado mundial e é conhecido por exercer atividade
antimicrobiana (Silva et al., 2011b). A sua atividade antimicrobiana ja foi demonstrada contra

diferentes bactérias Gram-positivas e negativas e fungos (Silva et al., 2011a, 2011b).
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1. Modificacao quimica das xilanas - carboximetilacao

Numa primeira fase deste trabalho de investigacao realizou-se a modificacdo quimica da xilana
nativa, para posteriormente produzir os filmes. A modificacao da xilana nativa foi realizada de
acordo com o método descrito por Petzold et al. (2006). Dissolveu-se 10 g de xilanas (Sigma)
em 50 mL da solucdo aquosa de NaOH (Pronalab) a 25% (m/v). A dissolucao foi feita a
temperatura de 30°C durante 4 horas de forma a garantir a dissolucao total das xilanas. Apos
este periodo, adicionou-se 70 mL de 2-propanol (Merck), sendo a mistura reacional
vigorosamente agitada a mesma temperatura durante 30 minutos. Posteriormente adicionou-
se 8,78 g de SMCA (Sigma-aldrich), tendo-se, de seguida, aumentado a temperatura para 65°C.
A reacao com o SMCA decorreu durante 70 min. A mistura reacional foi neutralizada com uma
solucdo de acido acético (Pronalab) 2 M. As xilanas modificadas, carboximetilxilanas, foram
precipitadas com etanol e recuperadas por filtracdo sob vacuo. Na filtracdo, as
carboximetilxilanas foram lavadas uma vez com 100 mL de etanol aquoso a 65% (v/v) e quatro
vezes com 100 mL de etanol. O produto foi seco a temperatura ambiente. O procedimento
descrito foi repetido varias vezes, de forma a obter uma quantidade suficiente de
carboximetilxilanas para a preparacao dos filmes. Posteriormente, fez-se a caracterizacao das

carboximetilxilanas por RMN.

3.2. Caracterizacao das xilanas comerciais e carboximetilxilana

A estrutura quimica das xilanas comerciais e carboximetilxilanas foi caracterizada por
ressonancia magnética nuclear (RMN). Os espectros de protdo ('H) foram registados num
espectrometro Bruker Avance Il 400 MHz. As xilanas foram dissolvidas em agua deuterada. Os
desvios quimicos (ppm) foram calibrados em relagcdo aos sinais de TMSP, usado como padrao

interno.

3.3. Preparacao dos filmes

Na segunda fase deste trabalho estudou-se a incorporacao de diferentes aditivos na formulacao
do filme de CMX com o objetivo de melhorar as suas propriedades mecanicas, hidrofdébicas e
antimicrobianas. Esta seccao encontra-se subdividida em 3 partes: a primeira parte
compreende a analise das propriedades mecanicas, na qual se avaliou a incorporacdo de
agentes de reticulacdo, nomeadamente AZC, glioxal e o polimero, agar. Na segunda parte
avaliou-se a hidrofobicidade dos filmes apds a incorporacao de acidos gordos e 6leos na
formulacao. Por Ultimo, estudou-se a atividade antimicrobiana dos filmes apos a incorporacao

de dleo essencial de coentros. Com o objetivo de preparar um filme que apresentasse uma
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harmonia entre as propriedades previamente estudadas, na parte final do trabalho
experimental elaborou-se uma formulacao contendo o conjunto dos aditivos que apresentaram

melhores resultados.

Os filmes de CMX com os respetivos aditivos foram preparados pelo método de evaporacao do
solvente. Foram realizadas varias formulacoes nas diferentes etapas deste estudo de acordo
com o seguinte procedimento. Dissolveu-se a CMX em agua destilada, a temperatura ambiente,
de seguida, adiciona-se o glicerol (Merck), como plastificante. A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética durante 5 min. Posteriormente foi adicionado o aditivo para modificacao
das propriedades mecanicas. Nesta parte do procedimento a solucao é aquecida e mantida sob
agitacao. Nas formulacdes com lipidos, estes sdo adicionados a solucao anterior seguindo-se
duas etapas de homogeneizacdo (homogeneizador Ultra-Turrax T25 da marca IKA). Uma
primeira etapa a 7600 rpm durante 2 min, e uma segunda etapa, mais intensa, a 12000 rpm
durante 2 min. A mistura final foi vertida para uma caixa de Petri e colocada na estufa. No final
da secagem, obteve-se o filme. Na Figura 8 esta representado um esquema geral do

procedimento para a producao dos filmes.

' Agua Oclicerol it Aditivo Agitacao magnética OLipidos

.

g U—U—U—((())) - U

1]

Solugao formadora de filme

¢

Evaporacao do solvente Homogeneizacao

Destacar Casting

(W W By ™

Figura 8 - Processo de producao dos filmes, adaptado de Azeredo et al. (2014).

Os aditivos usados para o estudo das propriedades mecanicas foram: AZC (Sigma-aldrich),

glioxal (Merck) e o agar (SAFC). As formulagdes testadas estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Formulacdes relativas ao estudo das propriedades mecanicas, com 1% de solidos totais.

olimero/Plastificante %CMX %Glicerol
Aditivo 0,45 0,47 0,5 0,54 0,52
Glioxal 0,2
0,30
AZC 0,23 0,2 0,16
Agar 0,25 0,23 0,2 0,16
Agar 0,25 0,23
0,25
AZC 0,23

A temperatura de secagem das formulacdes com agar, AZC e glioxal foi 70, 30 e 60°C, respetivamente.
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Os lipidos usados no estudo da hidrofobicidade dos filmes de CMX foram os acidos: estearico
(AS) (Merck), oleico (AO) (Merck), linoleico (AL) (TCI) e 6leo vegetal (OV) (supermercado). No
estudo da hidrofobicidade foram realizadas misturas de um acido gordo com um éleo (6leo
essencial de coentros (OC) (Sigma - Aldrich) ou OV) na proporcao 1:2 A quantidade desta
mistura, nas formulacgdes, foi de 0,1% em relacado aos solidos totais. As formulacdes, com 1% de
solidos totais estao resumidas na Tabela 4. Os filmes produzidos nesta etapa foram usados para

avaliar a atividade antimicrobiana.

Tabela 4 - Formulacoes usadas no estudo da hidrofobicidade dos filmes.

Formulagédo base Mistura de 6leos com acidos gordos
OC + AS
0,47% CMX, 0C + AL
0,23%Agar,
0,2% Glicerol OC + A0
OV + AS

A temperatura de secagem das formulacoes foi de 30°C

Para a preparacao do filme final usou-se o procedimento descrito anteriormente.
Adicionalmente prepararam-se mais dois filmes, um reticulado com o AZC e outro com agar. E
de salientar que em todos os filmes foram realizadas as duas etapas de homogeneizacao. As
formulacdes do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao estao apresentadas na
Tabela 5.

Tabela 5 - Formulacées do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao.

Formulagdes %CMX %Agar %AZC %Lipidos %Glicerol
Controlo 0,50 0,25
CMX:Ag 0,50 0,25 0,25
CMX:AZC 0,50 0,25 0,30
CMX:Ag:Lip (Final) 0,50 0,25 0,70 0,20

Lipidos (mistura de acido linoleico e oleo vegetal), na proporcao de 1:1.

A temperatura de secagem das formulacées foi de 30°C
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3.4. Caracterizacao dos filmes

3.4.1. Espessura e gramagem
A espessura dos filmes foi determinada num micrometro (Adamel Lhomargy model MI 20). As
medicoes foram feitas em seis posicoes aleatorias do filme. A gramagem (G) dos filmes foi

obtida através da razao entre a massa do filme e a area do mesmo, expressa em g/m?,

3.4.2. Propriedades mecanicas

A avaliacao das propriedades mecanicas dos filmes foi feita com base no ensaio de resisténcia
a tracéo tendo por base a norma ISO 1924/2. Os filmes foram cortados em provetes com 80 mm
de comprimento e 15 mm de largura. As propriedades de tracao foram avaliadas em quatro
provetes de dois filmes. O ensaio foi realizado no equipamento Thwing-Albert Instrument Co.,
a velocidade 10 mm/min e com uma distancia inicial das garras de 50mm. As propriedades
mecanicas (tensdo de rutura, indice de tracao e modulo de elasticidade) foram determinadas

a partir do grafico de tensao versus deformacao.

A tensao de rutura (c), expressa em MPa, é a forca maxima (F) exercida por area da seccao

transversal do provete, equacao 1.

0 indice de tracédo (IT), expresso em Nm/g, € determinado pela razdo entre a resisténcia a
tracdo (S) e a gramagem do filme, equacao 2. A resisténcia a tracdo € a razao entre a forca

maxima de rutura e a largura do provete.

0 modulo de elasticidade (E), expresso em MPa, é a razdo entre a tensdo de rutura e a
deformacao (&), na regiao elastica da curva de tensao vs deformacéo, conforme a equagao 3,

onde L e Ly, sao, respetivamente, os comprimentos final e inicial do provete.
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3.4.3. Propriedades hidrofébicas

A hidrofobicidade da superficie dos filmes foi avaliada através da medicdo do angulo de
contacto com a agua. O angulo de contacto é definido como o angulo formado entre a linha de
base da gota e a tangente no ponto de contacto da gota de agua com a superficie, o resultado
€ expresso em graus (Ojagh et al., 2010). A medicao do angulo de contacto foi realizada no
instrumento OCAH 200 DataPhysics usando o método da gota séssil. O ensaio decorreu a
temperatura de 22°C e a 50% HR. Foram efetuadas 6 medicbes em diferentes posicoes da

superficie do filme. O valor médio foi calculado.

