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RESUMO

Filmes sdo estruturas pré-formadas, independentes, que sdo utilizadas para envolver o
alimento apds o seu processamento, aumentando seu periodo de conservacdo e conferindo
aparéncia brilhante e atraente. S3o preparados a partir de materiais biologicos como
alternativa as embalagens plasticas sintéticas para melhorar a qualidade do meio ambiente. A
quitosana ¢ um polimero biodegraddvel composto de ligagdes P—(1.4)-D-glucosamina
(unidade desacetilada) e N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada). E produzida
comercialmente pela desacetilacdo da quitina, que € um elemento estrutural do exoesqueleto
de crustdceos. Ela € capaz de formar matrizes continuas e, que através de diversas técnicas de
producdo, podem ser transformadas em filmes e revestimentos comestiveis e/ou
biodegradaveis. Com o objetivo de avaliar o efeito das diferentes doses de radiacdo gama (0,
5,10 e 15 kGy) no p6 da quitosana, na solucdo filmogénica com concentracdes de quitosana
(1 e 2%), e nos biofilmes foi avaliado suas propriedades Opticas, morfologicas, reoldgicas e
mecanicas. Os filmes foram caracterizados pela espessura, cor, opacidade, microscopia
eletronica de varredura e propriedades mecanicas. Os diferentes tratamentos estudados
influenciaram significativamente as propriedades dos filmes, promovendo uma melhora nas
suas propriedades.

Palavras chave: quitosana, irradiagdo gama, biofilmes.



EFFECT OF IRRADIATION GAMMA ON CHITOSAN

ABSTRACT

Films are preformed structures, independent, that are used to wrap food after processing,
increasing their shelf life and enhancing its bright and attractive appearance. They are
prepared from biological materials as an alternative to the plastic synthetic containers to
improve the quality of the environment. Chitosan is a biodegradable polymer composed of [3-
(1-4) linked D-glucosamine (deacetylated unit) and N-acetyl-D-glucosamine (acetylated unit).
It is produced commercially by deacetylation of chitin, which is a structural component of the
exoskeleton of crustaceans. She is able to form films and edible and/or biodegradable
coatings. This work aimed evaluate the effect of different doses of gamma radiation (0, 5, 10
and 15 kGy) in the chitosan powder, filmogenic solution and in biofilms in concentrations of
1 and 2% of chitosan, in their optical, morphological, rheological and mechanical properties.
The films were characterized by the thickness, color, opacity, scanning electron microscopy
and mechanical properties. The different treatments significantly influenced their properties,
promoting an improvement.

Keywords: chitosan, gamma irradiation, biodegradable films.
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1 INTRODUCAO GERAL

A quitosana ¢ um polissacarideo obtido a partir da reacdo de desacetilagdo da
quitina em solu¢do alcalina, composta por unidades de glucosamina e n-
acetilglucosamina (YEN et al., 2009).

A quitosana tem sido muito estudada pois possui uma grande variedade de
aplicagdes devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, ¢ derivada de
biomassa abundante e barata (SZYMANSKA e WINNICKA, 2015) e tem a
capacidade de formar gel. Também possui atividades antimicrobianas, propriedades
de cicatrizacdo de feridas e atividade hemostatica que sdo caracteristicas muito uteis
no campo da biomedicina.

Nas industrias de alimentos sdo utilizadas como estabilizantes, espessantes,
no tratamento de agua e sdo facilmente processadas em nanofibras, nanoparticulas,
géis e filmes (YEN et al., 2008). E insoluvel em agua, mas dissolve em solugdes
aquosas de acidos organicos, como acético, formico, citrico, além de acidos
inorganicos, como cloridrico, resultando em soluc¢des viscosas capazes de formar
filmes.

Os biofilmes a base de quitosana sdo biodegradaveis, pois a quitosana ¢ um
material completamente degradado por microrganismos em processo de
decomposi¢do, o que ¢ mais um atrativo para as industrias, pois ¢ uma tentativa de
diminuir ou solucionar o problema da polui¢cdo. Suas principais caracteristicas estdo
relacionadas a habilidade de melhorar a qualidade nutricional e de aparéncia dos
alimentos, prolongando a sua vida de prateleira (ASSIS et al., 2009).

A radiacdo gama ¢ um método de modificar as propriedades de materiais
poliméricos biodegradaveis (CHOI et al, 2002). Apresenta vantagem ao ser aplicada
em polimeros uma vez que pontes fortes entre as macromoléculas podem ser
formadas, havendo reticulagdo das proteinas promovendo melhora nas propriedades
mecanicas e de barreira dos materiais (CHANTRA et al., 2006).

Irradiagdo ¢ um fendmeno fisico o qual had interacdo das ondas
eletromagnéticas com a matéria, que ionizam atomos ou moléculas induzindo reagdes
quimicas que podem interromper os processos celulares, organicos ou fisiologicos e

provocar o efeito desejado. A sua finalidade ¢ aumentar a estabilidade de
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armazenamento através da reducdo de microrganismos, da eliminacdo de parasitas ou
insetos, ou o bloqueio da atividade enzimatica (FDA, 2016). Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi desenvolver filmes biodegradaveis a base de quitosana e avaliar

os efeitos da irradiagdo gama nas suas propriedades.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FILMES BIODEGRADAVEIS

2.1.1 Definicoes

Coberturas sdo definidas como uma camada fina de material que ¢ aplicada
diretamente no alimento de forma liquida pelo método de imersdo ou aspersido,
enquanto que filmes sdo estruturas pré-formadas, independentes, que sdo utilizadas
para envolver o alimento ap6s o seu processamento (FLAGUERA et al., 2011). Sao
preparados a partir de materiais bioldgicos que agem como barreira a elementos
externos (fatores como umidade, dleo e gases), reduzem a perda de massa e as taxas
de respiracdo durante o transporte e a estocagem, aumentando seu periodo de
conservagdo e conferindo aparéncia brilhante e atraente (AZEREDO, 2003).

O uso de peliculas com esse proposito constitui vantagem econdmica,
evitando a necessidade de estocagem em atmosfera controlada, que ¢ um método mais
complexo e custoso, e implicaria em custos operacionais e de equipamento (DHALL,
2013). O desenvolvimento de filmes com caracteristicas de permeabilidade seletiva,
especialmente O,, CO; e etileno permitem o controle da respiragdo da fruta e reduzem
o desenvolvimento dos microrganismos (FABRA et al., 2011).

Quando um filme ou uma cobertura ¢ parte integrante do alimento, sendo
consumido juntamente com ele, a embalagem ¢ definida como comestivel. As
propriedades requeridas da pelicula comestivel dependem das caracteristicas do
alimento. Os revestimentos comestiveis ndo podem alterar a aparéncia, gosto e odor
originais do alimento e devem possuir boa aderéncia para ndo serem facilmente
removiveis no manuseio (ASSIS et al., 2009).

O termo biodegradavel ¢ aplicado quando o material ¢ completamente
degradado por microrganismos em um processo de decomposicdo, levando a
formagdo de biomassa e compostos naturais mais simples. O processo de
biodegradacao envolve etapas de despolimeriza¢do ou hidrdlise (quebra da cadeia) e
mineralizacdo a CO,, 4gua e sais, na presen¢a de microrganismos apropriados, meio
ambiente favoravel e substrato polimérico (KROCHTA e DE MULDER-
JOHNSTON, 1997).

As embalagens biodegraddveis e/ou comestiveis devem apresentar algumas
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propriedades funcionais e especificas. A principal utilidade de biofilmes esta
relacionada a habilidade de melhorar a qualidade de alimentos, prolongando a sua
vida de prateleira. Biofilmes podem também melhorar as propriedades mecanicas do
produto, facilitando o seu manuseio e transporte; e sensoriais, tais como cor, brilho,
transparéncia, rugosidade e pegajosidade (GUILBERT et al, 1996;
THARANATHAN, 2003). Ingredientes funcionais, como antocianinas e polifendis,
sdo muitas vezes incorporado nos biofilmes e consumidos junto com o produto final

para melhorar a qualidade nutricional e seguranc¢a do produto (DHALL, 2013).

2.1.2 Processos de producio

A formulagdo de filmes e coberturas requer o uso de pelo menos um
componente capaz de formar uma matriz estrutural com adequada coesividade
(MARINIELLO et al., 2003). As forgas coesivas dependem da estrutura do polimero,
do solvente utilizado, da temperatura e da presenca de outras moléculas tais como
plastificantes e agentes reticulantes (THARANATHAN, 2003). As substancias
formadoras de filmes, normalmente polimeros de alta massa molar, sdo capazes de
formar uma estrutura continua pelo rearranjo e interagao entre as moléculas sob acdo
de um tratamento quimico ou fisico.

Os compostos mais utilizados na elaboragdo de revestimentos sdo as proteinas,
os polissacarideos, os lipideos ou a combinacdo destes compostos (CHIEN et al.,
2007).

O método mais utilizado, em escala laboratorial, para obtencao dos filmes, que
sdo estruturas independentes, ¢ através do espalhamento da solucdo filmogénica em
um suporte (casting), seguido por um processo de secagem e posterior
desprendimento do filme. Porém exige um controle rigoroso da forma do suporte e do
nivel da estufa para evitar diferencas na espessura provocadas por desniveis durante a
secagem e, também, da temperatura, para os filmes ndo quebrarem durante a etapa de
secagem (JAVANMARD, 2009). Em processos industriais, as técnicas utilizadas na
fabricacdo dos filmes plasticos flexiveis podem ser adaptadas para a fabricacdo de
filmes biodegradaveis e/ou comestiveis. Sao essas extrusdo ou coextrusdo, laminacao,

e secagem em rolos para a evaporacdo do solvente (THARANATHAN, 2003).

2.1.3. Caracterizacao de filmes

O uso adequado de biofilmes depende fortemente das suas propriedades
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mecanicas e de barreira. Consequentemente, metodologias precisas para a
determinagdo do desempenho dos filmes sdo desenvolvidas. Além dessas
propriedades, outras caracterizagdes podem ser realizadas, tais como medidas de
espessura, isotermas de sor¢cdo de umidade, massa solubilizada em dgua e em outros
solventes, intumescimento, propriedades térmicas, difusividade de substancias ativas,
cor, brilho e opacidade (GUILBERT et al., 1996).

As propriedades mecanicas dos filmes estdo associadas a formulacdo
(macromolécula, solvente, plastificante), ao processo de obten¢do e a maneira de
aplicacdo (casting, pulverizagdo no caso de recobrimentos, suspensdo fundida)
(GUILBERT et al., 1996). A tensao e a deformacdo no ponto de ruptura de filmes
comestiveis podem ser determinadas em testes de tragdo (YANG e PAULSON,
2000). A tensdo na ruptura ¢ definida como a méaxima for¢a que um material pode
suportar (KROCHTA e DE MULDER-JOHNSTON, 1997). A medida da tensdo na
ruptura fornece informagdes da magnitude das forgas intermoleculares envolvidas na
matriz polimérica. O alongamento ¢ usualmente medido no ponto de ruptura do
material e representa a capacidade do material em se estender, refletindo, portanto sua
plasticidade.

