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RESUMO

Teixeira, Bianca Alves; Peron Cristiano Luis. Obtencdo e Caracterizacao de
Biofilme a Base de Fécula de Batata, Amido, Biossurfactante e Celulose
Bacteriana. 2013. Monografia. Departamento de Tecnologia em Alimentos,

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Ponta Grossa, 2013.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar biofilme a base de
amido, celulose bacteriana, biossurfactante e glicerol. Os biofilmes tiveram
como matriz a fécula de batata (3 g) e pelo método de Mistura Ternéaria foram
avaliados as concentracdes de celulose bacteriana (40, 50, 60, 70%),
biossurfactante (4,45, 9,80, 14,25, 19,95%), glicerol (25,55, 30,20, 35,75,
40,05%), sendo produzidos pela técnica de casting. Os biofilmes foram
analisados quanto a espessura, gramatura, densidade, cor, solubilidade, indice
de intumescimento, isoterma de adsorcéo, taxa de permeabilidade ao vapor de
adgua, permeabilidade ao vapor de agua, andlise estrutural por microscopia
eletronica de varredura e a biodegradacéo. Os biofilmes formaram uma matriz
coesa, porém irregular com presenca de granulos. Biofilmes com maiores
concentracbes de celulose bacteriana apresentaram menor espessura e
gramatura, baixa solubilidade, reduzida capacidade de manutencdo da
integridade do biofilme a agua, confirmado pela alta taxa de permeabilidade ao
vapor de agua e com maior degradacao em 30 e 40 dias. Com o aumento no
teor de biossurfactante e glicerol os biofilmes mostraram maior solubilidade em
agua, com coloracdo levemente acinzentada e baixa luminosidade. Biofilmes
com 60% de celulose bacteriana, 9,80% de biosurfactante e 30,20% de glicerol,
submerso por 10 minutos em agua deionizada, tiveram maior indice de
intumescimento. Portanto, os biofilmes formados por fécula de batata, celulose
bacteriana, biosurfactante e glicerol se caracterizaram, de modo geral, com boa

barreira a luz, manutencédo da umidade e com potencial de biodegradabilidade.



ABSTRACT

Teixeira, Bianca Alves, Cristiano Luis Peron. Collection and
Characterization of Film Base Potato Starch, Starch, Cellulose and Bacterial
biosurfactant. 2013. Monograph. Department of Food Technology, Federal

Technological University of Parand, Ponta Grossa, 2013.
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1 INTRODUCAO

A busca por polimeros biodegradaveis para compor as embalagens vem
como alternativa para minimizar o acumulo de residuos solidos provocada
pelos materiais sintéticos (JAYASEKARA et al.,, 2004). O interesse nestes
materiais biodegradaveis na area de alimentos esta na conscientizacdo dos
consumidores ao dano ambiental causada pelas embalagens né&o
biodegradaveis (ELIZONDO, SOBRAL e MENEGALLI, 2009).

A utilizacéo de matérias-primas como polissacarideos
obtido a partir de fontes agricolas e microbianas surge como uma nova
oportunidade de materiais na area de filmes biodegradaveis (TAPIA-BLACIDO
et al., 2007; FANG et al., 2005) e tem chamado a atencdo do seguimento de
embalagens na criagcdo de novos mercados para setor (BATISTA et al., 2005).

O amido combina abundancia, preco, comportamento termoplastico,
além de biodegradabilidade, no entanto, os filmes oriundos destes possuem
baixa resiténcia mecéanica e alta hidrofilicidade (GALDEANO et al., 2009). Os
polissacarideos de origem microbiana apresentam como novas perspectivas
para auxiliar as propriedades de barreira e mecanica dos filmes. A celulose
bacteriana, produzida por Acetobacter xylinum, tem como propriedades e
caracteristicas a permeabilidade para liquidos e gases, alta pureza quimica,
cristalinidade, alta forca de tensdo, elasticidade, durabilidade,
biodegradabilidade, sendo também atoxica e ndo alérgica (MATEOS, 2007;
PACHECO, 2004).