3.4.4. Propriedades térmicas

A andlise diferencial de calorimetria (DSC - Differential Scanning Calorimetry) e a analise
termogravimétrica (TGA - Thermogravimetric Analysis) foram realizadas para analisar o
comportamento térmico dos filmes. As curvas de DSC foram obtidas no equipamento NETZSCH
DSC 204. As amostras de filmes, aproximadamente 7 mg, foram cortadas em pedacos pequenos
e colocadas num cadinho, que depois de selado foi furado. Um cadinho vazio foi usado como
referéncia. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a uma velocidade de 10°C/min numa
gama de temperatura entre 0 e 500°C para os filmes CMX:AZC e CMX:Ag:Lip e 0 até 300°C para

os filmes controlo e CMX:Ag.

A analise termogravimétrica foi realizada usando um equipamento TGA Q50 (TA Instruments).
Aproximadamente 3 g de amostra de filme foram colocados num cadinho de platina e aquecida
entre 0 e 500°C usando uma velocidade de aquecimento de 5°C/min. O nitrogénio foi usado

como gas de purga.

3.4.5. Propriedades oticas

A cor e transparéncia dos filmes foram avaliadas usando um espectrofotometro Technidyne
Color Touch 2 Model Iso. As medicbes foram realizadas em trés posicoes aleatorias dos filmes
usando o iluminante D65 e observador 10°. A cor dos filmes foi determinada de acordo com o
sistema de cor CIE L*a*b*. Neste sistema, L indica a luminosidade, variando entre zero (preto)
e 100 (branco), os eixos horizontais representados por a* e b* sdo as coordenadas cromaticas
que variam entre -a* (verde) e +a* (vermelho) e -b* (azul) a +b* (amarelo) (Costa et al., 2015).
A transparéncia é a propriedade de um material transmitir luz e pode ser determinada usando

a equacao 4 (Popson et al., 1996):

10000
T= (Rw_Ro)_{R _R0:|
(W)
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Onde Ry, € a refletancia em % da amostra, quando posicionada sobre um fundo branco, R, é a

refletancia da amostra sobre um fundo preto e Ry, € a refletancia do fundo branco usado.

3.4.6. Microestrutura dos filmes

A microscopia eletronica de varrimento (SEM - Scanning Electron Microscopy) foi utilizada para
avaliar a microestrutura dos filmes. As imagens foram obtidas no microscopio eletrénico modelo
Hitachi S-3400N. Para avaliar a seccao transversal, os filmes foram fraturados com a ajuda de
uma lamina. Posteriormente as amostras de filme foram colocadas em suportes de aluminio
com o auxilio de fita-cola adesiva de duas faces e pulverizadas com ouro usando um evaporador
de metais (Quorum Q150R ES). Todas as amostras foram analisadas a uma voltagem de
aceleracao de 20 Kv. Antes de realizar o SEM, os filmes foram mantidos num exsicador durante

aproximadamente trés semanas.

3.4.7. Permeabilidade ao vapor de agua

Para determinar a WVP é necessario calcular previamente a velocidade de transmissao de vapor
de agua (WVTR - Water Vapor Transmission Rate). A WVTR de um material em folha é a massa
de vapor de agua transmitido por unidade de tempo e por unidade de area de uma face do
material para a outra sob determinadas condicdes. A WVTR dos filmes foi medida através do
método gravimétrico, de acordo com a norma ASTM E96/E96M, usando o equipamento Regmed
- modelo PVA/4, representado na Figura 9. Os filmes foram dispostos sobre uma caixa de
aluminio, onde previamente foi colocado 15 g de cloreto de calcio granulado (Sigma-aldrich)
como dissecante. Os filmes ficaram sujeitos a uma atmosfera proxima de 0% de HR numa das
faces e 50% de HR na outra, a temperatura de 22°C. Posteriormente os filmes foram selados
com parafina, previamente fundida. A area exposta do filme foi de 50 cm?. Por Gltimo, as caixas
foram removidas e pesadas de duas em duas horas, durante 48 horas. As medicées foram
realizadas em duplicado e os valores foram usados para tracar o grafico de variacdo da massa

ao longo do tempo. A WVTR foi calculada de acordo com a equacao 5.

Am

WVTR = AL (5
A

Onde Am/At é o declive da reta obtida de 11 pontos, expresso em g/dia e A é a area de teste

em mZ.
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A WVP foi calculada segundo a mesma norma usando a equacao 6:

WVIR _ WVIR
AP P(R —R,)

WVP = (6)

Onde AP é a diferenca da pressao de vapor entre as duas faces do filme, e é a espessura média
do filme expressa em m, P é a pressao de saturacdo do vapor de agua a temperatura de 22°C.
A esta temperatura a pressao de saturacao do vapor de agua é de 2643,38 Pa (Perry et al.,

1999), R, é a HR do laboratorio e R; a HR no interior da caixa de aluminio.

Figura 9 - Sistema utilizado (Regmed - modelo PVA/4) para a determinacao da WVTR dos filmes.

3.4.8. Permeabilidade ao oxigénio

A velocidade de transmissao de oxigénio (OTR - Oxygen Transmission Rate) foi determinada
pela empresa AIMPLAS - Instituto Tecnoldgico del Pldstico, a 23°C e 50% HR de acordo com a
norma ASTM F1927-14. OTR é a quantidade de oxigénio transmitida por unidade de tempo e por
unidade de area de uma face do filme para a outra. A area exposta do filme foi de 5 cm?2. As
medicoes foram realizadas em duplicado e os valores da OTR foram usados para determinar a
OP, sendo que os resultados finais da OTR e OP sao expressos em média. A OP foi calculada
multiplicando a OTR pela espessura média (e) do filme e dividindo pela diferenca da pressao

parcial do oxigénio (APQ,) entre as duas faces do filme, conforme equagéo 7:

_ OTR
APO,

OP

xX€ (7)
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3.4.9. Determinacdo da atividade antimicrobiana dos filmes

A atividade antimicrobiana dos filmes contra as bactérias, Bacillus cereus ATCC 11778,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella typhimurium
ATCC 13311 foi determinada pelo método de difusao em agar, segundo a norma M2-A8 de The

National Committee for Clinical Laboratory Standards, com algumas modificacoes.

Este método consiste na aplicacdo de uma amostra de filme sobre uma placa de agar
previamente inoculada com o microrganismo teste e ap6s a incubacdo em condicdes
especificas, o diametro da zona em que nao ocorreu crescimento de microrganismos é medido
(Campos et al., 2011). Antes dos ensaios antimicrobianos, nomeadamente 24 h, cada bactéria
foi inoculada em meio solido Brain-Heart Infusion (Liofilchem) com agar (Pronadisa) para
assegurar o crescimento 6timo dos microrganismos em estudo. A partir desta cultura overnight
realizou-se uma suspensao em solucao salina de 0,85% (m/v) (NaCl, Fisher Chemical) de modo
a obter uma densidade 6tica de 0,5 McFarland (=1x108 Unidades Formadoras de colonias/mL).
De seguida procedeu-se a inoculacédo das estirpes em placas contendo meio Mieller-Hinton Agar
(MHA) (Merck Co.). A inoculacao é feita mergulhando uma zaragatoa estéril na suspensao, antes
de inocular, retira-se o excesso de liquido da zaragatoa, pressionando a mesma contra o tubo
de falcon e espalha-se o inoculo contido na zaragatoa sobre o meio MHA, sdo feitos trés
espalhamentos, girando a placa num angulo de 60° entre cada espalhamento, de forma a
garantir um espalhamento uniforme do indculo. Como passo final, passa-se com a zaragatoa na
margem da placa de agar. Foram assepticamente cortadas amostras de cada filme em forma
de disco com diametro de 10 mm. Os filmes cortados foram entdo colocados nas placas
inoculadas de cada estirpe. Fez-se um controlo negativo, que consistiu na colocacao da amostra
de filme numa placa com meio MHA, sem inoculo, permitindo confirmar a ndo contaminacéo
dos filmes. Por ultimo, as placas foram incubadas a 37°C durante 24 h. Posteriormente, o
diametro dos halos de inibicao foi medido. Foram realizados ensaios em triplicado de cada filme

em diferentes dias.
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Capitulo 4 - Discussao e Resultados

4.1. Caracterizacao da carboximetilxilana por RMN

Do ponto de vista estrutural, a analise espectroscopica de RMN pode fornecer informacées Uteis
para a determinacao da estrutura das xilanas (Barbat et al., 2008). O espectro de protao da
xilana comercial, representado na Figura 10, apresenta dois grupos importantes de protoes: os
protoes das unidades de D-xilose nao substituida da cadeia principal e os protées dos residuos
do acido 4-0-metilglucurdnico (Barbat et al., 2008). As unidades de D-xilose nao substituidas
sao caracterizadas pelos sinais: du; = 3,3; Susax = 3,4; Suz = 3,6; Sna= 3,8; Ouseq=4,1 € 641=4,5
ppm (Barbat et al., 2008; Belmokaddem et al., 2011). Os desvios quimicos & = 5,3 e 3,5 ppm
sao atribuidos ao protdao H' e aos protdes do grupo metoxilo caracteristicos do acido 4-O-
metilglucuronico.
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Figura 10 - Espectro de "H RMN da xilana comercial de faia. Hx Xil corresponde aos protées presentes nas
unidades de D-xilose e Hx AMeGlc aos protdes do acido 4-O-metilglucurdnico. Ax e Eq correspondem as

conformacoes dos protoes, axial e equatorial respetivamente.