A massa solubilizada em agua (MS) de filmes ¢ definida como a quantidade
de matéria seca que ¢ solubilizada apds 24 horas de imersdo (MULLER et al., 2008).
A avaliagdo dessa propriedade ¢ essencial para definir qual campo de aplicacdo do
filme, por exemplo, embalagens primarias requerem uma baixa massa solubilizada em
agua devido ao manuseio, transporte ¢ armazenamento das mesmas. Além disso,
alimentos com alta atividade de d4gua requerem filmes insoliveis para seu
acondicionamento.

A elevada taxa de absor¢do de agua traz consequéncias indesejaveis como a
reducdo da estabilidade estrutural do polimero, ou seja, a umidade na estrutura do
polissacarideo provoca o intumescimento da matriz com consequente desagregacao
das fibras e destacamento do filme, além da aceleragdo da degradacdo por ataque de
microrganismos (THEIN-HAN e KITIYANANT, 2007). O intumescimento de filmes
¢ o resultado da difusdo de moléculas de solvente para o interior dos mesmos e sua
acomodacdo na estrutura polimérica. Essa reten¢do de moléculas ocorre, inicialmente,
nos espagos vazios. O intumescimento, entretanto, envolve inevitavelmente uma
mudanca no arranjo espacial das cadeias poliméricas resultando em um aumento de

volume da amostra (LUCAS et al., 2001).
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2.1.4 Matérias primas utilizadas na fabricacio de filmes e coberturas e
aplicacdes em alimentos

A eficiéncia funcional do filme depende fortemente da natureza dos seus
componentes e da sua composi¢ao e estrutura. O controle do conteudo de umidade de
produtos alimenticios ¢ um dos fatores mais importantes para a manutencdo do
frescor, textura e seguranca microbiologica. Os biofilmes podem controlar a atividade
de dgua prevenindo seletivamente tanto a perda como o ganho de umidade, o que
permite um melhor acondicionamento de frutas (KAMPF e NUSSINOVITCH, 2000;
KITTUR et al., 2001) e reduz significativamente a oxidagdo de alimentos e a rancidez
de gorduras polinsaturadas (DEBEAUFORT et al., 1998).

Os polissacarideos sdo materiais naturalmente hidrofilicos, apresentando
propriedades limitadas de barreira a 4gua e ao vapor de dgua, sendo que em alimentos
com alta atividade de 4gua eles tendem a intumescer, dissolver e se desintegrar
(PARRIS et al., 1995; KESTER ¢ FENNEMA, 1986). No entanto, quando sao
aplicados na forma de gel em alimentos, a perda de umidade destes sdo retardadas
devido a evaporagdo da umidade do gel antes da desidratacdo do alimento revestido
(CEREDA et al., 1992). A baixa permeabilidade a gases da pelicula formada pelo
revestimento, reduz a taxa de escurecimento enzimatico que ocorre devido a ac¢do das
polifenoloxidases. Geralmente, os filmes de proteinas e polissacarideos apresentam
propriedades mecanicas melhores em relagdo a filmes de lipidios e outras substancias
hibrofobicas.

A conservacdo do mamao Formosa Tainung, em temperatura ambiente, por
meio de revestimento de fécula de mandioca foi estudada por Pereira et al. (2006). O
método utilizado foi de imersdo das frutas inteiras e o resultado mostrou que seu
amadurecimento foi retardado e a vida de prateleira pds colheita foi prolongada por
quatro dias. A firmeza da polpa foi mantida por mais tempo, o que garante uma
melhor resisténcia a danos mecanicos durante 0 manuseio e transporte.

O revestimento a base de alginato foi estudado em meldes, com o6leo de
girassol na solucdo para auxilio na barreira a umidade, (OLIU et al., 2008) e em
macas (GRAU et al., 2007). Em ambas as frutas comprovou-se a eficicia do alginato
na preservacdo de suas qualidades. A producdo de etileno, hormonio responsavel pelo
amadurecimento das frutas, foi retardada, logo a vida de prateleira do meldo e maga

foi prolongada por 15 dias.
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As proteinas sdo insoliveis devido a presenga de residuos de aminoacidos
apolares e agem como barreiras controladoras de umidade, oxigénio, CO,, 6leos e
demais compostos volateis, atuando eficientemente contra a deterioracdo natural
(ASSIS et al., 2009).

Fakhouri e Grosso (2003) estudaram a aplicagdo de coberturas comestiveis
produzidos com gelatina, triacetina e acido laurico sobre goiabas brancas no estado
“verde maturo”. Os resultados foram satisfatorios na extensdo da vida de prateleira
em relacdo as goiabas sem cobertura, pela realizacdo de analise sensorial incluindo
aparéncia global, brilho, cor e inten¢do de compra.

Zocche (2010) avaliou a aplicabilidade de trés tratamentos (fécula de
mandioca 1%, gelatina 5% e controle sem nenhum tipo de revestimento) na
conservacdo de acerolas. A partir de andlises sensoriais e visuais, o revestimento de
gelatina apresentou o melhor resultado, realgando a aparéncia dos frutos.

Proteinas do soro de leite também foram estudadas como revestimento
comestivel em macas cortadas em cubos 2x2cm por Gago et al. (2006). O tratamento,
combinado com o antioxidante acido ascorbico, reduziu o escurecimento enzimatico
das frutas e nao houve perda de peso.

Os revestimentos a base de lipideos sdo utilizados principalmente para limitar
o transporte de umidade em fungdo de sua baixa polaridade. Na manga Tommy
Atkins, foi avaliado o uso de revestimento comestivel por imersdo em uma suspensao
a base de fécula de mandioca e 6leo de girassol e foi verificado uma reducao na perda
de massa e retardamento na evolucdo da coloracao externa (VIEIRA et al., 2009).
Silva et al., (2009) estudaram o uso da cera de carnatba no tempo de armazenamento

do maracuja-amarelo e observaram um efeito positivo na conservagao do fruto.

2.2 QUITOSANA

A quitina ¢ o principal componente estrutural do exoesqueleto de crustaceos e
de outros invertebrados marinhos. E um polissacarideo linear constituido por 1,4 n-
acetilglucosamina, insoluvel em solventes comuns devido a sua estrutura cristalina e
ligacdes de hidrogénio entre os grupos carbonila, hidroxila e acetamida. A quitina e a
celulose sdo os dois polimeros naturais mais abundantes na natureza. A quitosana ¢

obtida a partir da reagdo de desacetilagdo da quitina em solucdo alcalina, composta
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por unidades de glucosamina e n-acetilglucosamina (YEN et al., 2009). E insoltvel
em agua, mas dissolve em solucdes aquosas de acidos organicos, como acético,
formico, citrico, além de 4cidos inorganicos, como cloridrico, resultando em solugdes
viscosas capazes de formar filmes.

A quitosana tem sido muito estudada pois possui uma grande variedade de
aplicagdes devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, ¢ derivada de
biomassa abundante e barata (SZYMANSKA e WINNICKA, 2015) e tem a
capacidade de formar gel. Também possui atividades antimicrobianas, propriedades
de cicatrizacdo de feridas e atividade hemostatica que sdo caracteristicas muito uteis
no campo da biomedicina. Além disso, na agricultura sao utilizadas como fertilizantes
e nas industrias de alimentos como estabilizantes, espessantes, no tratamento de agua
e sdo facilmente processadas em nanofibras, nanoparticulas, géis e filmes (YEN et al.,
2008).

Ela constitui-se de fibras ndo digeriveis, ndo apresenta, portanto, valor
caldrico, independente da quantidade ingerida, o que ¢ mais um atrativo para a
industria alimentar. Em razao da quitosana formar facilmente filmes e membranas em
solugdes acidas diluidas, varias aplicagdes estdo sendo sugeridas, dentre elas a
formacdo de um filme transparente semi-permeéavel, que pode ser utilizado como
envoltorio protetor de alimentos frescos para aumentar sua vida de prateleira
(ARANCIBIA et al., 2014).

A quitosana ¢ preparada a partir da quitina por processo quimico ou fisico, os
quais promovem sua desacetilagdo parcial. A qualidade e propriedade da quitosana
variam, portanto, devido a fatores relacionados ao processo de fabricagdo podendo
influenciar nas caracteristicas do produto final. Ela é comercializada em variados
graus de pureza, peso molecular e grau de desacetilagdo. O grau de desacetilacao
determina o contetido de grupos amino livres em polissacarideos, permitindo a
diferenciagdo entre quitina e quitosana. Quando a quantidade de unidades de n-
glucosamina ¢ maior que 50%, a molécula ¢ chamada de quitosana, e quando as
quantidades de unidades de n-acetil-glucosamina ¢ maior que 50%, ¢ chamada de
quitina (CROISIER e JEROME, 2013). A solubilidade da quitosana esta relacionada
com a quantidade de grupos amino protonados (-NHj3) na cadeia polimérica. A

representacdo da estrutura quimica da quitosana ¢ dada na figura 1.1.
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Figura 1.1: Estrutura quimica da quitosana (RINAUDO, 2006).

A quitosana pode agir como um eletrolito natural devido a protonacdo dos
grupos amino em meio acido (JAAFAR et al., 2011). No entanto, a incompleta
desacetilacdo da quitosana pode influenciar suas propriedades, como a solubilidade, e
limitar significativamente a sua utilizagdo (MING e CHEN, 2003). Porém, gracas a
existéncia de grupos hidroxila e amino quimicamente ativos, a quitosana ¢ facilmente
modificada para melhorar suas propriedades intrinsecas e proporcionar novas
propriedades. Grupos funcionais sdo inseridos na molécula da quitosana, e assim
aumentam suas perspectivas de aplicagdes. O principal método de modificagcdo da
quitosana incluem, mas ndo limitam, a substituicdo do nitrogénio, do oxigénio e a
inser¢do do radical livre na copolimerizagdo (JI et al., 2014).

Estudos de coberturas comestiveis de quitosana foram recentemente revisados
por (DHALL, 2013, ELSABEE E ABDOU, 2014, SHIEKH et al., 2013) e concluido
que a quitosana possui boas propriedades antibacterianas e antifingicas para proteger
os alimentos, mantendo as qualidades nutricionais durante o armazenamento pos
colheita. Porém ¢ necessario melhorar as propriedades mecanicas e de permeabilidade
ao vapor de gas e agua.

Jafarizadeh et al. (2011) obtiveram resultados satisfatérios em pedagos de
bananas com a aplicagdo de biofilmes de quitosana e glicerol. Elas tiveram menor
perda de peso, menor diferenga na cor e nas quantidades de sélido soluvel total e
titulavel e uma maior firmeza quando comparado as amostras controle. Houve
aumento da vida de prateleira e no retardamento do processo de amadurecimento da
banana em condi¢des ambientes.