A principal dificuldade da producdo de filmes de amido e polimeros
sintéticos esta na baixa compatibilidade entre eles, pois 0 amido se apresenta
altamente hidrofilico e os sintéticos séo na maioria hidrofébicos, resultando em
misturas com baixas propriedades mecanicas (LOWDIN, DELLA VALLE e
COLONNA, 1995). A incorporagao de algum aditivo, como plastificantes ou
compatibilizantes, se torna essencial para juncdo entre os componentes da
mistura dos filmes (SHAH, BANDOP ADHYAY e BELLARE, 1995).

Os biossurfactantes atuam como dispersantes e/ou solubilizantes de
compostos organicos, apresentando baixa solubilidade em agua, promovendo
reducdo superficial e interfacial, conferindo capacidade de detergéncia,
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emulsificacdo, lubrificacdo, solubilizacdo e dispersdo de fases em solucdes
(DESAI e BANAT, 1997).

Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero e, os mais
estudados em combinagdo com os filmes de amido sdo os polidis, como o
glicerol e o sorbitol, materiais que interagem com as cadeias de amido,
aumentando a mobilidade molecular e, consequentemente, a flexibilidade dos
seus filmes. Outro efeito € o aumento da hidrofilicidade e permeabilidade ao
vapor de agua dos filmes plastificados, jA& que a maioria dos plastificantes
empregados em filmes de amido tem carater hidrofilico (MALI et al, 2004).

Portanto, uma alternativa para melhorar as propriedades fisicas dos
filmes est4 na preparagdo de blendas poliméricas, mediante o uso combinado
de polimeros. A mistura freqiientemente exibe propriedades superiores quando
comparadas as propriedades de cada componente polimérico individualmente
(LAURINDO, 2007).

1.1 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar biofilme a base

de amido, biosurfactante e celulose bacteriana.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais
Os principais materiais utilizados neste trabalho foram celulose
bacteriana produzida por Acetobacter xylinum ATCC 23769, biosurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa (UPEDA 761), glicerol (Merck) e
fécula de batata (Yoki).

2.2 Processo de producéo, purificacao e obtencao de fibras celulose bacteriana

A produgédo de celulose bacteriana foi desenvolvida em meio de cultivo
Alaban (100 g.L™ de sacarose; 5 g.L™* de fosfato acido de potassio; 2,5 g.L™ de
12



extrato de levedura; 0,6 g.L™" de sulfato de aménia; 0,2 g.L™ de sulfato de
magnésio heptahidratado) previamente esterilizado em autoclave a 121°C por
15 minutos e inoculado de 5% (v/v) do microrganismo, em ambiente asséptico,
sendo incubado em estufa bacteriologica (QUIMIS) a 30°C+ 2°C, por 120
horas, com cultivo estatico. Decorrido esse tempo a celulose bacteriana foi
retirada do caldo de fermentacéo e aquecida até a fervura por 10 minutos, para
destruicdo do microrganismo.

No processo de purificagdo as peliculas foram submetidas a sucessivas
lavagens com agua deionizada, com posterior tratamento com NaOH 0,1N a
90°C por 30 minutos, e novamente lavagens com agua deionizada.

Para obtencdo de fibras de celulose houve a submersdo da celulose
bacteriana em solucdo de &cido oxalico a 15% e autoclavada a 121°C a 15
libras de pressdo por 20 minutos, processo repetido até formacao de fibras
isoladas. As fibras de celulose foram submetidas a varias lavagens para a
retirada do acido oxalico e conduzidas a secagem em estufa com circulagdo de
ar (QUIMIS — modelo Q317B) 50°C+2°C por uma hora.

2.3 Producéo e purificacdo de Biosurfactante

Para producao de biosurfactante foram adicionados 2 % (v/v) do in6culo,
Pseudomona aeruginosa (UPEDA 761), em 100 mL de meio de cultivo Luria
Bertani (LB) (triptona 10 g.L™, NaCl 10 g.L™, extrato de levedura 5 g.L™"), e
incubados sob agitagdo a 150 rpm (Incubadora TE -420, S&o Paulo, Brasil) a
temperatura de 37°C = 2°C por 96 horas.