O "H RMN, apresentado na Figura 11, foi usado para determinar o grau de substituicao das CMX.
Comparando o espectro de protdo da xilana comercial com o da CMX é possivel observar o
aparecimento de trés novos sinais. Os desvios quimicos & = 4,58, 4,54 e 4,63 ppm correspondem
ao protdao anomérico da D-xilose quando ocorre a introducédo do grupo carboximetil na posicao
0-2, 0-3 ou 0-2 e 0-3, respetivamente. A integracao destes novos sinais face a integracdo dos
sinais relativos aos protdes anoméricos D-xilose e do AMeGlc permite determinar o GS da CMX.
0 GS obtido foi de 0,3. E importante salientar que a caraterizacdo das CMX por RMN foi realizada
diretamente no polimero, sem efetuar previamente a despolimerizacao do polimero como é,

geralmente, referido na literatura.
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Figura 11 - Espectro de 'H RMN da CMX.

4.2. Melhoramento das propriedades do filme CMX

4.2.1. Analise da resisténcia mecanica dos filmes

A resisténcia mecanica dos filmes é uma das propriedades mais importantes, uma vez que esta
reflete a capacidade do filme para proteger o produto alimentar de danos mecanicos que
possam ocorrer durante o seu processamento, transporte, armazenagem, comercializacao e
utilizacao final (Janjarasskul e Krochta, 2010; Mikkonen e Tenkanen, 2012). Além disso, a perda
de integridade mecanica do filme devido as pobres propriedades mecanicas reduz a sua eficacia
como barreira (Navarro-Tarazaga et al., 2008). As propriedades mecanicas mais comuns
relatadas em estudos de filmes a base de polissacarideos sdo obtidas a partir de testes de
tracdo, nomeadamente, a tensao de rutura e mddulo elasticidade e mais raramente o indice

de tracdo. Nos ensaios preliminares apenas se usou como método de selecao a tensao de rutura.

Assim, inicialmente usou-se uma quantidade intermédia de aditivo (agente reticulante ou
polimero), 0,2%, com o objetivo de decidir qual dos aditivos proporcionaria melhor resisténcia
mecanica. Este estudo permitiu excluir de imediato o glioxal, uma vez que o filme com este
aditivo apresentou uma tensao de rutura significativamente baixa comparativamente aos filmes
com AZC, agar e controlo, (resultados nao mostrados). Posteriormente fez-se um novo estudo,
variando a quantidade de agar e AZC na formulacao do filme de CMX. A tensao de rutura dos

filmes CMX com as diferentes quantidades de aditivo e glicerol esta representada na Figura 12.
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Figura 12 - Tensao de rutura dos filmes CMX com Agar ou AZC.

De um modo geral, a incorporacédo de AZC ou agar melhora a resisténcia mecanica do filme de
CMX (0% de aditivo), conforme pode ser confirmado na Figura 12. Os filmes reticulados com
AZC apresentaram uma tensao de rutura maior, comparativamente ao filme de CMX com agar,
entre 0,16 a 0,23% de aditivo, tanto para os filmes com 0,25 como 0,3% de glicerol. Era esperado
um aumento progressivo da resisténcia mecanica com o aumento da % de aditivo, em ambos os

filmes. No entanto, verificaram-se algumas oscilacdes nos resultados obtidos.

No filme reticulado com AZC e com 0,3% de glicerol, a tensao de rutura aumenta com o aumento
da quantidade de AZC, entre 0,16 a 0,2% e decresce entre 0,2 a 0,23%. O aumento das
propriedades mecanicas pode ser explicado pela formacao de novas ligacdes, nomeadamente
ligacdes de hidrogénio, como ja referenciado na revisao bibliografica (Figura 6). A formagao
destas novas ligacoes aumenta a coesdo entre as cadeias poliméricas da CMX dificultando a sua
separagao e consequentemente aumenta a forca maxima para quebrar o filme (Guilbert et al.,
1996). Estas mudancas nas propriedades mecanicas, causadas pela adicdo de agentes
reticulantes, nomeadamente o AZC foram previamente observadas para filmes de
galactoglucomananas e filmes de PVA:xilana (Chen et al., 2015; Mikkonen et al., 2013). Quanto
ao decréscimo da tensdo de rutura no filme com 0,23% de AZC e 0,3% de glicerol, um
comportamento semelhante foi observado por Chen et al. (2015) num filme de PVA:xilana
reticulado com AZC, porém, os autores nao explicam o porque deste resultado. Provavelmente,
o decréscimo da tensédo de rutura com o incremento de AZC podera ser explicado, pelo aumento
excessivo das interacoes intermoleculares originadas entre a CMX e o AZC, limitando a
mobilidade das moléculas de CMX, tornando estes filmes mais rigidos e quebradicos. Este efeito
foi observado por Reddy e Yang (2010) num filme de amido reticulado com acido citrico. O
aumento da quantidade do acido citrico provocou uma diminuicdo da tensdo de rutura.
Efetivamente, durante a execucao experimental, foi observado que o filme com 0,25% AZC e
0,25% glicerol, apresentava-se quebradico apds a secagem, nao sendo possivel realizar o ensaio

de tracao. Comparando o filme com 0,23% de AZC e 0,3% glicerol com o filme que contém a
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mesma quantidade de AZC, mas com 0,25% de glicerol, verifica-se um aumento da tensao de
rutura com a diminuicao da quantidade de glicerol. A tensao de rutura aumentou de 12,59 +
2,40 para 22,31 + 2,74 MPa. Este comportamento era expectavel, uma vez que o aumento do
plastificante diminui as interacées moleculares entre as cadeias poliméricas, aumentado a sua

mobilidade e tornando os filmes menos resistentes (Janjarasskul e Krochta, 2010).

Quanto aos filmes que contém agar, estes apresentam mais oscilacdes nos resultados de tensao
de rutura comparativamente aos filmes reticulados com AZC. Estas ligeiras oscilacoes dever-
se-d0 ao facto do agar nao ter ficado totalmente homogéneo no filme. Apesar disso, os
resultados obtidos estao de acordo com um estudo realizado onde a incorporacao de agar
melhorou a resisténcia mecanica de um filme de amido (Wu et al., 2009). A mistura de agar
com a CMX melhora a resisténcia mecanica do filme comparativamente ao controlo,
provavelmente, devido a formacao de ligacbes de hidrogénio intermoleculares entre o CMX e o
agar. De igual modo que o filme reticulado com AZC, a diminuicao da quantidade de glicerol
no filme com 0,25% de agar conduz a um aumento da tensao de rutura. A tensao de rutura
aumentou de 19,74 + 2,46 para 29,33 + 0,74 MPa, apds o decréscimo de 0,3% de glicerol para
0,25%.

Resumindo, os filmes que apresentaram melhor resisténcia foram aqueles em que se incorporou
menor quantidade de glicerol, sendo o filme com 0,25% de agar aquele que exibiu maior

resisténcia mecanica de entre todos os filmes estudados.

4.2.2. Analise da hidrofobicidade da superficie dos filmes

0 angulo de contacto (AC) com agua é geralmente usado para prever a hidrofobicidade dos
filmes comestiveis (Atef et al., 2014). Na teoria, o angulo de contacto pode variar desde 0° até
180°, isso significa, respetivamente, que a gota de agua pode-se espalhar completamente na
superficie solida ou opostamente nao ocorre nenhum espalhamento. Na pratica, um angulo de
contacto elevado representa uma superficie hidrofobica, ao passo que um angulo reduzido
revela uma superficie hidrofilica. Em termos quantitativos, e para melhor distinguir uma
superficie hidrofilica de uma hidrofdbica é atribuida, a primeira, um AC < 65° e a segunda um
AC > 65° (Karbowiak et al., 2006). Na Figura 13 estdo representados os angulos de contacto
para os filmes produzidos. O filme controlo foi aquele que apresentou menor valor de angulo
de contacto. Assim, pode referir-se que este filme apresenta uma superficie hidrofilica. A sua
natureza hidrofilica é atribuida aos grupos carboxilmetil e hidroxilo presentes na CMX (Alekhina
et al., 2014). Os filmes enriquecidos com a mistura de OC+AL e OC+AO tiveram um aumento no
valor do AC de 11% e 38%, respetivamente, face ao filme controlo. Os filmes com OC+AS e
OV+AS nao apresentaram diferencas significativas entre si. Contudo, o filme com a mistura de
lipidos OV+AS exibiu o maior angulo de contacto, 66,01° + 1,4 sendo o Unico filme com superficie

hidrofébica. O facto do filme com OV+AS apresentar o maior angulo de contacto, podera dever-
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se ao OV, uma vez que este é uma mistura de diversos acidos gordos. Os filmes enriquecidos
com os acidos gordos e dleo essencial de coentros, apesar de hidrofilicos, mostraram ter um
carater mais hidrofobico do que o filme controlo. Como referenciado na revisao bibliografica,
a eficacia dos acidos gordos na hidrofobicidade dos filmes depende da sua estrutura,
nomeadamente, o comprimento da cadeia e grau de saturacdo. Segundo Pérez-Gago e Rhim
(2014), geralmente a hidrofobicidade aumenta com o comprimento da cadeia e decresce com
o nimero de ligacoes duplas. Todos os acidos gordos utilizados neste trabalho possuem o mesmo
comprimento de cadeira alifatica, variando apenas no nimero de ligagdes duplas. O AS, AO, AL
tém, respetivamente, zero, uma e duas ligacdes duplas. Os resultados obtidos estdo de acordo
com o que Pérez-Gago e Rhim (2014) concluiram no seu trabalho, isto &, que o aumento das
ligacoes duplas induz a diminuicao da hidrofobicidade dos filmes. De acordo com os resultados
apresentados neste estudo, pode concluir-se que a mistura do 6leo vegetal com um acido gordo

€ a mais eficiente para aumentar a hidrofobicidade da superficie do filme CMX.
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Figura 13 - Angulo de contacto dos filmes com as diferentes misturas de acidos gordos e éleo essencial de
coentros; e oleo vegetal com acido estearico.