Resultados de retencdo de firmeza foram observados por Ali et al. (2011),
onde papaias tratadas com 2% de cobertura de quitosana se mostraram mais firmes

que outros tratamentos durante armazenamento a frio, também comprovadas em
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manga (ZHU et al., 2008). Nesses estudos, o murchamento das frutas foi reduzido
com o aumento do peso molecular da quitosana, e esse murchamento ¢ devido a
deterioracdo da estrutura da célula, a composicdo da parede celular e os materiais
intracelulares (SEYMOUR et al., 1993).

A combinagdo de polissacarideos na formulagdo dos biofilmes também tem
demonstrado bons resultados (ARNON et al.,, 2014; ARNON et al., 2015). A
cobertura feita de quitosana e pectina melhorou a qualidade de mamao papaia e melao
frescos em pedagos, armazenados a 4°C (BRASIL et al., 2012; MARTINON et al.,
2014). Em morangos, armazenados a 20°C e 35-40% de umidade relativa, o biofilme
prolongou a vida de prateleira, retardando a senescéncia e perda de peso; pois age
modificando a taxa de respiracdo e diminuindo o seu metabolismo (VELICKOVA et
al., 2013).

Compostos ativos sdo frequentemente incorporados nos biofilmes para
aumentar ¢ melhorar as propriedades dos filmes de quitosana quanto as propriedades
antimicrobianas, antioxidantes € mecanicas. S3o exemplos os 6leos essenciais de
manjericdo e tomilho (BONILLA et al., 2012), acido ascorbico (SUN et al., 2010),
tocoferol (MARTINS et al., 2012), acido fertlico e tanico (BENBETTAIEB et al.,
2015). As mudangas nos filmes de quitosana com a adi¢cdo dos compostos ativos sao

basicamente efetuadas por métodos quimicos e enzimaticos.

2.3 IRRADIACAO GAMA

Radiagdo gama ¢ um método de modificar as propriedades de materiais
poliméricos biodegradaveis (CHOI et al, 2002). Irradiagdo ¢ um fendmeno fisico o
qual hé interacdo das ondas eletromagnéticas com a matéria, que ionizam atomos ou
moléculas induzindo reagdes quimicas que podem interromper os processos celulares,
organicos ou fisiologicos e provocar o efeito desejado. Em alimentos, o Cobalto 60 ¢
o is6topo radioativo mais comum e mais utilizado na radiagdo gama. A sua finalidade
¢ aumentar a estabilidade de armazenamento através da redu¢do de microrganismos,
da eliminacdo de parasitas ou insetos, ou o bloqueio da atividade enzimatica (FDA,
2016).

Sdo também aplicados em polimeros, onde as ligagdes cruzadas das moléculas
causada pela radiagdo confere melhoria as propriedades dos materiais (SABATO,

2000). As principais vantagens do processo de irradiagdo gama, com a finalidade de
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melhorar as propriedades dos filmes, quando comparados aos métodos fisicos e
enzimaticos, s30 0 menor custo, um processo relativamente simples e ecologicamente
apropriado e pode ser empregada em producdo de larga escala de oligo quitosana
(HAJI-SAEID et al., 2010).

A legislagdo especifica brasileira define alimento irradiado como aquele que
tenha sido intencionalmente submetido ao processo de irradiagdo com radiacdo
ionizante, sendo, em suma com objetivos sanitérios, fitossanitarios e/ou tecnologicos
(BRASIL, 2001). No Brasil ainda ndo sdo comercializados alimentos “inteiros”
irradiados, como frutas ou carnes. O que existe sdo ingredientes irradiados que podem

ser encontrados em produtos industrializados e embalagens (SILVA e ROZA, 2010).

2.3.1 Irradiacao de proteinas

A irradiagdo aplicada em polimeros apresenta vantagens uma vez que pontes
fortes entre as macromoléculas podem ser formadas, havendo reticulagdo das
proteinas promovendo melhora nas propriedades mecanicas e de barreira dos
materiais (CHANTRA et al., 2006).

Polimeros apresentam dois principais efeitos quando sdo irradiados:
reticulagdo e degradagdo ou quebra da cadeia polimérica (SOBHARWAL et al.,
2004). Dependendo da estrutura do polimero, da concentragdo, da dispersdo do agente
reticulador e das condigdes da irradiacdo (dose, temperatura e atmosfera), um desses
processos é favorecido (MARTINEZ et al., 2010). Esses sdo métodos que modificam
o material de acordo com suas possiveis aplicacdes, especialmente a reducao do peso
molecular da quitosana sem perder sua estrutura quimica (GRYCZKA et al., 2009).
Essa reducdo do peso molecular estd associado ao aumento das atividades
antioxidantes e antimicrobianas da quitosana (GARCIA et al., 2015).

Alguns estudos foram realizados para avaliar o efeito da irradiacdo na
quitosana. Choi et al., (2002) reportou uma diminui¢do na viscosidade da solucdo
conforme o aumento da taxa de radiagdo; resultados similares foram obtidos com
outras solugdes de polissacarideos irradiados, tais como agar, alginato e carragena
(ALISTE et al, 2000). A irradia¢do age induzindo a quebra das ligagdes glicosidicas
1-4 do polissacarideo quitosana, que causa uma reducdo no peso molecular do
polimero e faz com que a viscosidade da solug@o decresca rapidamente.

A cor da solu¢do da quitosana também variou significativamente com a

aplicagdo de doses de radiacdo, ou seja, conforme a dose aumenta, a cor da solucao
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fica mais intensa e escura (CHOI et al., 2002). Esse escurecimento do marrom ¢
devido a formagdo de ligagdes duplas durante a quebra da cadeia (NAGASAWA et al.
2000).

Outra influéncia da irradiagdo na quitosana ¢ a sua despolimerizacdo, ou seja,
o aumento da dose indica a quebra da cadeia da quitosana. Zainol et al., (2009)
concluiram que uma dose de 100 kGy ¢ suficiente para degradar a quitosana, pois
acima disso ndo houve diferenga significativa nos resultados. Foi constatado também,
a partir da andlise de HPLC, que os oligdmeros da quitosana desde (GIcN), até
(GleN)s sao  produzidos na degradagdo da quitosana pela irradiacdo,
consequentemente este método pode ser utilizado para produgcdo de chito-

oligossacarideos que possuem vdrias funcdes fisiologicas (CHOI et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver filmes biodegradaveis a base de quitosana irradiada e avaliar seus

os efeitos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* (Caracterizar o po da quitosana irradiada quanto a cor e microscopia eletronica
de varredura;

e (Caracterizar a solu¢do de quitosana irradiada quanto a cor e propriedades
reologicas do fluido;

* Caracterizar os filmes de quitosana irradiada quanto a espessura, cor e
opacidade, microscopia eletronica de varredura, propriedades mecanicas

(tragdo, elasticidade).
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CAPITULO 2:

INFLUENCIA DA IRRADIACAO GAMA NAS CARACTERISTICAS DO PO
E SOLUCAO DE QUITOSANA
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RESUMO

Quitosana € um polimero biodegradavel composto de ligacdes p—(1,4)-D-glucosamina
(unidade desacetilada) e N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada). E produzida
comercialmente pela desacetilacio da quitina, que é um elemento estrutural do
exoesqueleto de crustaceos. Com o objetivo de avaliar o efeito da irradiagdo gama nas
propriedades de cor (pelo HunterLab) e morfologicas (pela microscopia eletronica de
varredura - MEV) do p6 de quitosana e propriedades de cor e reoldgicas (redmetro)
da solugdo filmogénica, amostras de pé de quitosana foram irradiadas nas doses de 5,
10 e 15 kGy usando a fonte de “Co. Foi observado que a radiagio gama induz a
mudanca da intensidade da tonalidade do pé e solugdo de quitosana, aumentando o
tom marrom. Esse fato pode ser atribuido ao aumento da concentracdo das ligacdes
C=0 da quitosana devido a reacdo da quebra da cadeia e pela reacdo de Maillard.
Essas mudangas sdo observadas pelos valores decrescentes do delta L*
(luminosidade) com o aumento da dose de radiacdo, e consequentemente, um
aumento nos valores de delta b* (tom marrom), croma C* e h*, indicando maior
intensidade de cor. Os resultados do MEV mostraram que as particulas de quitosana
possuem uma rede aglomerada com arranjos irregulares, e as amostras irradiadas
apresentaram granulos menores. Essa deformacdo do carboidrato acontece porque a
irradiacdo causa quebra na cadeia separando as ligacoes glicosidicas 1-4, degradando
a molécula. A solugdo foi caracterizada por fluido Newtoniano uma vez que a relagao
tensdo de cisalhamento (1) versus taxa de deformagdo (y) se manteve constante, e a
irradiac@o alterou a viscosidade da solucdo, deixando-a menos viscosa.

Palavras-chaves: quitosana, irradiacdo gama, cor, morfologia e reologia.
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INFLUENCE OF GAMMA IRRADIATION ON THE PROPERTIES OF
POWDER AND SOLUTION OF CHITOSAN

ABSTRACT

Chitosan is a biodegradable polymer composed of randomly distributed B—(1.4)-
linked D-glucosamine (deacetylated unit) and N-acetyl-D-glucosamine (acetylated
unit). It is produced commercially by deacetylation of chitin, which is the structural
element in the exoskeleton of crustaceans. In order to evaluate the effect of gamma
irradiation on the color properties (by HunterLab) and morphological (by scanning
electron microscopy - SEM) of chitosan powder and color and rheological properties
(rheometer) of the filmogenic solution, powder samples chitosan were irradiated at
doses of 5, 10 and 15 kGy using a “’Co source. It was observed that gamma radiation
increases the intensity of the hue of the powder and chitosan solution. This fact can be
attributed to the increased concentration of C = O bonds of chitosan due to the
breakdown of the chain reaction and the Maillard reaction. These changes are
observed by the decreasing values of the delta L* (lightness) with increasing radiation
dose, and consequently, an increase in delta b* values (brown color), chroma C* and
h*, indicating a greater color strength. The SEM results showed that the chitosan
particles have agglomerated irregular network arrangements, and the irradiated
samples showed smaller granules. This carbohydrate deformation happens because
radiation causes breaks in the chain separating the glycosidic 1-4, degrading the
molecule. The solution was characterized by Newtonian fluid as the ratio of shear
stress (t) versus shear rate (y) is kept constant, and the irradiation changed the
solution viscosity, making it less viscous.

Keywords: chitosan, gamma irradiation, color, morphology and rheology.
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1 INTRODUCAO

Grandes esforcos estdo sendo tomados para o desenvolvimento de materiais de
compostos sustentaveis para os diversos fins industriais devido a sua capacidade de
renovagdo, biodegradabilidade, baixo custo, fonte ndo vinda do petréleo e baixa
liberagcdo de dioxido de carbono (MOON et al., 2011). Assim, polissacarideos como
celulose e quitina sdo muito importantes pois sdo os dois polimeros naturais mais
abundantes na natureza.