Para a purificacdo do biosurfactante o caldo foi acidificado em pH 2 com
solucdo de acido cloridrico 6N (HCI 6N), resfriado a 4°C por 24 horas.
Decorrido este tempo o caldo acidificado foi centrifugado a 3900 rpm por 45
minutos, e apds a centrifugacdo foi realizada lavagem com agua destilada e

submetido a uma nova centrifugagao.
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2.4 Producéo dos filmes poliméricos

Foram produzidos solugdes filmogénica com 3 g de fécula de batata em
100 mL de agua destilada sob agitacao de 50 rpm, durante 25 minutos a 60°C.
Outros componentes como celulose bacteriana, biosurfactante e glicerol foram
adicionados posteriormente, seguindo planejamento experimental por Modelo

de Mistura Ternéria (Tabela 1), com peso total de 2 gramas.

Tabela 1 — Planejamento experimental por modelo de mistura ternaria utilizado

na elaboracao dos filmes

Componentes da Mistura (%)

Tratamentos  Celulose Bacteriana (CB) Biosurfactante (BS) Glicerol (GL)
1 70,00 4,45 25,55
2 60,00 9,80 30,20
3 50,00 14,25 35,75
4 40,00 19,95 40,05

Apods resfriamento, os filmes foram produzidos pela técnica de casting
(Yang e Paulson, 2000), ou seja, colocadas em placas de vidro com é&rea de
170 x 170 x 30 mm e secas em estufa com circulacdo de ar (QUIMIS — modelo
Q317B) 30°C+2°C por 24 horas.

Os filmes foram mantidos em frascos hermético contendo solucdo &cido
sulfarico (Vetec) a 20°C, com 56% de umidade relativa (UR), em estufa de
DBO (Thelga-Modelo T34P) até a realizagéo das analises.

2.5 Caracterizacao das propriedades fisicas, quimicas e de barreira

Os biofilmes foram caracterizados por meio das propriedades fisicas,
quimicas, de barreira e mecéanica, como, espessura, gramatura, densidade,
solubilidade, cor, solubilidade, indice de intumescimento (li%), isoterma de
adsorcao, taxa de permeabilidade ao vapor de agua, permeabilidade ao vapor
de agua, microscopia eletronica de varredura (MEV) e andlise de

biodegradacao.
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2.5.1 Propriedades fisicas e quimicas

A espessura, gramatura e densidade foram realizados segundo
Sarantépoulos et. al (2002). A medida da espessura foi obtida com micrdmetro
(Mitutoyo) com resolucdo 0,001, em corpos de prova de 4cm? e os resultados
expressos em milimetros. A gramatura foi determinada pela pesagem de uma
area de 2 cm? do corpo de prova e os resultados expressos em g.m?. A
densidade foi determinada utilizando copos de prova de 2cm? e os valores
foram expressos em g.cm™.

As cores dos biofilmes foram medidas de acordo com a escala L*, a* e
b* ou CIELAB, recomendada pela Commision Internationale de LEclairage
(CIE), utilizando um colorimetro Hunterlab (Hunterlab Ultrascan PRO).

O sistema tri-axial (“tristimulus”) de cores fornece trés eixos com as
coordenadas L*, a* e b* para determinar a coloracdo dos filmes. No
eixo x a coordenada a* varia do vermelho (+ a*) ao verde (- a*); no
eixo y, a coordenada b* do amarelo (+b*) ao azul (-b*) e o eixo z
corresponde as cores que vao do branco (+L*) ao preto (-L*).

Andlise estrutural dos filmes por microscopia eletrénica de varredura
(MEV), os corpos de prova foram metalizados com ouro usando IC-50 ION
COATER (Shimadzu), por 10 minutos. As imagens foram obtidas por meio do
Microscopio Eletronico de Varredura (Shimadzu - modelo SSX 550 SUPER
SCAN).