4.2.3. Analise da atividade antimicrobiana

A maioria das doencas de origem alimentar é causada pela ingestdo de alimentos contaminados
com microrganismos ou com os seus produtos metabolicos toxicos. As bactérias Bacilus cereus,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium sao consideradas
importantes agentes patogénicos alimentares responsaveis por surtos alimentares em todo
mundo. Estas bactérias podem estar presentes em alimentos como o leite e seus derivados,
carne e produtos a base de carne, ovos, vegetais, alimentos prontos a comer, entre outros
(Hdngaro et al., 2014). Para o controlo destes microrganismos, a incorporacao de agentes
antimicrobianos de origem natural em filmes pode ser uma alternativa aos agentes
antimicrobianos de origem sintética. Assim, neste trabalho estudou-se a atividade
antimicrobiana do éleo essencial de coentros e do acido linoleico incorporados em filmes CMX,

contra as bactérias mencionadas anteriormente.
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Neste estudo observamos que os filmes que continham oleo essencial de coentros nao
mostraram atividade antimicrobiana contra os microrganismos em estudo, com excecao do
filme que continha AL (resultados nao mostrados). No entanto, Silva et al. (2011b), num estudo
onde se analisou a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de coentros contra diversos
microrganismos, demonstraram que o 6leo exibia atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos, até mesmo contra as bactérias testadas neste estudo. Contudo, quando o 6leo
essencial de coentros é incorporado nos filmes em estudo deixa de exibir atividade
antimicrobiana contra as bactérias testadas. Estes resultados podem, provavelmente, estar
relacionados com a proporcao de OC/polimero utilizado no filme e as possiveis interacoes entre
o polimero e os compostos ativos do OC. De acordo com Sanchez-Gonzalez et al. (2011) estes
fatores desempenham um papel importante na atividade antimicrobiana do filme. Além disso,
a espessura do filme pode influenciar a difusao e concentracao do agente antimicrobiano na
superficie do mesmo (Appendini e Hotchkiss, 2002). E contrariamente ao observado neste
estudo, tem sido descrita a atividade antimicrobiana de filmes com oleos essenciais
incorporados (Campos et al., 2011; Sanchez-Gonzalez et al., 2011). Face aos resultados obtidos,
decidiu-se estudar a atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com AL e mistura com
outro lipido, nomeadamente OV, uma vez que a mistura de OV com um acido gordo exibiu
melhor desempenho em termos de hidrofobicidade da superficie do filme. Os resultados do
diametro dos halos de inibicdo para os filmes com AL e com mistura de lipidos estado

representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com AL. A mistura de lipidos esta na
proporcao 1:1. A composicao dos filmes esta representada no anexo 1.

Diametro do halo de inibicdo, mm

Tipo de filme

B. cereus S. aureus E. coli S. typhimurium
(ATCC 11778) (ATCC 25923) (ATCC 25922) (ATCC 13311)
Controlo 02 02 02 02
0,35% AL 17 £ 0,71 21+ 0,71 10° + 0,00 10° + 0,00
0,7% AL 16 + 0,00 19 + 0,71 10° + 0,00 10° + 0,00
0,7% (AL+QV) 14 + 0,00 15+ 1,16 10¢ + 0,00 10° + 0,00

Resultados apresentados como média + desvio padrao.
aDissolveu-se no meio de cultura.

BInibicdo por contacto.

¢Crescimento sob filme.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, verificou-se que o filme controlo, sem
lipidos, ndo apresentou atividade antimicrobiana contra os microrganismos em estudo. Este
resultado era esperado, uma vez que, a maior parte das xilanas nao exibem atividade
antimicrobiana. No entanto, alguns resultados contraditérios sao reportados por outros autores
(Ebringerova, 2012; Ebringerova et al., 2005; Petzold-Welcke et al., 2014). E de salientar que

o filme controlo dissolveu-se no meio de cultura, este comportamento foi devido a natureza
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mais hidrofilica do filme controlo em relacdao aos filmes enriquecidos com lipidos.
Relativamente aos restantes filmes, apresentados na Tabela 6, estes apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus. No
entanto, para as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli e Salmonella typhimurium, apenas
nos filmes com 0,35% e 0,7% de AL se observou atividade antimicrobiana por contacto. Em geral,
a menor suscetibilidade dos microrganismos Gram-negativos a acao de agentes antimicrobianos
pode ser explicada, pela presenca de uma membrana exterior em torno da parede celular
destes microrganismos, a qual limita a difusdo dos compostos hidrofébicos através do seu
revestimento de lipopolissacarideos (Burt, 2004). De acordo com a literatura, os acidos gordos
possuem a capacidade de inibir o crescimento de bactérias (Desbois e Smith, 2010). A atividade
antibacteriana dos acidos gordos é influenciada pela sua estrutura e forma, ou seja, em funcao
do comprimento da cadeia alifatica e nimero de ligacdes duplas. Acidos gordos insaturados de
cadeia longa, por exemplo o acido linoleico, tendem a ser mais ativos contra bactérias Gram-
positivas do que contra Gram-negativas. Porém, ainda ndo foi documentado na literatura como
€ que os acidos gordos exercem a sua atividade sobre as bactérias (Desbois e Smith, 2010). No
que diz respeito aos filmes com apenas acido linoleico, observa-se que o aumento da
quantidade do AL para o dobro nao traz melhoria na atividade antimicrobiana contra as
bactérias em estudo (Tabela 6). De acordo com Appendini e Hotchkiss (2002), a espessura do
filme desempenha um papel importante na difusao e concentracao do agente antimicrobiano,
quando este se encontra aprisionado no filme, podendo explicar os nossos resultados. Como se
pode observar no anexo 1, o filme com 0,7% de AL tem maior espessura do que o filme com
0,35% de AL, desta forma, o aumento da espessura provocou a diminuicdo do halo de inibicao
contra as bactérias Gram-positivas, o que podera indicar aprisionamento do AL no filme.
Contudo, o aumento da espessura nao influenciou a atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas, em que a atividade antimicrobiana por contacto permaneceu inalterada. E ndao
se observou halos de inibicdo. Quanto ao filme que contém mistura de lipidos, para as bactérias
Gram-positivas, observou-se uma diminuicao do halo de inibicdo, comparativamente ao filme
com 0,35% AL. Esta diminuicdo pode dever-se ao aumento da espessura e a composi¢cao do OV.
0 OV é composto por diversos acidos gordos, os quais, possivelmente, poderao interagir mais
intensamente com os restantes componentes do filme, e de certa forma dificultar a difusao do
AL até ao meio de cultura. O facto de nao se ter observado atividade antimicrobiana por
contacto nas bactérias Gram-negativas, evidencia o referido anteriormente acerca do OV. Entre
as bactérias Gram-positivas, S. aureus foi a bactéria mais suscetivel a acao do AL, o que podera
estar relacionado com as diferencas na estrutura da parede celular, da forma e da capacidade

que B. cereus possui para formar esporos (Muppalla et al., 2014).
Estes resultados permitem concluir que a incorporacao do acido linoleico nos filmes em estudo

torna-o num agente antimicrobiano atrativo para aplicacao na preservacao alimentar, onde as

bactérias em causa sao prevalentes.
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Com base nos resultados obtidos na resisténcia mecanica, hidrofobicidade e atividade
antimicrobiana, pode concluir-se que o filme de CMX com 0,25% de agar e 0,25% de glicerol
mostrou melhor resisténcia mecanica, a incorporacdo de uma mistura de 6leo vegetal com acido
estearico foi a experiéncia que apresentou melhores resultados em termos de hidrofobicidade.
Por Ultimo, a presenca de acido linoleico proporcionou atividade antimicrobiana ao filme CMX.
No seguimento deste estudo decidiu-se produzir um filme que incorporasse este conjunto de
aditivos, surgindo assim, o filme final com a composicao de 0,5% CMX, 0,25% de Agar, 0,7% de
lipidos (acido linoleico e 6leo vegetal) e 0,2% de glicerol. Na mistura de lipidos substitui-se o
acido estearico pelo acido linoleico, uma vez que este apresenta propriedades antimicrobianas
e a diminuicao da quantidade de glicerol foi compensada pelo carater plastificante dos lipidos.
Além deste filme foram ainda produzidos e caracterizados os filmes de CMX reticulados com
AZC e com agar, uma vez que ambos proporcionaram uma melhoria na resisténcia mecanica do
filme CMX.

4.3. Caracterizacao do filme final e dos filmes com agentes de
reticulacao

4.3.1. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas (indice de tracdo, tensdo de rutura e modulo de elasticidade) dos
filmes controlo, CMX:Ag, CMX:AZC e CMX:Ag:Lip estdo representadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Gramagem, espessura e propriedades mecanicas do filme final e dos filmes com agentes de

reticulacao.
indice de Tensido de Modulo de
Gramagem Espessura
Filme 5 tracao rutura Elasticidade
(g/m?) (Hm)
(Nm/g) (MPa) (MPa)
Controlo 74,81 £ 12,54 51,27 + 15,38 3,25 +0,44 4,79 + 1,10 188,43 + 45,96
CMX:Ag 89,35 + 3,93 56,42 + 1,06 17,48 + 0,73 27,67 + 0,97 1043,12 + 36,98
CMX:AZC 74,25 + 9,43 47,00 + 2,02 12,27 + 1,57 20,95 + 3,02 1164,64 + 96,15
CMXAGLIP 895,208  73,67:0,19 1430£0,89 17,35+ 0,83 616,26 + 29,89
(Final)

A incorporacao de aditivos melhora as propriedades mecanicas do filme controlo, filme que
contém apenas CMX e glicerol, como se pode observar na Tabela 7, e como ja verificando
anteriormente em termos de tensdao de rutura. Os filmes a base de polissacarideos sao
conhecidos por exibir fracas propriedades mecanicas (Zhang et al., 2014). Por exemplo, no
estudo de Alekhina et al. (2014), um filme CMX exibiu uma tensao de rutura de 12 MPa, valor

superior, ao obtido neste estudo, para um filme do mesmo tipo, em que a tensao de rutura foi
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apenas de 4,79 MPa. Esta diferenca podera dever-se ao GS da CMX usada e as
condicoes/quantidades utilizadas na producao do filme. O filme produzido neste trabalho
continha glicerol, enquanto o do estudo mencionado ndao. Também, o elevado contelido de agua
no filme podera justificar as diferencas obtidas. A analise termogravimétrica mostrou que o
filme controlo foi o que apresentou maior teor de agua, conforme poderemos verificar mais
adiante.