A quitina ¢ o principal componente estrutural do exoesqueleto de crustaceos e
de outros invertebrados marinhos. E um polissacarideo linear constituido por 1,4 n-
acetilglucosamina, insoluvel em solventes comuns devido a sua estrutura cristalina e
ligagdes de hidrogénio entre os grupos carbonila, hidroxila e acetamida. A quitosana ¢
obtida a partir da rea¢do de desacetilagdo da quitina em solucdo alcalina, e composta
por unidades de glucosamina e n-acetilglucosamina (YEN et al., 2009). E insoltvel
em agua, mas dissolve em solucdes aquosas de acidos organicos, como acético,
formico, citrico, além de 4cidos inorganicos, como cloridrico, resultando em solugdes
viscosas capazes de formar filmes.

A quitosana tem sido muito estudada pois possui uma grande variedade de
aplicacdes devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, mucoaderéncia e ¢
derivada de biomassa abundante e barata (SZYMANSKA e WINNICKA, 2015). Nas
industrias de alimentos sdo utilizadas como estabilizantes, espessantes, no tratamento
de agua e sdo facilmente processadas em nanofibras, géis, nanoparticulas e filmes
(YEN et al., 2008).

A radiacdo gama ¢ um método de modificar as propriedades de materiais
poliméricos biodegradaveis (CHOI et al, 2002). Irradiagdo ¢ um fendmeno fisico o
qual hé interacdo das ondas eletromagnéticas com a matéria, que ionizam atomos ou
moléculas induzindo reagdes quimicas que podem interromper os processos celulares,
organicos ou fisioldgicos e provocar o efeito desejado. A sua finalidade ¢ aumentar a
estabilidade de armazenamento através da reducdo de microrganismos, da eliminac¢ao
de parasitas ou insetos, ou o bloqueio da atividade enzimatica (FDA, 2016).
Apresentam também vantagens ao ser aplicadas em polimeros uma vez que pontes
fortes entre as macromoléculas podem ser formadas, havendo reticulagdo das

proteinas promovendo melhora nas propriedades mecanicas e de barreira dos



36

materiais (CHANTRA et al., 2006).

Polimeros apresentam dois principais efeitos quando sdo irradiados:
reticulagdo e degradagdo ou quebra da cadeia polimérica (SOBHARWAL et al.,
2004). Dependendo da estrutura do polimero, da concentragdo, da dispersdo do agente
reticulador e das condigdes da irradiacdo (dose, temperatura e atmosfera), um desses
processos é favorecido (MARTINEZ et al., 2010). Esses sdo métodos que modificam
o material de acordo com suas possiveis aplicacdes, especialmente a reducao do peso
molecular da quitosana sem perder sua estrutura quimica (GRYCZKA et al., 2009).
Essa reducdo do peso molecular estd associado ao aumento das atividades
antioxidantes e antimicrobianas da quitosana (GARCIA et al., 2015).

Dessa forma, o estudo teve como objetivo avaliar o efeito da irradiacdo nas
propriedades de cor e morfoldgicas do pd de quitosana e propriedades de cor e

reologicas da solugdo filmogénica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

A quitosana em po6 foi adquirida da empresa Polymar, situada em Fortaleza
(CE) e possui peso molecular médio e grau de desacetilagao de 85%.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Frutas e Hortalicas da
Universidade Federal do Tocantins, Palmas/TO, (analise de cor e preparo da solugdo
filmogénica) e no Laboratério Multiusudrio da Universidade Federal de Goids,

Goiania/ GO (microscopia eletronica de varredura e reologia).

2.2 METODOS

2.2.1 Irradiacao da quitosana

O p6 de quitosana foi dividido em quatro porgdes, de pesos iguais, €
acondicionados em sacos de polietileno. Foram submetidos a doses de 0 (controle); 5,
10 e 15 kGy, utilizando o irradiador comercial com fonte de “°Co com taxa de
irradiagdo de 0,6 kGy/hora. A irradiagdo foi feita no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA/USP), localizado em Piracicaba (SP). A amostra controle (0 kGy)

foi mantida nas mesmas condi¢des, sem irradiagao.

2.2.2 Solugao de quitosana filmogénica

Foram preparadas solucdes filmogénicas de quitosana com concentragdes de
1% e 2%. Foram adicionados 5g e 10g de quitosana, respectivamente, em 25 mL de
acido acético glacial e o restante de agua destilada até completar 500mL para
dissolver a quitosana. A solugdo ficou em constante agitacdo no Turrax por 1 hora ou

até completa dissolucao.
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2.2.3 Caracterizac¢io do po de quitosana

2.2.3.1 Cor

O sistema CIE foi utilizado para calcular os pardmetros: luminosidade (L*), de
preto (0) até branco (100); a* (intensidade da cor verde a vermelho) e b* (intensidade
da cor amarelo a azul). Os parametros de cor foram determinados através do software
do equipamento. Em cada amostra, cinco leituras foram realizadas.

Também foram calculados o indice croma (C*), considerado atributo
quantitativo de cor (Equagdo 1) e hue (h*), considerado o atributo qualitativo de cor
(Equacao 2).

C = (a*2 " p*2)12 )

h=tan" () )

2.2.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras analisadas foram colocadas em suporte de aluminio ou “stubs”
com fita adesiva dupla-face, em seguida, foram levadas para cdmara metalizadora
(SCO —040 Marca Balzers), onde foram revestidas com uma capa de ouro. A
microscopia eletronica de varredura foi realizada no microscopio eletronico (JEOL —

JSM 6610, Japao), utilizando-se um acelerador de voltagem de 2,5kV.

2.2.4 Caracterizacio da solucgio filmogénica de quitosana

2.2.4.1 Cor

O sistema CIE foi utilizado para calcular os pardmetros: luminosidade (L*), de
preto (0) até branco (100); a* (intensidade da cor verde a vermelho) e b* (intensidade
da cor amarelo a azul). Os parametros de cor foram determinados através do software
do equipamento. Em cada amostra, cinco leituras foram realizadas.

Também foram calculados o indice croma (C*), considerado atributo
quantitativo de cor (Equagdo 1) e hue (h*), considerado o atributo qualitativo de cor
(Equacao 2).

C = (a*2 " b*2)12 )

h=tan" () )
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2.2.4.2 Reologia

O comportamento reoldgico foi determinado por Redmetro (Anton Paar -
Physica MCR101), computadorizado. Os parametros utilizados para caracterizagao do
fluido foram temperatura constante de 25°C com a variagdo da taxa de deformagio de
1 a 500 s™', com sistema homogéneo cone-placa 50, para determinacio do perfil de
escoamento, com a obten¢do de 50 pontos.

Para a confirmacdo do comportamento de fluido Newtoniano, aplicou-se a
regressao linear para ajustar os dados de tensdo de cisalhamento e taxa de deformagao
conforme a equacdo (1) (BRAUN E ROSEN, 2000):

T=1Y (1
Onde t = tensdo de cisalhamento (Pa), | = viscosidade do fluido (Pa.s) e y =

taxa de deformacdo (s™).

2.2.3 Analise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi efetuada pelo teste de Tukey (p < 0,05),

utilizando o programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PO DA QUITOSANA

3.1.1 COR

A cor é um atributo visual resultante da luz emitida, transmitida ou refletida
pelos objetos. A cor caracteriza o aspecto global do objeto em questdo e qualquer
alteracdo ocorrida na sua estrutura ou composi¢ao tende a se refletir neste atributo. O
sistema CIELCh ¢ uma representacdo polar do sistema de coordenadas retangulares
(CIELab) e utiliza trés coordenadas para localizar a cor em um espago colorido em
termos de luminosidade (L*), saturacdo (croma, C*) e tonalidade da cor (angulo /Aue,
h*) (NEMTANU, 2008). A tabela 2.1 apresenta os resultados da cor do p6 da
quitosana com as trés doses de radiacdo aplicadas, comparando com a amostra

controle sem irradiagao.

Tabela 2.1. Efeito da irradiacdo na cor do p6 de quitosana.

Parametro Po6

Dose (kGy)
0 5 10 15

L*  77,490,06 65,86°+0,08 64,29"°+0,04 62,55°+0,06
a* 1,18%£0,05  0,93°+0,05  0,75°:0,06  0,38%£0,08
b* 15,58°+0,03 18,83%+0,05 18,50°+0,06 18,58°+0,03
C* 15,62°+0,01 18,85°+0,04 18,51°+0,06 18,58°+0,04

h* 85,67°+0,02 87,17°£0,03 87,67°+0,03 88,83"+0,01

*Letras mintsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).

Foi observado que a luminosidade L* diminui conforme a dose de radiacao
aumenta, apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras controle e as

irradiadas. Essa alteracdo no tom da quitosana se deve as mudancas quimicas e
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bioldgicas que a molécula sofre com o processo (ZAINOL et al., 2009). Observa-se

também que os valores de croma a* proximos a 0 indicam que o p6 ndo apresentam

tendéncia as cores verde e vermelha.

Figu 2.1. Efeito da radiacdo gama na cor do p6 de quitosana (a) sem irradiagdo, (b)
dose de 5 kGy, (c) dose de 10 kGy e (d) dose de 15 kGy.

A irradiagdo promoveu incremento nos valores de croma b*, apresentando
uma coloracdo amarela mais intensa tendendo ao marrom. Esse fato pode ser
atribuido ao aumento da concentracdo das ligagdes C=O da quitosana apds a
irradiacdo devido a reacdo da quebra da cadeia. No entanto, a diferenca significativa
foi detectada somente entre as amostras controle e as irradiadas, ndo apresentando,
portanto, diferenca nos valores de b* entre as doses 5, 10 e 15 kGy de radiacdo. Além
disso, o tom marrom mais forte foi associado a reagdo de Maillard ocorrida durante a
irradiacdo, que, segundo Chawla et al., (2009), ocorre a degradagdo dos agucares, e
durante esta degradacdo hd a formacdo de compostos que absorvem uma energia
emitida gerando compostos de coloracdo marrom. A partir da espectroscopia de
infravermelho, Lim et al. (1998) observaram que a quitosana irradiada a uma dose alta
de 560 kGy indicou a formagdo de grupos carbonilo e carboxilo, juntamente com o
decaimento da C1{O{C4 , OH e grupos NHa, resultando na reacdo de Maillard entre
os grupos NH, e OH, indicando mais uma vez a coloragdo mais amarelada do po
irradiado.

A irradiagdo provocou aumento significativo no valor do croma C*, quando
comparado ao p6 de quitosana sem irradiagdo, variando de 15,62 da amostra controle
a 18,58 com 15 kGy (Figura 2.1). No entanto, entre as doses de radiagdo ndo houve
variagdo significativa do C*, portanto a dose mais indicada, no quesito cor, ¢ a de 5

kGy.
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De acordo com Granato e Masson (2010), quanto maior os valores de croma,
maior ¢ a intensidade da cor das amostras. O indice croma foi fortemente influenciado
pelos valores b*, seguindo a mesma tendéncia que estes, ou seja, a irradiagdo
intensificou a colora¢dao amarelada do p6 tendendo ao marrom.