A biodegradabilidade dos biofilmes foi avaliada através do aspecto visual
do filme exposto ao solo fértil, com concentracao inicial de microrganismos de
1,5 x 10*%, pH 7,1, umidade 10,06% Os corpos de prova (4,0 x 4,0 cm) foram
submersos a uma profundidade de 6 cm da superficie, em copos descartaveis
contendo terra de horta e mantidos por 40 dias a temperatura de 25°C+1°C. Em
intervalos de 7, 15, 30 e 40 dias os filmes eram retirados, lavados e
fotografados para posterior comparacao visual, sendo um teste qualitativo.

Para o tratamento controle os biofilmes foram mantidos em solo estéril.

15



2.5.2 Propriedades de barreira

A solubilidade em agua foi determinada segundo Gontard et al. (1994),
com corpos de prova de 2 cm? e os resultados expressos em porcentagem de
massa solubilizada em relagdo a massa inicial.

O indice de intumescimento dos biofilmes foi determinado segundo
Cavalcanti et al. (2002), em solugdo com pH 6,0 e expressos em porcentagem
(%).

As isotermas de adsorcdo foram determinadas em temperatura de
20°C+1°C pelo método estatico (Mortola et al., 2003). A obtencdo de valores
de umidade relativa (UR) foi entre 5% e 100%, e obtida por diferentes

concentragfes de solugéo de &cido sulfurico P.A. (Tabela 2).

Tabela 2 - Correlacéo entre concentracao de H,SO4(%) e atividade de agua

Atividade de agua (Aw)
Concentragao de H,SO4 (%)

20-C

0,100

0,980
10 0,955
20 0,879
30 0,749
40 0,562
50 0,355
55 0,258
60 0,167
80 0,053

Fonte: Ditchfield (2000)

Os biofilmes foram secos em estufa a 50°C+1°C por 2 horas, resfriados
em dessecador, e pesados 0,5 g, obtendo a massa inicial. Os biofilmes foram
mantidos em frascos hermeticamente fechados, contendo solugdo de &cido
sulftrico (Tabela 1), em 10 contrac¢des diferentes e acondicionados em estufa
de DBO (Thelga — modelo T34P) a 20°C+0,5°C. Foram realizadas pesagens
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em balanca analitica (Shimadzu AX 200)+ 0,0001 a cada 24 horas, até a
obtencdo da umidade de equilibrio com trés massas constantes. Os biofilmes
foram secos em estufa a 105°C+1°C, por 24 horas. Apoés resfriados os biofilmes
foram pesados, para a obtencao do valor da umidade de equilibrio por meio da

equacdo 1 e, os resultados expressos em g de agua por 100g™ de matéria

seca.
Xeq=meq—ms (Eq.1l)
ms
Onde,

xeq: umidade de equilibrio (b. s.) (g de agua por 100g™ de matéria seca)
meq: massa da amostra no equilibrio (g)

ms: massa da amostra seca (Q)

Os resultados foram ajustados matematicamente pelo modelo de GAB

(Guggenheim — Anderson — de Boer), segundo equacéo 2.

KCX,_ aw
(1 — Kaw)(1 — Kaw + CKaw)

Xeq =
(Eq.2)
Onde:
Xeq: umidade de equilibrio (g de 4gua por 100 g™ de matéria seca);
K: constante de GAB relacionada a energia de interacdo das moléculas
absorvidas na multicamada;
C: constante relacionada a energia de interacao das moléculas
absorvidas na monocamada;
Xm: umidade na monocamada (g de &gua por 100 g™* de matéria seca)
aw: atividade de agua (UR/100)

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua foi determinada por
gravimetria pelo método padrao da norma da American Society for testing and
materials — ASTM E96-00 (SARANTOPOULOS et al., 2002).
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Os corpos de prova apresentaram area de 0,002551 m? e aplicados em
capsulas de aluminio contendo 5g de CaCl, (anidro), seco em estufa a 150°C+
1°C por 24h, e vedados com silicone. As capsulas foram acondicionadas em
frascos hermeticamente fechados contendo solugdo saturada de cloreto de
sédio. Todo o conjunto foi colocado em estufa de DBO (Thelga — Modelo T34P)
a 20°C + 0,5°C, proporcionando uma umidade relativa de 75%.