Comparando os filmes CMX:Ag e CMX:AZC pode observar-se que o filme com agar apresenta
maior tensao de rutura e indice de tracdo comparativamente ao filme reticulado com AZC. Este
resultado pode dever-se ao plastificante, em maior quantidade no filme com AZC. Apesar do
filme reticulado com AZC ter menor resisténcia mecanica do que o filme CMX:Ag, este foi o que
apresentou maior modulo de elasticidade. Alias, foi o que exibiu maior médulo de elasticidade,
de entre todos os filmes desta etapa. O modulo de elasticidade, como o proprio nome indica,
traduz a elasticidade de um filme, a qual esta relacionada com a sua rigidez (Valencia-Chamorro
et al., 2011). Quanto maior o modulo de elasticidade menor serd a deformacao elastica do
filme e maior a sua rigidez (Callister, 2001). Este resultado permite constatar que o AZC tem
uma melhor capacidade para interagir com as cadeias poliméricas da CMX do que o agar, ou
seja, € melhor agente reticulante que o agar. A Figura 14 apresenta, como exemplo, o grafico

tensao vs deformacao obtido para o filme CMX:AZC.

Forca (N)

02 00 02 04 06 08 10 12 14

Posicao (mm)

Figura 14 - Grafico tipico da tensao vs deformacao do filme CMX:AZC.

Regressando ao filme CMX:Ag é de realcar que este filme, produzido nesta etapa, apresentou
menor resisténcia mecanica comparativamente ao mesmo filme produzido previamente nos
ensaios efetuados para o estudo da resisténcia mecanica. Esta diferenca podera ter resultado
da necessidade de alterar o procedimento de preparacao dos filmes produzidos na ultima etapa
deste trabalho de investigacao. De acordo com Guilbert et al. (1996) as propriedades mecanicas

dependem nao so6 da estrutura do polimero, mas também das condicoes de formacao do filme.

Comparando o filme que contém lipidos com o filme CMX:Ag pode constatar-se que a
incorporacao de lipidos diminui de forma drastica as propriedades mecéanicas. Tal tendéncia
tem sido reportada por diversos autores, (Pérez-Gago e Rhim, 2014; Péroval et al., 2002). O

efeito negativo dos lipidos nas propriedades mecanicas podera ser explicado pela formacéo de
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uma grande quantidade de espacos vazios ao longo de toda a espessura do filme, como se pode
visualizar mais a frente nas imagens obtidas no SEM. Estas zonas dificultam a interacao entre

as cadeias dos polimeros, resultando num decréscimo das propriedades mecanicas.

Em resumo, tendo em conta os resultados obtidos, o filme com agar originou melhores
propriedades mecanicas. Contudo, uma vez que o objetivo deste trabalho é produzir um filme
que contenha igualmente propriedades antimicrobianas, o filme com lipidos, embora menos

resistente, apresenta melhoria nas restantes propriedades.

4.3.2. Propriedades hidrofébicas

Os valores experimentais do angulo de contacto dos filmes em estudo estao apresentados na
Figura 15. Observou-se que o filme controlo tem o menor angulo de contacto, 37,32° + 1,65.
Este valor é comparavel com o obtido para um filme de carboximetilcelulose produzido no
estudo de Oun e Rhim (2015) e ao filme de CMX sem plastificante produzido por Velkova et al.
(2015). Em relacao aos outros filmes em estudo, o angulo de contacto aumentou quando se
incorporou o agar, AZC e a mistura de lipidos (acido linoleico e o6leo vegetal), pela sequéncia
apresentada. Apesar da presenca destes compostos no filme aumentar o angulo de contacto,
apenas o filme com lipidos é considerado hidrofébico, uma vez que apresenta um angulo
superior a 65°, mais concretamente 69,69° + 2,48. Os filmes CMX:Ag e CMX:AZC, com angulo de
contacto de 50,66° + 1,10 e 52,45° + 3,79, respetivamente, apresentam uma diferenca de
apenas 1,79°. O aumento da hidrofobicidade destes dois filmes podera ser explicado pela
diminuicdo dos grupos hidrofilicos (OH") disponiveis na CMX apds a reacao de reticulacdo entre
os aditivos. Atualmente, ndo foram ainda documentados estudos de angulos de contacto em
filmes de CMX reticulados com AZC e com agar tornando-se dificil a confirmacao destes

resultados.
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Figura 15 - Angulo de contacto do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao finais.
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4.3.3. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua é a propriedade mais extensamente estudada em filmes
com aplicacado na area alimentar. Conforme os resultados apresentados na Tabela 8, os lipidos,
0 AZC e o agar tém uma influéncia similar na WVP do filme de CMX comparativamente ao filme

controlo.

Tabela 8 - Espessura, velocidade de transmissao de vapor de agua (WVTR), permeabilidade ao vapor de

agua (WVP) do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao.

Espessura WVTR WvVP
Filme
(um) (gd'm? (x10¢ g d' m' Pa")
Controlo 40,90 + 4,12 109,82 + 5,40 3,39+£0,18
CMX:Ag 58,90 + 3,54 68,76 + 7,43 3,07 £ 0,51
CMX:AZC 42,70 + 2,12 90,48 + 6,42 2,93 £0,35
CMX:Ag:Lip (Final) 74,20 + 1,41 46,79 + 0,68 2,63 + 0,01

Resultados apresentados como média + desvio padrao.

Estes resultados estao em concordancia com os obtidos para a hidrofobicidade. A incorporacao
de agar ou AZC bem como a adicao de lipidos na formulacdo dos filmes reduz WVTR e WVP
possivelmente devido a formacao de estruturas mais compactas e com maior tortuosidade, as
quais dificultam a migracdao das moléculas de agua através do filme. Também o aumento da
hidrofobicidade, devido a diminuicdo dos grupos hidrofilicos, podera igualmente contribuir para
estes resultados (Azeredo et al., 2014; Benavides et al., 2012; Wu et al., 2002).

O filme constituido por CMX, agar e lipidos apresentou a menor WVP comparativamente aos
filmes controlo, CMX:Ag e CMX:AZC. Como referenciado na revisao bibliografica, a incorporacao
de lipidos reduz o racio entre o carater hidrofobico e hidrofilico dos filmes, o qual diminui a
sua solubilidade em agua e portanto a sua permeabilidade ao vapor de agua. Segundo Wu et al.
(2002) a incorporacao de lipidos aumenta a complexidade da matriz do filme, resultando no
aumento da tortuosidade. As imagens de SEM obtidas, conforme documentado mais a frente,
mostram uma grande quantidade de vazios no filme, os quais podem dificultar o percurso das
moléculas de agua através do mesmo. A melhoria da WVP foi ja documentado em trabalhos
anteriores, nos quais, acidos gordos foram adicionados a uma matriz de xilana (Péroval et al.,
2002) ou oleos vegetais foram adicionados a matrizes de xilana e a outras matrizes (Cerqueira
et al., 2012; Péroval et al., 2002).

Comparando a WVP dos filmes de CMX com AZC e com agar, o filme CMX:AZC é ligeiramente
melhor do que o filme CMX:Ag. Resultado similar foi obtido no estudo do angulo de contacto,
em que a superficie do filme com AZC é ligeiramente mais hidrofébica do que a superficie do

filme com agar, concordando assim com uma menor WVP. Esta ligeira diferenca entre os filmes
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podera sugerir que o AZC tem uma melhor capacidade de reticulacdao que o agar, como ja
observado nas propriedades mecanicas. Ambos os filmes tiveram menor WVP comparativamente
ao filme controlo. Em relacao ao filme com AZC, Mikkonen et al. (2013) chegaram a resultados

similares, no entanto em filmes de galactoglucomananas reticuladas com AZC.

E interessante observar que a WVTR foi maior no filme CMX:AZC do que no filme CMX:Ag ao
contrario do que se observou na WVP. Permitindo, assim, sugerir que a espessura do filme

influencia a transferéncia do vapor de agua através do mesmo (Figura e Teixeira, 2007).

Face aos resultados obtidos pode afirmar-se que embora a adicao de aditivos ao filme CMX
tenha uma influéncia similar na WVP, o filme com lipidos revelou ser o mais eficiente na
reducao da WVP. E ainda, as propriedades barreira ao vapor de agua dos filmes dependem, nao
s6 da composicdo dos mesmos, mas também da microestrutura dos filmes. Estes resultados

foram igualmente documentados no trabalho levado a cabo por Kowalczyk e Baraniak (2014).

4.3.4. Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade ao oxigénio (OP) é também uma das propriedades dos filmes comestiveis mais
estudada (Miller e Krochta, 1997). A presenca de oxigénio tem efeitos negativos na manutencao
da qualidade dos produtos alimentares, uma vez que a sua presenca esta envolvida na oxidacdo
dos componentes alimentares e no crescimento microbiano. A Tabela 9 apresenta os resultados
relativos a velocidade de transmissdo de oxigénio e permeabilidade ao oxigénio do filme

controlo e dos filmes com AZC, agar e lipidos.

Tabela 9 - Espessura, velocidade de transmissdo de oxigénio (OTR), permeabilidade ao oxigénio (OP) do

filme final, dos filmes com agentes de reticulacao e de filmes sintéticos.