Os valores de h* variaram de 85,67° para 88,83°, sem irradiagdo ¢ com dose
de 15 kGy, respectivamente, o que significa que as amostras sdo amarelas. O tom das
amostras se intensificou com o aumento das doses de radiacdo, no entanto nao houve
diferenca significativa (p>0,05) que comprove a influéncia da irradiacdo nesse
parametro.

Em aplica¢des na area de tecnologia de alimentos, a aparéncia ¢ considerada
um dos estimulos mais importantes, pois acredita-se que se o produto ndo apresentar
um aspecto atraente, muito provavelmente o consumidor ndo avaliard as outras
caracteristicas como o sabor e a textura. A irradiacdo neste caso ndo apresentou
alteracdes visiveis que depreciariam o produto, podendo o material ser utilizado para

biofilmes e embalagens comestiveis em frutas e outros alimentos.

3.1.2 MICROSCOPIA ELETRONICA

A caracterizagdo microscopica do pé de quitosana ¢ importante quando uma
melhor compreensdo do comportamento da irradiacdo ¢ desejada. A visualizagdo a
partir da microscopia eletronica de varredura permite verificar o qudo homogénea ¢ a
estrutura do p6. As imagens sdo mostradas na Figura 2.2, com aumento de 150x e
2500x, nas trés doses de radiacdo recebidas, comparadas com a amostra controle nao
irradiada.

Os resultados do MEV mostraram que as particulas de quitosana possuem uma
rede aglomerada com arranjos irregulares. As amostras de p6 irradiadas se
diferenciaram levemente das demais, apresentando granulos menores. De acordo com
RASHID et al., (2012) apos a irradiagdo, uma deformagdo no carboidrato tende a
ocorrer porque a irradiagdo causa quebra na cadeia separando as ligacdes glicosidicas
1-4, tornando-as oligdbmeros com cadeias com numero pequeno de unidades
repetitivas.

As vantagens que a irradiacdo apresentam ao degradar a molécula da

quitosana sdo: reduz o peso molecular, que estd associado ao aumento das atividades
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antioxidantes e antimicrobianas da quitosana (GARCIA et al., 2015), produzem oligo
quitosana em larga escala, que possuem varias funcdes fisiologicas (CHOI et al.,
2002), além de ser um processo relativamente simples, ecologicamente apropriado e
possui custos menores que os métodos fisicos e quimicos (HAJI-SAEID et al., 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados por Dotto et al., (2011), que
concluiram que as moléculas de quitosana sdo degradadas com a aplicacdo da
radiagdo gama. Eles observaram a quitosana como um pé fino e homogéneo, e que a
particula de quitosana obtida apos a irradiacdo possuia uma superficie porosa
heterogénea. Esta estrutura porosa do po ¢ principalmente constituida de macro poros,
caracteristica importante nas aplicagdes da quitosana, tais como, corantes de adsor¢ao
(DOTTO e PINTO, 2011) e filmes ativos biodegradaveis (AIDER, 2010).

Rashid et al. (2012) estudaram a microscopia das moléculas de quitosana nao
irradiadas e irradiadas nas doses de 100 kGy. Eles também observaram que as
particulas nao irradiadas sd3o aglomeradas, havendo quebra nas cadeias da quitosana
apos a irradiagdo, obtendo moléculas com arranjos irregulares. Revelaram que a
irradiacdo causa degradacdo na molécula da quitosana, resultando em uma superficie
com estrutura de particulas mais dispersa e com presenga de bolhas.

Essa degradacdo que ocorre na molécula da quitosana ¢ vantajosa pois da
origem a novos grupos funcionais nas unidades de base da quitosana. A irradiacao
induz a formag¢do de radicais e podem ocorrer aleatoriamente em qualquer 4&tomo de
carbono das unidades de base da quitosana. As reagdes de radicais em C; ou Cy4
levam a divisdo da ligacdo glicosidica 1-4, causando cisdo da cadeia principal (CHEN
e HWA, 1996). Portanto, ao alterar a estrutura da cadeia da quitosana, os novos
grupos funcionais influenciam na orientagdo e interacdo da cadeia, conforme estudos
de ROSIAK et al., (1992). Esse comportamento foi visualizado no MEV aqui
apresentado, sendo que as amostras de po irradiadas apresentaram moléculas menores

e mais dispersas.
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3.2 SOLUCAO FILMOGENICA

3.2.1 COR

Os parametros da cor da solugdo filmogénica da quitosana estdo apresentados na
Tabela 2.2. Houve diferenga significativa (p<0,05) de todos os pardmetros analisados tanto
entre as doses de radiacdo quanto das concentragdes de quitosana. Uma grande influéncia da
irradiacdo foi identificada no tom das solugdes, tornando as mais escuras. A amostra com
dose de 15 kGy de radiacdo apresentou maiores valores de croma C* e h*, e esta de acordo
com os valores obtidos do pd, comprovando que quanto maior a dose da radiagdo, mais forte é

0 tom amarelo da amostra.

Tabela 2.2. Efeito da radiagdo gama na cor da solugdo filmogénica de quitosana.

Parametro Solugado
Concentragao Dose (kGy)
(%) 0 5 10 15
1 29.38B740,01  29,47°B+0,08 31,21£0,03  29,53°8+0,01
L* 5 35,62*4+0,02 34,16°2+0,02  31,86°*+0,03  34,31°2+0,04
1 -0,33*4£0,01 -0,40°2£0,02  -0,52°°+0,02  -0,36%™*+0,03
. 5 -0,80°%+0,06 -0.90%+0,01  -0,65"°+0,01  -0,89°®+0,02
1 1,19%440,03 1,38%+0,02 1,56°2+0,03 1,76*0,05
. 5 1,838+0,02 2,19%440,02  2,474:0,007  2,39°2+0,02
1 1,28*+0,03 1,39°8+0,04 1,65*8+0,04 1,650,053
O 5 2,02+0,03 2,37°%40,02  2,54*4+0,003  2,54*4+0,02
1 74,54°2+0,32 73,25°2+0,86  71,38®+0,64  78,21*4+1,25
h* 2 65,27%+0,29 67,6402  74,94°+035  69,45°2+0,28

*Letras mintsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).
**] etras maitsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as linhas (concentragdo).

Resultados similares foram encontrados com Choi et al. (2002), que trabalharam com
quitosana irradiada nas doses de 30, 50, 100 e 200 kGy e observaram que o tom da solugdo
ficou marrom escuro conforme o aumento da dose. Concluiram que acima de 100 kGy, o tom
ndo era mais desejavel. Nagasawa et al. (2000) investigou os efeitos da irradiagdo na mudanca

da cor do alginato e concluiu que o aumento do tom marrom ¢ devido a formagao de duplas
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ligagdes na quebra da cadeia da molécula. Zainol et al. (2009) obteve resultados semelhantes,
irradiou a quitosana nas doses 10, 25, 50 e 100 kGy e reportou um aumento no tom conforme

0 aumento da dose.

3.2.1 REOLOGIA

O comportamento reoldgico das solucdes filmogénicas de quitosana controle (0 kGy)
e das amostras irradiadas nas doses de 5, 10 e 15 kGy, baseado no modelo de Braun e Rosen
(2000), onde se relaciona a tensdo de cisalhamento pela taxa de deformacdo do fluido esta
representado nas figuras 2.3 e 2.4, com concentracdes de 1% e 2% de quitosana,
respectivamente, com temperatura constante a 25°C.

Verificou-se que todas as amostras assumiram o comportamento de fluido
newtoniano, uma vez que a relagdo tensdo de cisalhamento (1) versus taxa de deformacao (y)
se manteve constante. Os coeficientes de determinagio, R, que é a medida de ajuste da
regressao linear, apresentaram valores proximos a 1, logo o modelo ¢ explicativo e se ajusta
perfeitamente as amostras. Os valores encontrados de R*para a amostra controle foi 0,998 ¢
para as amostras irradiadas com as diferentes doses foram 0,999, para ambas concentragdes
de quitosana.

As curvas de escoamento foram caracterizadas por curvas sobrepostas com as medidas
da tensdo de cisalhamento em funcdo de valores crescentes e decrescentes da taxa de
cisalhamento. Como ndo houve aparecimento de duas curvas distintas, significa que ndo
houve alteracdo da estrutura do material com o aumento gradativo da taxa de cisalhamento, o
que aconteceria se ao alcancar o valor maximo da taxa de cisalhamento, a taxa comegaria a
diminuir com o relaxamento da estrutura do material Esse comportamento também foi
visualizado por Torres (2006).

Percebe-se que apesar de todas as amostras apresentarem comportamento de fluido
newtoniano, as amostras tratadas com radiagdo gama apresentaram caracteristicas
semelhantes entre si, sobrepondo suas retas (Figura 2.3), porém se diferenciaram da amostra

padrdo (0 kGy), a qual apresentou maior tensdo de cisalhamento.
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A amostra padrdo apresentou valores maiores de tensdo de cisalhamento conforme a
taxa de cisalhamento aumentava, sendo que no final de 500s™, a tensdo foi de 8,8 Pa enquanto
as amostras irradiadas apresentaram valores de 5,2; 5,13 e 4,57 Pa, respectivamente as doses
de radiacdo 5, 10 e 15 kGy. Portanto, verificou-se que a radiagdo gama foi capaz de modificar
tal relacdo, podendo ser citada como um fator que pode influenciar na viscosidade do fluido,
diminuindo a resisténcia ao escoamento do fluido.

As curvas de viscosidade representativas do comportamento viscoso das amostras de
quitosana também foram estudadas nas duas concentragdes, e estdo representadas nas figuras
2.5 e 2.6. Elas seguiram comportamento andlogo entre si, caracterizadas pela diminuicdo da
viscosidade de cisalhamento conforme o aumento progressivo da taxa de deformagdo. Ou
seja, a resisténcia ao fluxo foi diminuindo ao longo da taxa de deformacao.

De acordo com os resultados foi observado que a taxa de deformagdo ¢ inversamente
proporcional a viscosidade, devido ao aumento da taxa de deformagdo que favorece o
alinhamento das moléculas na dire¢cdo do fluxo. Na concentracdo de 1% de quitosana, as
curvas das amostras irradiadas praticamente sobrepdem entre as mesmas, diferenciando
apenas da amostra controle. No entanto a amostra ndo irradiada apresenta praticamente o
dobro da viscosidade de cisalhamento, ou seja, 0,02 Pa.s”! contra 0,01 Pa.s™ das irradiadas.

As amostras irradiadas apresentaram comportamento diferenciado se comparadas com
a curva das amostras com concentracdo de 2% de quitosana, pois ndo ficaram sobrepostas
entre elas. A amostra que sofreu a menor dose de radiagdo, de 5 kGY, apresentou a menor
viscosidade de cisalhamento, 0,01 Pa.s”', e a amostra controle que ndo sofreu irradiacio
apresentou a maior viscosidade, 0,04 Pa.s™, depois de estabilizada. As amostras com doses de
radiagdo de 10 kGy e 15 kGy apresentaram, respectivamente, viscosidades de 0,025 e 0,02
Pas™.

A dose de 5 kGy possui um efeito bem marcante, diferenciando das demais.
Relacionando os resultados de cor e MEV obtidos, observamos que esta dose ¢ a mais

indicada para aplicagdo e obtencdo de melhores resultados.
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A energia ionizante da radiacdo quebra a cadeia da quitosana nas ligagdes 1-4,
produzindo oligo quitosana com baixa peso molecular, o que faz com que a viscosidade da
solugdo decresga. Um decréscimo na taxa de viscosidade por causa da irradiagdo também foi
observado por Choi et al. (2002), sendo que até a dose de 10 kGy, a viscosidade diminuiu
rapidamente e depois foi diminuindo gradualmente até 200 kGy.

As curvas das figuras 2.5 e 2.6 indicaram que a viscosidade ¢ alterada pela
concentragcdo de quitosana, e resultados semelhantes foram apresentados por Torres (2006).
As curvas com a solu¢do de quitosana com concentracdo de 2% partem de valores de
viscosidade maiores, ou seja, possuem maiores resisténcias ao escoamento, devido a maior
area de contato entre as moléculas presentes na amostra dificultando o seu
desembaragamento, o que leva a uma maior restricdo na liberdade de movimento das cadeias
individuais.

El-Hefian et al., (2010) estudaram a relagdo entre a viscosidade (com a taxa de
deformacdo constante) e temperatura com concentracdo de 1% de quitosana. O resultado
mostrou um gréfico linear (R*= 0,947), onde a viscosidade da solugio da quitosana em acido
acético diminui significativamente com o aumento da temperatura. A viscosidade variou de
0,093 Pa.s™ a 20°C para 0,042 Pa.s! a4 50°C. Esse decréscimo linear ¢ atribuido ao aumento
no movimento térmico do polimero com a temperatura. Neste trabalho ndo avaliamos a
variagdo da viscosidade em fungdo da temperatura, no entanto a 25°C, a viscosidade obtida foi

de 0,04 Pa.s”' (Figura 5), valor inferior que do trabalho acima citado.
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CONCLUSAO

A irradiacdo provocou um efeito mais intenso na tonalidade do p6 e da solugdo
filmogénica de quitosana. A microscopia eletronica revelou degradacdo da molécula e
formacao de granulos menores e arranjos irregulares, evidenciando o efeito da irradiagdo. A
solu¢do apresentou comportamento de fluido Newtoniano e a irradiagdo promoveu uma

diminui¢do na viscosidade.
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CAPITULO 3:

FILMES BIODEGRADAVEIS A BASE DE QUITOSANA IRRADIADA
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RESUMO

Filmes sdo estruturas pré-formadas, independentes, que sdo utilizadas para envolver o
alimento apds o seu processamento, aumentando seu periodo de conservacdo e conferindo
aparéncia brilhante e atraente. S3o preparados a partir de materiais biologicos como
alternativa as embalagens plasticas sintéticas para melhorar a qualidade do meio ambiente. A
quitosana ¢ um polimero biodegraddvel composto de ligagdes P—(1.4)-D-glucosamina
(unidade desacetilada) e N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada). E produzida
comercialmente pela desacetilacdo da quitina, que € um elemento estrutural do exoesqueleto
de crustdceos. Ela € capaz de formar matrizes continuas e, que através de diversas técnicas de
producdo, podem ser transformadas em filmes e revestimentos comestiveis e/ou
biodegradaveis. Com o objetivo de avaliar o efeito das diferentes doses de radiacdo gama (0,
5, 10 e 15 kGy) e das concentragdes de quitosana (1 e 2%) nas propriedades do filme, foi
avaliado suas propriedades Opticas, morfologicas e mecanicas. Os filmes foram produzidos
pelo método de casting. A irradiagdo ndo alterou a espessura dos filmes, porém influenciou os
parametros Opticos, intensificando a tonalidade dos filmes para uma cor amarelada mais forte.
Os filmes irradiados apresentaram superficie mais lisa e menos rugosa. Os filmes ndo
apresentaram boa flexibilidade e alongamento.

Palavras-chaves: filmes biodegraddveis, quitosana, irradiacdo gama, propriedades Opticas,
morfolégicas e mecanicas.
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IRRADIATION GAMMA ON CHITOSAN FILMS

ABSTRACT

Films are preformed structures, independent, that are used to wrap food after processing,
increasing their shelf life and enhancing its bright and attractive appearance. They are
prepared from biological materials as an alternative to the plastic synthetic containers to
improve the quality of the environment. Chitosan is a biodegradable polymer composed of -
(1-4) linked D-glucosamine (deacetylated unit) and N-acetyl-D-glucosamine (acetylated unit).
It is produced commercially by deacetylation of chitin, which is a structural component of the
exoskeleton of crustaceans. She is able to form films and edible and/or biodegradable
coatings. With the objective to evaluate the effect of different doses of gamma radiation (0, 5,
10 and 15 kGy) and chitosan concentrations (1 and 2%) in film properties, it was evaluated its
optical, mechanical and morphological properties. The films were produced by casting.
Irradiation did not affect the thickness of the films, but influenced its colors, increasing the
tone of the film for a stronger yellowish color. Irradiated films showed smoother surface and
less rough, and poor mechanical properties.

Keywords: biodegradable films, chitosan, gamma irradiation, optical, morphology and
mechanical properties.
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1. INTRODUCAO

Embalagens biodegradaveis provindas de fontes renovaveis como alternativa as
embalagens plasticas sintéticas sdo cada vez mais estudadas com objetivo de melhorar a
qualidade do meio ambiente. As macromoléculas bioldgicas mais utilizadas para esse fim sdo
as proteinas e os polissacarideos, polimeros capazes de formar matrizes continuas e, que
através de diversas técnicas de producdo, podem ser transformadas em filmes e revestimentos
comestiveis e/ou biodegradaveis (THARANATHAN, 2003, PELISSARI et al., 2012).

Coberturas sdo definidas como uma camada fina de material que ¢ aplicada
diretamente no alimento de forma liquida pelo método de imersdo ou aspersdo, enquanto que
filmes sdo estruturas pré-formadas, independentes, que sdao utilizadas para envolver o
alimento apds o seu processamento (FLAGUERA et al., 2011). Sdo preparados a partir de
materiais biologicos que agem como barreira a elementos externos (fatores como umidade,
6leo e gases), reduzem a perda de massa e as taxas de respiracdo durante o transporte € a
estocagem, aumentando seu periodo de conservagdo e conferindo aparéncia brilhante e
atraente (AZEREDO, 2003).

A producdo de embalagens exige materiais resistentes a ruptura e a abrasdo para
proteger o produto embalado, mantendo a sua flexibilidade para se adaptar as deformacdes
eventuais do produto (PELISSARI et al., 2012). As propriedades funcionais dos filmes
plasticos mais importantes sdo as propriedades Opticas, mecanicas e de barreira (TANADA-
PALMU e GROSSO, 2003).

Em razdo da quitosana formar facilmente filmes e membranas em solugdes acidas
diluidas, ela ¢ um polissacarideo bastante utilizada na formacdo de um filme transparente
semi-permeavel, que pode ser utilizado como envoltorio protetor de alimentos frescos para
aumentar sua vida de prateleira (ARANCIBIA et al., 2014). Além disso, ela ¢ um atrativo
para a industria alimentar pois constitui-se de fibras ndo digeriveis, ndo apresenta, portanto,
valor calorico, e devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e por ser derivada de
biomassa abundante e barata (SZYMANSKA e WINNICKA, 2015).

A irradiacdo gama ¢ um método fisico que, quando aplicado & quitosana, possui a
finalidade de alterar as suas caracteristicas e melhorar as propriedades dos filmes. A
irradiagdo, ao ser aplicado em polimeros, formam pontes fortes entre as macromoléculas e ha
reticulagdo das protéinas, promovendo melhora nas propriedades mecanicas e de barreira dos

materiais (CHANTRA et al., 2006).
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da irradiacdo nas propriedades Opticas,

microscopicas e mecanicas de filmes a base de quitosana.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

A quitosana em pd, peso molecular médio e grau de desacetilagdo de 85%, foi
comprada da empresa Polymar, situada em Fortaleza (CE).

O experimento foi realizado no Laboratério de Frutas e Hortaligas da Universidade
Federal do Tocantins, Palmas/TO, (elaboracao dos filmes ¢ analise de cor) e no Laboratorio
Multiusudrio da Universidade Federal de Goids, Goidnia/ GO (espessura, microscopia

eletronica de varredura e propriedades mecanicas).

2.2 METODOS

2.2.1 Irradiacao da quitosana

O p6 de quitosana foi dividido em quatro porg¢des, de pesos iguais, e acondicionados
em sacos de polietileno. Foram submetidos a doses de 0 (controle); 5, 10 e 15 kGy, utilizando
o irradiador comercial com fonte de ®°Co com taxa de irradiagdo de 0,6 kGy/hora. A
irradiagdo foi feita no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), localizado em
Piracicaba (SP). A amostra controle (0 kGy) foi mantida nas mesmas condi¢des, sem

irradiagao.

2.2.2 Solu¢io de quitosana

Foram preparadas solugdes filmogénicas de quitosana com concentragdes de 1% e 2%.
Foram adicionados 5g e 10g de quitosana, respectivamente, em 25 mL de 4cido acético
glacial e o restante de dgua destilada até completar 500mL para dissolver a quitosana. A

solugdo ficou em constante agitacdo no Turrax até completa dissolucao.

2.2.3 Elaboracio dos filmes de quitosana

Os filmes foram produzidos pelo método de casting segundo Garcia et al. (2015), com
adaptacdes pois foram secas a temperatura ambiente. Solucdes filmogénicas foram
preparadas, conforme descrito no item 2.2.2, ¢ 15mL de solucdo de cada tratamento foi

despejado em placas de petri de polietileno de 9cm de didmetro. As placas foram colocadas
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em superficie plana, deixando secar por dois dias ou até a formagdo completa do biofilme. Os
filmes foram retirados das placas de petri, identificados e armazenados em dessecador com

silica gel.
2.2.4 Caracterizacao dos filmes

2.2.4.1 Espessura
A espessura foi determinada através de um micrometro digital. A espessura foi

calculada pela média aritmética de trés medidas aleatdrias em diferentes segmentos do filme.