Filme Espessura OTR oP
(um) (cm3 m2d") (cm3 pm m2d'KPa™")
Controlo 51,00 + 5,37 30,50 + 0,71 15,83 + 1,30
CMX:Ag 63,15 + 3,75 3,00 + 1,41 1,96 + 1,03
CMX:AZC 46,90 + 7,07 12,00 + 2,83 5,86 + 2,23
CMX:Ag:Lip (Final) 79,00 + 2,55 <0,012
HDPE - - 1870°
LDPE - - 427°

Resultados apresentados como média + desvio padrao.

a0s valores obtidos em ambas as amostras foram inferiores ao limite inferior da gama de medicao do
aparelho (0,01 cm3 m2d").

bCondicbes de teste: 23°C e a 50%HR; dados retirados de Miller e Krochta (1997).
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Os filmes a base de polissacarideos sdo geralmente boas barreias ao oxigénio devido as ligacoes
de hidrogénio formadas entre os polimeros que o constituem, contribuindo para a formacéo de
estruturas organizadas e compactas (Grondahl et al., 2004; Martin-Belloso et al., 2009). O
processo de difusao das moléculas de oxigénio através de uma matriz polimérica esta associado
ao volume livre (Miller et al., 2012). O volume livre é definido como o espaco vazio que nao é
ocupado pela microestrutura das moléculas do polimero (Wang et al., 2007). No presente
estudo, a incorporacao de aditivos a CMX, torna os filmes mais compactos, conforme poderemos
verificar mais a frente, e consequentemente o volume livre entre as cadeias poliméricas &
reduzido, diminuindo a OP (Miiller et al., 2012; Wang et al., 2007). Além disso, os filmes
apresentam uma maior rigidez (maior médulo de elasticidade) relativamente ao filme controlo,
provocando uma menor mobilidade entre as cadeias poliméricas, ou seja, & mais dificil as
cadeias poliméricas permitirem a passagem das moléculas de oxigénio (Miller e Krochta, 1997).
Globalmente, todos os filmes em estudo apresentaram baixa OP comparativamente a alguns

filmes sintéticos, como polietileno de alta e baixa densidade (HDPE e LDPE, respetivamente).

Quanto ao filme controlo, este apresentou melhor OP comparativamente ao filme de CMX
produzido no estudo desenvolvido por Alekhina et al. (2014), no entanto, os valores de OP
obtidos, no presente trabalho, nao sao tao baixos como os documentados para filmes de
arabinoglucuronoxilanas (Escalante et al., 2012) e glucuronoxilanas (Grondahl et al., 2004). De
acordo com Krochta e De Mulder-Johnston citado por Mikkonen e Tenkanen (2012), filmes com
OP inferiores a 10 cm® pm m2d'KPa™', destinados a serem aplicados em alimentos, podem ser
considerados boas barreiras ao oxigénio. Com base nesta informacao, o filme controlo pode ser
usado como barreira ao oxigénio, mesmo sem aditivos. Contudo, tem a desvantagem de

apresentar baixas propriedades mecanicas e uma fraca barreira ao vapor de agua.

Relativamente aos filmes CMX:Ag e CMX:AZC e contrariamente ao que se observou na WVP, o
filme CMX:Ag apresenta melhor OP do que o filme CMX:AZC. Provavelmente os melhores
resultados obtidos para o filme reticulado com agar, poderao dever-se ao aumento da espessura
do mesmo. De acordo com Park e Chinnan, (1995) o aumento da espessura do filme provoca a
diminuicdo da OP e a WVP aumenta a medida que a espessura do filme aumenta. A OP do filme
de CMX com AZC é ligeiramente superior a do filme de galactoglucomananas com AZC produzido

no trabalho levado a cabo por Mikkonen et al. (2013).

No filme com lipidos, o melhor em termos de WVP, nao foi possivel determinar a OP devido a
este valor ser inferior ao limite minimo de medicdo do aparelho. O que leva a concluir que a
adicao de substancias hidrofobicas a filmes de CMX e agar diminui a OP. Um comportamento
semelhante foi observado em filmes de amido com a incorporacdo de dleo de girassol no

trabalho desenvolvido por Garcia et al. (2000).
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De acordo com os resultados obtidos na OP, pode concluir-se que os filmes produzidos nesta
etapa do trabalho apresentam uma boa barreira ao oxigénio e sao apropriados para
revestimentos ou embalagens no setor alimentar, como revestimento de frutos frescos ou
vegetais que necessitam de uma certa quantidade de oxigénio para a respiracdo (Alekhina et
al., 2014).

4.3.5. Microestrutura dos filmes

A microestrutura dos filmes fornece informacodes relevantes sobre o arranjo dos componentes
no filme (Ghasemlou et al., 2011) e foi investigada através de microscopia eletrdonica de
varrimento (SEM). Os resultados encontram-se documentados na Figura 16. Observando as
imagens, é possivel verificar que a superficie de todos os filmes é lisa e uniforme, sem
irregularidades, a excecao do filme que contém lipidos, o qual apresenta uma superficie rugosa.
No entanto, na seccao transversal observam-se algumas diferencas estruturais entre eles. No
filme controlo, a estrutura da CMX é considerada heterogénea devido a sua seccao transversal
irregular (Phan The et al., 2009). Saxena e Ragauskas (2009) obtiveram resultados semelhantes
em relacao a um filme de xilana nativa, caracterizando a sec¢ao transversal como rugosa. O

filme controlo parece ser menos compacto comparativamente aos restantes filmes.

Quanto ao filme CMX:Ag, este apresenta uma estrutura com duas camadas. A parte superior é
uma estrutura compacta e que de acordo com Phan The et al. (2009), possivelmente,
corresponde ao agar. Por outro lado, a parte inferior apresenta uma estrutura menos compacta
e semelhante ao filme controlo. Morris (2006) sugere que quando dois polissacarideos sao
misturados e gelificam, varios tipos de estruturas de gel podem ocorrer. Quando dois polimeros
se associam de forma independente para formar redes separadas que se interlacam, a estrutura
formada é denominada de rede interpenetrante (Morris, 2006). Uma vez que o agar € um
polissacarideo com a capacidade de formar gel, podera ocorrer a formacdo de uma rede
interpenetrante entre a CMX e o agar quando a temperatura da formulacao do filme decresce.
No entanto, no decorrer da secagem do filme, a rede de agar retrai, diminuindo o espaco
intersticial disponivel para reter a CMX, conduzindo assim, a uma separacdao de fases na
estrutura do filme. Um resultado similar foi reportado por Phan The et al. (2009), num filme
de agar e amido. Os autores sugeriram que a separacao de fases estaria relacionada com a
elevada concentracdo de amido. Eventualmente poderao ainda ocorrer interacoes
intermoleculares por pontes de hidrogénio entre o agar e a CMX, uma vez que ambos possuem
grupos hidroxilo disponiveis. Este resultado corrobora com os observados no estudo das

propriedades mecanicas.
No que diz respeito ao filme reticulado com AZC, este apresenta uma estrutura com trés
camadas, duas externas semelhantes e uma interior. E de realcar, que embora seja possivel

observar camadas no filme CMX:AZC, estas aparentam estar ligadas entre si, ou seja, a
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separacao nao € tao evidente como no filme CMX:Ag. A medida que ocorre a secagem,
presumivelmente, podera ocorrer uma organizacao estrutural entre a CMX reticulada com o
AZC e a CMX. Provavelmente, as camadas externas correspondem a CMX reticulada com AZC,
devido a sua aparéncia mais compacta e a camada interior, correspondera a CMX. Chen et al.
(2015) trabalharam com um filme composito de xilana e PVA reticulado com AZC, e através das
imagens obtidas no SEM, concluiram que o aumento da quantidade de AZC melhora a

compatibilidade entre os componentes utilizados, devido as ligacdes de hidrogénio formadas.

Por Gltimo, o filme que contém lipidos distingue-se dos restantes. A sua seccado transversal
revela uma estrutura heterogénea em que as particulas lipidicas estdo retidas de forma
descontinua na matriz polimérica, as quais formam uma grande quantidade de vazios,
originando a rugosidade observada na superficie. Ao contrario do que se observou no filme
CMX:Ag, no filme com lipidos nao se visualizou separacao de fases, o que podera ser explicado
pelo efeito plastificante dos lipidos. Como é sabido, os plastificantes aumentam a flexibilidade
dos filmes através da reducéo das ligacoes de hidrogénio intermoleculares ao longo das cadeias
poliméricas aumentando, consequentemente, o espaco intermolecular (Janjarasskul e Krochta,
2010). Assim, no decorrer da secagem do filme com lipidos, o espaco intersticial existente
provavelmente sera maior do que o espaco intersticial do filme CMX:Ag, desta forma, a medida
que o agar retrai, o espaco intersticial € suficiente para reter a CMX, nao provocando separacdo

de fases.

CMX:Ag-a CMX:AZC - a CMX:Ag:Lip-a

CMX:AZC - b CMX:Ag:Lip - b

Figura 16 - Imagens do SEM da superficie (a) e seccao transversal (b) do filme final e dos filmes com agentes

de reticulacao.
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4.3.6. Propriedades oticas

As propriedades oticas de filmes sdao um atributo importante que influencia a sua aparéncia, o
seu valor comercial e a sua aplicabilidade, sendo igualmente um fator importante na
aceitabilidade dos filmes por parte do consumidor (Ahmad et al., 2015; Dashipour et al., 2015).
A transparéncia e a cor CIE L*a*b* sdo os parametros, habitualmente usados para descrever as
propriedades oticas deste tipo de material. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela
10.

Tabela 10 - Transparéncia e cor do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao.