2.2.4.2 Cor

O sistema CIE foi utilizado para calcular os parametros: luminosidade (L*), de preto
(0) até branco (100); a* (intensidade da cor verde a vermelho) e b* (intensidade da cor
amarelo a azul). Os parametros de cor foram determinados através do software do
equipamento. Em cada amostra, cinco leituras foram realizadas.

Também foram calculados o indice croma (C*), considerado atributo quantitativo de

cor (Equagdo 1) e hue (h*), considerado o atributo qualitativo de cor (Equagao 2).
C = (a*?* b*2)12 (1)
h=tan' () @

A opacidade dos filmes foi determinada de acordo com o método HunterLab (1997)
utilizando o mesmo equipamento da determinacdo da cor (operando no modo de
transmitancia), apos a calibragdo do mesmo com um fundo padrdo branco e um fundo padrao

negro (Equacao 3).

% opacidade = —£° 100 3)

Tbranco

onde: Tpegro= transmitancia do filme sobreposto a um fundo negro;

Thranco= transmitancia do filme sobreposto a um fundo branco.

2.2.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As amostras a serem analisadas foram montadas em suporte de aluminio ou “stubs”
com fita adesiva dupla- face, em seguida, foram colocadas em cdmara metalizadora (SCO —

040 Marca Balzers), para serem revestidas com uma capa de ouro. A microscopia eletronica
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de varredura foi realizada no microscépio eletronico (JEOL — JSM 6610, Japao), utilizando-se

um acelerador de voltagem de 2,5kV.

2.2.4.4 Propriedades Mecanicas

As analises de tensdo na ruptura (TR) e elongagdo na ruptura (E) dos filmes foram
realizadas com o texturometro (Stable Micro System — Surrey, TA. XT.plus Texture Analyser,
Inglaterra), operando de acordo com o método ASTM D 882-91 (ASTM, 1995). As
dimensdes das amostras dos filmes foram 6,0 x 1,0 cm, e a espessura foi determinada
conforme descrito no Item 2.2.4.1 . Os filmes eram fixados por duas garras corrugadas
distantes 6,0 cm entre si e uma delas se movimentava a uma velocidade de 0,21 mm/s. A
tensdo de ruptura do filme foi calculada dividindo a for¢a méxima no rompimento pela area

da se¢do transversal (Equacao 4):

TR="" (4)

AS

Onde: TR ¢ a tensdo na ruptura (MPa), Fm a for¢a maxima no rompimento (N) e a As a area
da seccdo transversal inicial da amostra (m?).
A porcentagem de elongacdo na ruptura foi calculada dividindo a elongagdo pelo

tamanho inicial do filme e multiplicando por 100.

2.2.5 Analise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi efetuada pelo teste de Tukey (p < 0,05),

utilizando o programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESPESSURA

Os valores das espessuras dos filmes de quitosana nas diferentes doses de radiacdo
gama estdo apresentados na Tabela 3.1. Os resultados para as diferentes formulagdes dos
filmes mostraram diferencas significativas entre os valores de espessura, indicando que a
incorporag¢do da quitosana em concentragdes maiores tendeu, de maneira geral, a causar um
incremento na espessura do filme. Os filmes com concentracdo de 2% de quitosana
apresentaram o dobro do valor da espessura que os filmes de 1%, indicando que a espessura

agiu de forma proporcional a concentra¢do do péd de quitosana.

Tabela 3.1. Espessura (mm) de filmes biodegradaveis a base de quitosana irradiada.

Dose (kGy)
Conc(e:)zt)ragﬁo 0 5 10 15
1 0,07*%7£0,003  0,049°%+0,002  0,059*°”+0,002  0,067**+0,012
2 0,1394+0,010  0,104°*+0,027  0,105°+0,008  0,124**+0,003

*Letras mintsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).
**Letras maitsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as linhas (concentragéo).

A espessura média dos filmes com 1% de quitosana variou entre 0,049+0,002 e
0,07+0,003, ¢ com 2% de quitosana entre 0,104+0,027 e 0,139+0,01 para os diferentes
tratamentos. O controle da espessura dos biofilmes ¢ de grande dificuldade, sobretudo nos
processos de produgdo do tipo casting, pois pode haver desnivel na superficie que as placas
estdo secando, assim como variacao de umidade e temperatura.

A irradiagdo ndo apresentou uma influéncia nitida nos resultados. Nas doses de 5 e 10
kGy, os filmes apresentaram-se mais finos e na dose de 15 kGy, mais espessos, valores mais
proximos aos do filme sem irradiagdo. Garcia et al. (2015) apresentou valores de espessura
que variaram de 0,067 a 0,077 mm para filmes de quitosana a 1,5 e 2% de concentracao, a 1%
de 4cido latico, com doses de radiagdo de 0, 5, 10, 20 e 50 kGy. Eles atribuiram essa variagdo

devido a diferenca no teor de umidade entre os filmes, o qual possui uma alta afinidade pela
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agua a ser protonada, tornando-as mais hidrofilicas que o pdé de quitosana (FERNANDEZ,
2004).

Trejo et al. (2001) obteve valores de espessura de 0,02 e 0,033 mm para filmes de
quitosana a 1 e 2% de concentragdo, respectivamente, os dois em 1% de acido acético.
Fernandez et al. (2004) reportou valores de espessura de 0,054 mm. Ojagh et al. (2010)
também apresentou valores de 0,095 mm para filmes de quitosana a 2% de concentracdo em
1% de acido acético. Aljawish et al. (2016) reportou valores de 0,034mm, para filmes de

quitosana a 1% de concentra¢do em 1% de acido acético.

3.2 COR E OPACIDADE

Cor ¢ uma propriedade importante na aparéncia do filme. As medidas da cor dos
filmes (Tabela 3.2) refletem a influéncia da concentra¢do da quitosana e da dose aplicada de
radiag@o nas coordenadas cromadticas desses filmes.

Observou-se uma tendéncia na diminui¢ao do brilho com o aumento da concentracio
da quitosana e da dose de radiagdo. Na concentragcdo de 1%, a diferenca significativa esteve
presente na dose de 5 kGy, com L* 87,98, ja na de 2%, os menores valores encontrados foram
nas doses 10 e 15 kGy, com L* 85,45 e 86,02. Garcia et al. (2015) apresentaram menor valor
de L* na dose de 50 kGy, com valores de 78 e 71 nas concentra¢des de 1,5 e 2% de quitosana.
Rhim et al. (2006) incorporaram nanoparticulas nas concentragdes de 5% de quitosana,
obtendo filmes com valores de L* entre 66,8 e 85,8.

Da mesma forma foi reportado por Casariego (2009) valores de L* de 92,79 e 91,34
para filmes de quitosana a 1,5 e 2% de concentracdo, respectivamente. Garcia et al. (2015)
obtiveram valores de 81,6 e 74,8, para concentragdes de 1,5 e 2% e Wang et al. (2013)
obtiveram filmes de 1% com L* de 86,28.

Os filmes obtidos apresentaram valores de b* com diferenga significativa entre as
doses de radiacdo e as concentragdes 1 e 2% de quitosana. Os filmes sem irradiagdo € menor
concentragdo apresentaram menores valores, entre b* 3,71 e 10,26, e com maior dose e
concentragdo valores entre 4,25 e 11,61, ambos menos amarelados que aqueles reportados por
Garcia et al. (2015), 18,1 e 21,64. Park et al. (2002) reportou valores de 15,43 para b* em
filmes de 2% de quitosana. Essas variacdes sdo influenciadas pela espessura do filme e
também pelo método de obtencdo de quitosana (CASARIEGO, 2009).

O aumento da dose de radiagdo influenciou no aumento do tom amarelado do filme.

Os valores de C* mostram um comportamento similar ao descrito por b*, sendo que, quanto
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maior os valores de croma, maior ¢ a intensidade da cor das amostras (GRANATO e
MASSON 2010). A irradiacdo afetou o valor de C*, levando a intensidade da cor amarela de
mais fraco para mais forte. Segundo Garcia et al. (2015), os filmes que contém em sua
formulagdo maior concentra¢do de quitosana apresentam uma cor amarelada mais intensa,
verificado também no nosso trabalho, o que pode interferir na sensorial do produto quando

utilizado para embalagens de alimentos.

Tabela 3.2. Efeito da radiagdo gama na cor de filmes biodegradaveis de quitosana.

Parametro Solucdo
Concentracao Dose (kGy)
(%) 0 5 10 15
L 1 89,22"47+0,32  87,98"+0,45 88,87*+0,1  89,02*+0,28
2 86,93%8£0,17  86,54°+0,1 85,45"+0,54 86,02°%+0,2
1 0,03*4+0,01 -0,03°2£0,02  -0,13%4:£0,01 -0,12°4+0,04
a* 2 -0,5°2+0,02 -0,58°2+0,01  -0,57°+0,03 -0,32%B+0,02
1 3,71°B+0,12 4858+0,80  4,47"8+0,9 425"8+0,5
b* 2 10,26°2+0,4 10,17°2£0,5  11,66+0,4  11,61%0,5
1 3,71°B+0,11 485%+0,80 4478091  4,25®+0,50
C* 2 10,27°2+0,44  10,18°%+0,54 11,67**£0,49 11,61**+0,49
1 89,54*4+0,31  89,64**+0,39  88,33*+0,1  88,38%*+0,27
h* 2 87.21°+0,19  86,73°Bx0,15 87,2°2+0,55 88,42*4+0,23

*Letras mintsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).
**Letras maitsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as linhas (concentragéo).

A mudanga na cor dos filmes esté relacionada com as mudancas quimicas e biologicas
da molécula. O escurecimento resultante da irradiacdo pode ser atribuida ao aumento de
grupos C=0 da quitosana devido a rea¢do da quebra da cadeia e também pela reacido de
Maillard entre os grupos NH, e OH. Zainol et al. (2009) notaram mudancas visiveis na
luminosidade das amostras analisadas, tendo que a quitosana irradiada a 100 kGy foi a mais
escura quando comparada as outras doses de 50, 25 e 10 kGy. Garcial et al. (2015)
observaram um escurecimento nos filmes nas doses entre 10 e 50 kGy.

A cor propriamente dita, que ¢ a tonalidade dada pelo croma h* refor¢a mais uma vez
que a cor dos filmes é amarela. Porém a irradiacdio ndo afetou o tom da amostra na
concentragdo de 1%, ndo apresentando diferenca significativa entre as doses. Na concentragdo

de 2%, houve um ligeiro aumento no tom na dose de 15 kGy.
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A opacidade do filme ¢ uma propriedade de grande importancia quando se deseja
utilizar como embalagem alimenticia. Em alguns casos, a prote¢do contra a luz incidente ¢
necessaria, especialmente para produtos que sdo sensiveis a reagdes de degradacdo catalisada
por luz (PELISSARI et al., 2012). Em outros, a transparéncia ¢ desejavel para que os
consumidores possam ver o produto que estdo comprando, apresentando uma boa
apresentacdo visual para as embalagens. Os valores encontrados de opacidade dos filmes

estdo apresentados na tabela 3.3.