Filme Transparéncia L* a* b*
Controlo 93,25 + 0,39 88,76 + 0,63 0,52 + 0,20 23,19 + 2,27
CMX:Ag 94,14 + 1,11 88,29 + 0,11 0,45 + 0,02 22,45 + 0,05
CMX:AZC 95,38 + 0,92 90,30 + 0,62 -0,18 £ 0,06 16,51 + 2,15

CMX:Ag:Lip (Final) 90,59 + 0,34 89,82 + 0,20 1,05 + 0,03 17,23 + 0,25

Resultados apresentados como média + desvio padrao.

No geral, pode afirmar-se que os filmes apresentam elevada transparéncia, conforme
documentam as imagens da Figura 17 e os resultados apresentados na Tabela 10. Porém, a
presenca de lipidos levou a uma ligeira diminuicdo da transparéncia do filme. Este mesmo
resultado foi documentado por Falguera et al. (2011). A diminuicdo da transparéncia pode estar
associada ao comportamento da luz quando esta incide em superficies com lipidos, uma parte
da luz reflete-se na superficie e a outra penetra nos lipidos refratando-se, desta fracao, uma
parte reflete-se na superficie e outra refrata-se novamente e assim sucessivamente. Este
fenomeno pode igualmente explicar a aparéncia de bandas claras e escuras, tipo ondas, na
superficie dos filmes que contém lipidos. Relativamente aos restantes filmes, o filme de
CMX:AZC exibiu uma transparéncia proxima do filme CMX:Ag e ambos apresentaram uma
transparéncia superior ao filme controlo. Provavelmente, a menor transparéncia do filme
controlo podera ser explicada por uma estrutura menos densa. Todos os filmes apresentam
valores elevados de L* (luminosidade), o que significa que tém uma aparéncia clara e exibiram
uma cor amarelada evidenciada pelos valores elevados do parametro b*. Os filmes controlo e
CMX:Ag sdo consideravelmente mais amarelos que os filmes CMX:Ag:Lip e CMX:AZC. E de realcar
que a adicao de diferentes materiais ao filme controlo diminui a cor amarelada do mesmo,
dependendo do tipo de material adicionado. As propriedades oticas fundamentam o ja

observado na pratica.
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Figura 17 - Aparéncia do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao.

4.3.7. Propriedades térmicas

Os resultados obtidos no ensaio TGA para os filmes produzidos sao mostrados na Figura 18. As
curvas termogravimétricas (TG) representam a perda de massa, em percentagem, em funcdo
da temperatura a qual a amostra é submetida, neste estudo escolheu-se a gama de temperatura
entre 0 - 500°C. A curva DTG, derivada termogravimétrica, corresponde a derivada da variagao
da massa em relacao a temperatura. Neste método sdo obtidas as curvas que correspondem a
primeira derivada TG, estas curvas permitem identificar, com melhor exatidao, as

temperaturas iniciais e finais de perda de massa (lonashiro, 2004).

Analisando os resultados apresentados na Figura 18, verifica-se que todos os filmes exibem
varias etapas de degradacao térmica, sendo algumas delas semelhantes e outras diferentes. A
primeira etapa de perda de massa € comum a todos os filmes, ocorre numa gama de
temperaturas que varia aproximadamente entre 17 e 124°C dependendo do filme, e esta
relacionada com perda de agua presente nos filmes, a qual pode estar ligada quimica e
fisicamente aos constituintes do filme (Reddy e Rhim, 2014). Relativamente a esta etapa pode
ainda salientar-se uma perda de agua mais acentuada no filme controlo, cerca de 12% e uma
menor perda no filme CMX:Ag:Lip, cerca de 5%. Estes resultados mostram o carater mais

hidrofilico do filme controlo em oposicao ao carater hidrofdbico do filme com lipidos.
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Figura 18 - Curvas termogravimétricas (TG e DTG) do filme final e dos filmes com agentes de reticulacao.

A-TGeB-DTG.

A segunda etapa, também comum a todos os filmes (com excecdo do filme CMX:AZC), inicia-se
sensivelmente a temperatura de 180°C e termina sensivelmente aos 252°C, registando-se
pequenas diferencas nestes dois valores de temperaturas entre os filmes. Esta etapa €
normalmente atribuida a volatilizacao do glicerol (Reddy e Rhim, 2014). As etapas subsequentes
apresentam algumas diferencas para os varios filmes. No caso do filme controlo, a Gltima etapa
de perda de massa é atribuida a degradacdo da CMX. A etapa ocorreu entre 228 e 313°C, com
um pico maximo de degradacao a 269°C, registando-se uma perda de massa de 22% nesta gama
de temperatura, estes resultados estao de acordo com outros trabalhos publicados (Alekhina et
al., 2014; Yang et al., 2007). No filme de CMX:Ag a terceira etapa de degradacao térmica
localiza-se entre os 214°C e 339°C, correspondendo provavelmente, a degradacao térmica dos
dois polimeros, CMX e Agar. Nesta etapa ocorreu uma perde de massa de 34%. El-Hefian et al.
(2012) sugerem que a degradacao térmica maxima do agar ocorre a uma temperatura cerca de
300°C, no entanto, no caso do filme CMX:Ag este valor nao se apresenta tao bem definido,
provavelmente, porque estamos perante uma mistura de dois polimeros. Quanto ao filme de
CMX:AZC pode observar-se uma perda de massa menos acentuada em relacao aos restantes
filmes. A segunda etapa de degradacao térmica ocorre entre 93 e 149°C com uma perda de
massa de 5%, a qual podera resultar da libertacao de moléculas de agua coordenadas ao zirconio
(Sako e Sakai, 2013). De seguida, entre 194 a 312°C, regista-se uma nova perda de massa de
aproximadamente 21%, associada a decomposicao das xilanas e do glicerol. Posteriormente,
entre as temperaturas 331 e 433°C, observa-se a Ultima etapa de perda de massa, de
aproximadamente 10%, a qual podera reverter da cristalizacdo do AZC (Sako e Sakai, 2013). E

de realcar que este filme é o que apresenta maior quantidade de massa residual. Na curva
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termogravimétrica do filme CMX:Ag:Lip, entre as temperaturas de 183 e 483°C, ocorrem
sucessivas perdas de massa, registando-se quatro picos sucessivos. O primeiro pico a
temperatura de 222°C corresponde, possivelmente, a volatilizacao do glicerol. O segundo pico
a 279°C, presumivelmente estara associado a degradacdo térmica dos polimeros, CMX e agar.
0 terceiro pico a temperatura de 344°C, podera corresponder a evaporacao do acido linoleico,
e/ou produtos derivados da sua degradacao, o que corrobora com os resultados obtidos por
Kapusniak e Siemion (2007). O Ultimo pico a 473°C corresponde, possivelmente, a degradacao
térmica do 6leo vegetal, mais concretamente, os acidos gordos monoinsaturados (Santos et al.,
2002). De registar que este filme é o que apresenta menor quantidade de massa residual. Apds
a degradacao térmica, as percentagens residuais a temperatura de 500°C foram de 30, 34, 47
e 23%, respetivamente para os filmes controlo, CMX:Ag, CMX:AZC e CMX:Ag:Lip. A massa
residual da CMX esta em conformidade com outros trabalhos publicados (Alekhina et al., 2014).
A elevada massa residual presente nos filmes controlo e CMX:Ag podera estar associada a
quantidade de sais presentes, 0s quais poderao ter origem no processo de modificacao da xilana
nativa ou ainda nos processos de extracao e purificacao da xilana nativa (Ren e Sun, 2010). Esta
conclusao esta em conformidade com os resultados obtidos na analise de cinzas da xilana nativa
e da CMX, as quais foram, respetivamente 21 e 7%. A percentagem de massa residual no filme
que contém lipidos, possivelmente, estara associada a degradacédo incompleta do dleo vegetal,
nomeadamente, acidos gordos saturados (Santos et al., 2002) e a formacao de inorganicos
complexos. O filme CMX:AZC apresentou maior massa residual, provavelmente, devido a
degradacdo incompleta e a formacdo de subprodutos resultantes da decomposicdo do AZC
(Rubio et al., 2009).

O comportamento térmico dos filmes foi ainda analisado por DSC. Este método permite a
monitorizacao de alteracbes nas propriedades fisicas ou quimicas dos materiais em funcéo da
temperatura, através da detecao de variacoes de calor associadas a tais processos. No DSC, o
principio de medicao baseia-se na comparacao entre a taxa de fluxo de calor da amostra e de
um material inerte de referéncia, os quais sdo aquecidos ou arrefecidos a mesma taxa. As
alteracdes na amostra associadas a absorcao ou a libertacao de calor causam uma alteracao no
fluxo de calor o qual é registado como um pico. A area sob o pico € diretamente proporcional
a alteracdo de entalpia e a sua direcao indica se o evento é endotérmico ou exotérmico
(Biliaderis, 1983). Os dados obtidos em DSC devem ser analisados com cuidado, pois sao o
resultado de todas as reacdes que ocorrem na amostra durante o ensaio. E de salientar que as
reacoes primarias poderdo desencadear produtos intermediarios e originar reacées secundarias
complexas. Por exemplo, a agua produzida pela fase de desidratacdo pode favorecer a
ocorréncia de reacoes de hidrélise, inibir a volatilizacdo e aumentar a formacao de residuo. A
Figura 19 ilustra os resultados obtidos para os filmes em estudo, na gama de temperatura entre
0 e 300°C, no caso dos filmes controlo e CMX:Ag e entre 0 a 500°C para os filmes CMX:AZC e
CMX:Ag:Lip.
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Figura 19 - Curvas DSC do filme final e dos filmes com agentes de reticulagao.

Como se pode visualizar na Figura 19, em todos os filmes desenvolvidos neste estudo foi
registado a temperatura de 100°C um pico endotérmico, caracteristico da desidratacao dos
filmes, este resultado esta de acordo com o obtido na analise TG. A partir da temperatura de
100°C o fluxo de calor é tendencialmente crescente correspondendo as reacdes exotérmicas
resultantes da decomposicao da CMX, Agar e AZC. Nesta etapa pode observar-se que no filme
controlo surge um pico maximo, exotérmico, a temperatura de 215°C, enquanto nos filmes
CMX:Ag e CMX:AZC, o correspondente pico, surge nas temperaturas de 237 e 283°C
respetivamente. Este resultado sugere que o filme de CMX apresenta maior estabilidade
térmica quando tem incorporado um agente reticulante, sendo o AZC aquele que oferece maior
estabilidade. E de salientar que o filme CMX:AZC apresenta um pico exotérmico mais
pronunciado do que os filmes controlo e CMX:Ag sugerindo maior entalpia neste estagio,
confirmando a sua maior estabilidade térmica. Outro aspeto a salientar € o aparecimento de
um pico endotérmico nos filmes controlo e CMX:Ag nas temperaturas de 235 e 247°C
respetivamente e que néo é visivel no filme CMX:AZC. Este resultado podera ser explicado pela
de

(endotérmicas), sugerindo que nos filmes controlo e CMX:Ag, as reacdes de volatilizacao

ocorréncia simultanea de reacoes carbonizacdo (exotérmicas) e volatilizacao
sobrepdem-se em termos energéticos as reagbes de carbonizagdo, ndo se observando este
resultado no filme de CMX:AZC, onde, possivelmente, as reacoes de carbonizacao sao mais
importantes nesta etapa. Ainda no filme CMX:AZC, a curva de DSC revela a temperatura de
388°C um novo pico também exotérmico que podera ser o resultado da cristalizacdo do AZC
(Sako e Sakai, 2013). Por ultimo, no filme com lipidos, observa-se um pico exotérmico a
temperatura de 223°C, o qual podera estar relacionado com a decomposicao dos polimeros CMX
e agar. Acima dos 340°C observa-se sucessivos picos exotérmicos, os quais, provavelmente,
correspondem a polimerizacdo do acido linoleico e acidos gordos presentes no éleo vegetal

(Souza et al., 2004). Simultaneamente poderdo ocorrer reacoes endotérmicas, nomeadamente
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evaporacao do acido linoleico, e decomposicao do acido linoleico e acidos gordos presentes no
oleo vegetal (Kapusniak e Siemion, 2007; Souza et al., 2004). No entanto, em termos

energéticos, as reacoes exotérmicas sobrepdem-se as reacoes endotérmicas.

Os resultados obtidos no TGA e DSC sugerem que a incorporacao de aditivos nos filmes de CMX
melhora a sua estabilidade térmica, sendo o filme reticulado com AZC mais estavel

termicamente.

4.3.8. Propriedades antimicrobianas

A Tabela 11 apresenta os resultados relativos a atividade antimicrobiana do filme final contra
as bactérias B. cereus, S. aureus, E. coli e S. typhimurium. No filme CMX:Ag:Lip verificou-se
um halo de inibicdo maior comparativamente ao mesmo filme dos estudos preliminares, que
anteriormente apresentou 14 e 15 mm de diametro, respetivamente para B. cereus e S. aureus.
Este aumento do halo de inibicdo estara, provavelmente, relacionado com a diminuicdo da
espessura do filme CMX:Ag:Lip, a qual, como ja mencionado, desempenha um papel importante
nas propriedades antimicrobianas dos filmes. No entanto, a diminuicdo da espessura nao
influenciou a atividade antimicrobiana nas bactérias Gram-negativas. Assim, pode concluir-se,
que a interacao dos lipidos com os restantes componentes do filme se sobrepde a influéncia da

espessura na atividade antimicrobiana.

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana do filme final.

Didmetro do halo de inibicao (mm)/imagens

Filme B. cereus S. aureus E. coli S. typhimurium
(ATCC 11778) (ATCC 25923) (ATCC 25922) (ATCC 13311)
CMX:Ag:Lip 16 £ 0,71 20 + 0,71 10 + 0,00 10 £ 0,00

Resultados apresentados como média + desvio padrao.
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Capitulo 5 - Conclusées e Perspetivas

Futuras

0 melhoramento das propriedades de filmes comestiveis a base de carboximetilxilanas foi o

principal objetivo deste estudo.

A primeira parte deste trabalho consistiu na modificacdo quimica das xilanas nativas, através
da reacao de carboximetilacdo. Com esta modificacdo quimica foi possivel obter xilanas,
nomeadamente carboximetilxilanas, solliveis em agua. Esta caracteristica é fundamental para

a producao de filmes comestiveis.

Na segunda parte experimental deste trabalho estudou-se o melhoramento das propriedades
mecanicas, hidrofdbicas e antimicrobianas dos filmes de CMX. Para levar a cabo este estudo
foram incorporados nas formulacoes dos filmes diferentes aditivos, nomeadamente, AZC, agar,
glioxal, acidos gordos, oleo vegetal e 6leo essencial de coentros. Usando diferentes técnicas de
caracterizacao foi possivel avaliar a qualidade dos filmes, os quais foram produzidos
laboratorialmente através da técnica de evaporacdo do solvente. Esta segunda etapa permitiu
fazer a selecao dos aditivos a usar na terceira parte experimental deste trabalho, na qual se
produziu uma formulacao para a obtencao de um filme que apresentasse o melhor compromisso
entre as propriedades mecanicas, hidrofobicas e antimicrobianas. Pode concluir-se que o agar,
oleo vegetal e acido linoleico foram os aditivos que proporcionaram melhores resultados nas

propriedades mencionadas anteriormente e que deram, portanto origem ao filme final.

No que concerne a terceira parte experimental, para além do filme de CMX composto por agar
e mistura de lipidos, produziram-se e caracterizaram-se dois filmes com apenas os agentes de
reticulacao, AZC e agar. Os filmes foram caracterizados em termos das propriedades
mecanicas, hidrofobicas, oticas, térmicas, microestrutura, permeabilidade ao vapor de agua e

ao oxigénio. Adicionalmente avaliou-se a atividade antimicrobiana do filme com lipidos.

Relativamente as propriedades mecanicas, os resultados obtidos permitiram concluir que o
filme CMX:Ag foi aquele que apresentou melhores propriedades mecanicas. No entanto, dado
que o objetivo deste trabalho foi também a producdo de um filme que possuisse igualmente
propriedades antimicrobianas, o filme com lipidos, embora menos resistente do que os outros
filmes estudados nesta terceira parte do trabalho, apresentou melhor desempenho mecanico

que o filme controlo.

As propriedades hidrofébicas do filme CMX foram melhoradas através da incorporacao dos

lipidos, oleo vegetal e acido linoleico na formulacdo. Esta conclusdo foi alcancada com base
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nos resultados obtidos através da avaliacdo do angulo de contacto com agua. O aumento da

hidrofobicidade dos filmes reduziu a permeabilidade ao vapor de agua, como era esperado.

Quanto a permeabilidade ao oxigénio, todos os filmes produzidos nesta parte experimental, em
especial o filme com incorporacao de lipidos, apresentaram baixa permeabilidade ao oxigénio,
permitindo concluir que os filmes a base de CMX, com ou sem aditivos, sdao apropriados para

embalagens destinadas ao setor alimentar, onde o oxigénio desempenha um papel importante.

A avaliacdo da microestrutura dos filmes, realizada através das imagens obtidas no SEM permitiu
concluir que as mesmas sao essenciais na compreensao das propriedades como a
permeabilidade ao vapor de agua e ao oxigénio, bem como a compatibilidade entre os

componentes utilizados na producao dos filmes.

No que diz respeito as restantes propriedades, pode ainda concluir-se que, todos os filmes
obtidos eram transparentes e de cor amarelada, sendo o filme com lipidos aquele que exibiu
menor transparéncia e uma cor amarela menos intensa. Na analise termogravimétrica e na
analise diferencial de calorimetria, os resultados obtidos sugeriram que a incorporacao de
aditivos nos filmes de CMX melhora a sua estabilidade térmica, sendo o filme com lipidos e o

filme reticulado com AZC aqueles que apresentaram maior estabilidade.

Pode ainda concluir-se que a presenca de acido linoleico proporcionou uma boa atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus aureus).
Estes resultados mostraram que o acido linoleico presente em filmes de CMX pode atuar como

agente antimicrobiano na preservacao alimentar, onde as bactérias em causa sao prevalentes.

Como trabalho futuro, em primeiro plano, seria interessante avaliar a aplicabilidade dos filmes,
quer como revestimento quer como embalagem, em alimentos onde as bactérias Bacillus cereus
e Staphylococcus aureus possam estar presentes. O estudo de outros aditivos que pudessem
proporcionar um 6timo compromisso entre as propriedades dos filmes, seria igualmente, um
assunto interessante a desenvolver em trabalho futuro. O estudo da estabilidade dos filmes é
igualmente um tema de interesse, dado que, os materiais de embalagem devem preservar as
suas propriedades durante longos periodos de tempo. Por ultimo, o estudo mais aprofundado
da componente antimicrobiana seria igualmente um tema de interesse a desenvolver,
nomeadamente, tentar encontrar um composto natural que tivesse uma acao mais ampla em

termos de microrganismos.
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Anexos

Anexo 1 - Composicao dos filmes com AL e mistura de lipidos (OL+AL) usados na analise da

atividade antimicrobiana dos ensaios preliminares.

Espessura
Formulagoes %CMX %Agar %AL %AS %0V %Glicerol (um)
pm
0,35%AL 0,50 0,25 0,35 0,2 94 + 2,35
0,7%AL 0,50 0,25 0,7 0,2 129 + 9,28
0,7% (AL+OV) 0,50 0,25 0,35 0,35 0,2 129 + 8,00
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