Tabela 3.3. Opacidade (%) de filmes biodegradaveis a base de quitosana irradiada.

Dose (kGy)
Concentracao
%) 0 5 10 15
1 46,78"%+1,86*  4732*B+1 41 46,28+1,53  48,03*%x1,22
2 53294172 50,60°%+1,27  50,82°2+0,37  52,17*x0,22

*Letras mintsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).
**Letras maitsculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as linhas (concentracgio).

As diferentes concentragdes de quitosana influenciaram significativamente (p<0,05) a
opacidade dos filmes, sendo os filmes de 2% mais opacos, ou seja, valores 53,29%, contra
46,28% dos filmes com 1% de quitosana. Ja a irradiacdo ndo apresentou resultados com
tendéncia bem definida, houve uma pequena variacdo entre os valores, porém nio foi
detectada uma variacdo visual na opacidade dos filmes. Os filmes produzidos estdo

apresentados na Figura 3.1, e sdo considerados como transltcidos.
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b 4 | f R h
Figura 3.1. Cor dos filmes obtidos (a) controle 1% de quitosana, (b) controle 2% de
quitosana, (¢) 5 kGy 1% de quitosana, (d) 5 kGy 2% de quitosana, (¢) 10 kGy 1% de
quitosana, (f) 10 kGy 2% de quitosana], (g) 15 kGy 1% de quitosana, (h) 15 kGy 2% de
quitosana.

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A estrutura superficial dos filmes representa um papel importante no entendimento das
propriedades dos mesmos. As micrografias estdo apresentadas na Figura 3.2.

As imagens que apresentaram mais lisas e homogéneas foram as amostras controle e a
tratada com 15 kGy de radiagdo, e a que apresentou mais irregularidades e rugosidades foi a
de 5 kGy de radiacdo, todas de 1% de concentragdo de quitosana. Devido a baixa solubilidade
da quitosana, dificuldades foram encontradas para completa dissolu¢do do p6 na solugdo. Esse
pode ter sido um motivo pelo qual a amostra 5 kGy com 1% de quitosana apresentou mais
imperfeicdes na sua superficie, devido ao acimulo de material presente no filme analisado,
associado a sua espessura que foi a menor apresentada entre os filmes, 0,049mm. Em
contrapartida, o filme com 15 kGy foi o mais espesso, 0,067mm, apresentando uma superficie

mais lisa e com menos imperfeigdes.
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Figura 3.2. MEV de filmes biodegradaveis a base de quitosana irradiada.
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Sharmin et al., (2012) analisaram a microscopia dos filmes de quitosana sem nenhum
tratamento e com irradiacdo de 10 kGy de dose e inser¢do da molécula de silano. Resultados
diferentes entre os filmes foram obtidos, sendo que a superficie do filme sem tratamento
apresentou irregular e aspera, e o filme irradiado e com silano revelou uma estrutura
homogénea, mais suave e sem defeitos graves. Um revestimento de polisiloxano ¢ formado
durante a irradiagdo e ele ¢ o responsavel pela superficie mais lisa.

A radiacdo gama na dose de 20 kGy influenciou os resultados de Ferreira (2010),
reduzindo a rugosidade e estrutura porosa nas membranas quitosano-g-HEMA, devido a
reticulagdo do polimero. Yan et al. (2001) relatam que os filmes que utilizam quitosana de
baixa ¢ média massa molar (1,3 x 10° g/gmol) apresentam superficie com estrias finas e
homogeneamente distribuidas. No entanto, filmes com quitosana de massa molar alta (10 x
10° g/gmol) apresentam superficie mais ondulada e com estrias mais intensas. A massa molar
da quitosana utilizada neste trabalho foi fornecida pela empresa Polymar, sendo 3,7 x 10°
g/gmol, ou seja, estd entre a massa molar média e a alta utilizada por Yan et al. (2001).

A mistura de polimeros estudada por Mollah et al. (2016) apresentou um resultado
fantastico na preparacgao de filmes biodegradaveis para alimentos. A quitosana, amido e uma
resina natural (Acacia catechu) foram misturados e apresentaram uma superficie homogénea,
livres de bolhas e irregularidades. Essas caracteristicas sdo indicadores de boa integridade
estrutural e boas propriedades mecanicas, ideal para aplicagdes em embalagens de alimentos.

De uma maneira geral, os filmes com maiores concentracdes de quitosana
apresentaram superficie mais ondulada e com estrias mais intensas, ja que a quantidade de
granulos tende a aumentar com o aumento da concentracdo da solugdo. A irradiacdo, ao
degradar a molécula com a quebra na cadeia da quitosana separando as liga¢des glicosidicas
1-4, apresentou uma superficie menos rugosa nos filmes; que ¢ um indicador de boa

integridade estrutural e de boas propriedades mecanicas.

3.4 PROPRIEDADES MECANICAS

Propriedades mecanicas sdo importantes para identificar a habilidade do filme em
suportar o stress durante o manuseio, transporte € armazenamento e, em seguida, para
proteger a integridade do alimento.

Os valores obtidos de tensdo de ruptura, TR, (Figura 3.3) sdo baixos, todos
proximos a 2 MPa. Na concentracdo de 1%, a dose de 5 kGy apresentou maior valor, se

diferindo significativamente dos demais. O filme com esta dose, apesar de apresentar maior
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rugosidade, como visto no MEV, ¢ o que suporta uma maior tensao de ruptura. O mesmo
ocorreu com as doses 5 e 10 kGy na concentracdo de 2%, com resultados de 2,3MPa,
enquanto o filme com 15 kGy apresentou comportamento semelhante ao filme controle, de
1,6MPa. No entanto, os valores continuaram bem abaixo dos encontrados por Garcia et al.
(2015), com tensdo de 15 MPa nas doses de radiagdo de 5, 10 e 20 kGy e de Lim et al. (1998)
com valores de 61,9; 100,3; 101,8; 98 MPa nas doses 0, 3.7, 11, 18 kGy, respectivamente.

Os filmes de 2% apresentaram maiores valores de TR, pois com o aumento da
concentragdo de quitosana na formac¢ao dos filmes, a quantidade de ligacdes de hidrogénio e
grupos hidroxilo e amino também aumenta. Essa tendéncia ¢ similar aos trabalhos de Garcia
et al. (2015) e Casariego et al. (2008), que avaliaram filmes a 1, 1,5 e 2% de concentragdo,

1% de acido lactico € Tween 80.

3,5
- 3
11
A
S 25
£
2 2 N 0 kGy
=
5 1'5 B 5 kGy
S ) %10 kGy
E 15 kGy
0,5
0

Concentracao

Figura 3.3. Tensdo de ruptura (MPa) de filmes biodegradaveis a base de quitosana irradiada.
Letras mintisculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).
Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as linhas (concentragio).

Os valores de elongacdo, E, (Figura 3.4) também foram baixos. Em ambas
concentragdes ndo houve diferencga significativa entre as doses de radiagdo, porém estes se
diferenciaram dos filmes controle, que apresentaram valores maiores (5%). Comportamento
similar foi observado por Zainol et al. (2009), onde a elongagdo dos filmes diminuiu com o

aumento da dose de radiacdo, analisados nas doses 10, 25, 50 e 100 kGy.
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Figura 3.4. Elongacao (%) de filmes biodegradaveis a base de quitosana irradiada.
Letras mintisculas diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as colunas (doses).
Letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as linhas (concentragio).

Nao foi visualizado uma relag@o entre o aumento da TR com o decréscimo de E, como
observado por Lim et al. (1998) e Garcia et al. (2015). J4 Chen e Hwa (1996) informaram que
para filmes de quitosana de baixa massa molecular, a TS ¢ baixa possivelmente devido a
baixa cristalinidade e quebra de cadeia das moléculas, comportamento visualizado no nosso
trabalho. Para melhorar as propriedades mecanicas dos filmes de quitosana, Fernandes et al.
(2010) adicionaram fibras de nanocelulose.

As diferencas encontradas entre os valores obtidos e os estudos acima citados podem
ser devido ao efeito do 4cido utilizado na solubilizacdo da quitosana, da concentragcdo da
quitosana e na espessura e conteudo de umidade dos filmes obtidos.

Em trabalhos com filmes biodegradaveis a base de amido, a adicdo da quitosana
aumentou a eficdcia da TR de forma significativa, agindo como um refor¢co aos filmes,
tornando-os mais rigidos. A melhor relagdo encontrada foi de 50% quitosana 50% amido, pois
os filmes apresentaram valores 6timos de TR e E e se mantiveram transparentes (MOLLAH et
al., 2016).
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CONCLUSAO

A maior concentragdo de quitosana na solu¢do filmogénica causou um incremento na
espessura do filme, no entanto, a irradiagdo ndo influenciou esse parametro. Um efeito mais
intenso na tonalidade dos filmes foi visualizado com o aumento da dose de radiagdo, levando
a intensidade da cor amarelada de mais fraco para mais forte. Os filmes com maiores
concentragdes de quitosana apresentaram superficie mais ondulada e com estrias mais
intensas, e os filmes irradiados apresentaram superficie mais lisa ¢ menos rugosa, devido a
degradacdo da molécula da quitosana. Os filmes ndo apresentaram boa flexibilidade e
alongamento. A dose de radiacdo de 5 kGy foi a que causou mais modifica¢cdes na molécula

da quitosana, influenciando positivamente as propriedades do biofilme formado.
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CONCLUSAO GERAL

A quitosana representa uma boa alternativa de matéria-prima na elaboragao de filmes
biodegradaveis.

Os diferentes tratamentos aplicados promoveram mudangas nas propriedades
reologicas da solugdo filmogénica e nas propriedades Opticas e morfoldgicas dos filmes.
Apenas as propriedades mecanicas ndo foram influenciadas pela irradiagao.

A solucdo apresentou comportamento de fluido Newtoniano e a irradiagdo promoveu
uma diminuic¢ao na viscosidade.

A opacidade dos filmes foi influenciada pela maior concentracdo de quitosana na
solu¢do, mas ndo pela irradiagdo. J4 na cor verificamos a maior influéncia da irradiacdo na
coloracdao amarelada dos filmes.

A irradiacdo causou degradagcdo na molécula da quitosana, sendo representada pela
microscopia a partir da presenca de granulos menores e arranjos irregulares na estrutura do p6
e superficie mais lisa e menos rugosa nos filmes.

Os filmes ndo apresentaram boas propriedades mecanicas, com baixos valores de
flexibilidade e alongamento.

E possivel promover melhora nas propriedades dos filmes aplicando a irradiagdo pois
apresentaram caracteristicas que viabilizam sua utilizagdo como embalagem primdaria em
alimentos, como prote¢ao. Porém devido a sua baixa resisténcia, ndo pode ser utilizado para
manuseio e transportes. A dose de 5 kGy de radiagdo foi a que apresentou melhores resultados

nas propriedades do biofilme.