A permeabilidade do biofilme foi calculada por meio de regresséo linear
entre o ganho de peso (g) e o tempo (h) durante o experimento. O coeficiente
angular da reta determinou a quantidade de agua ganho pelo tempo (tg a). A

TPVA foi calculada segundo a equacéo 3 e expressa em g H,O.m? dia™.

TPVA=tga (Eq.3)
A
Onde,
TPVA = g H,O m?. dia*
Tg a = coeficiente angular da reta

A = area em (m?)

Com o resultado da TPVA foi calculado a permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) por meio da equacao 4, os resultados expressos em g H,O mm m’

2 diat.mmHg™.

PVA = 100.TPVA.e (Eq. 4)
p.URe
Onde,
PVA = gH,0. mm.m? .diat.mmHg*
e= espessura do biofilme (mm)
p = pressao de vapor de 4gua pura na temperatura de 20°C, expressa
em mmHg

URe = umidade relativa a 20°C

18



2.6 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 95% de confianga (a
0,05). Para o teste de Tukey foi utilizado o seguinte programa: Sistema para
analise e separacdo de médias em experimentos agricolas pelos métodos
Scoft-Knott, Tukey e Ducan (CANTERI et al., 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Espessura, Gramatura e Densidade

Nao houve diferengas significativas (p < 0,05) nos valores de espessura

entre os tratamentos, porém, foram observadas diferencas para gramatura e

densidade, confirmadas pelo teste de Tukey (Tabela 3).

TABELA 3 - Resultados das propriedades espessura, gramatura e densidade,

em biofimes com diferentes concentracbes de celulose bacteriana,

biossurfactante e glicerol.

Propriedades

Tratamentos Espessura (mm) Gramatura (g.m?) Densidade (g.cm®)

1 0,13%+ 0,02 134"+ 1,11 1,09° + 0,29
2 0,15% + 0,01 142°+ 3,06 0,95 %+ 0,01
3 0,18 + 0,02 136°+ 10,39 0,60° + 0,07
4 0,15% + 0,01 1582+ 7,20 1,08 2+ 0,07

NOTA - Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. S&o apresentados os valores médios das triplicatas e
0 respectivo desvio padréo.

O controle da espessura dos filmes avalia a uniformidade dos filmes
produzidos, a repetibilidade da medida de suas propriedades e a validade das

comparacdes entre filmes. A espessura influencia na resisténcia mecéanica e
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nas propriedades de barreira ao vapor d’agua do material (OLIVEIRA et al.,
1996).

Na confecgéo dos filmes a técnica de casting se mostrou adequada pela
regularidade no controle da espessura, com variacdo nao significativa
confirmada pelo teste de Tukey (p = 0.05). No entanto, foi observado que
biofilmes com maior concentracdo de biossurfactante e glicerol apresentaram
maiores espessuras. Este aspecto também foi verificado por Mota (2009) em
filmes formados por blendas poliméricas de amido de lirio-do-brejo (Hedychium
coronarium) e amido de fruto-do-lobo (Solanum lycocarpum St. Hill) onde a
espessura do filme aumentou com a adicdo do plastificante. Valores
semelhantes também foram observados por Dias (2008) em filmes de amido e
de farinha de arroz. No entanto, menores espessura foram encontrados por
Henrique et al. (2008), em filmes de amido modificado de mandioca, em que
as espessuras variaram de 0,0213 a 0,1202 mm e, por Rhim (2004) em filmes
de fécula de mandioca com espessuras entre 0,056 a 0,069 mm. .

Sendo a gramatura definida como o peso de uma determinada area do
material, esta diretamente relacionada a resisténcia mecanica e de barreira dos
flmes (OLIVEIRA et al., 1996; SARANTOPOULOS et al., 2002). A gramatura
apresentou valores entre 134 a 158 g.m™ (Tabela 2.0) e os tratamentos 1 (70%
CB; 4,45% BS; 25,55% GL), 2 (60% CB; 9,80% BS; 30,20% GL) e 3 (50% CB;
14,25% BS; 35,75% GL) ndo mostraram diferenca significativa, confirmada pelo
teste de Tukey (p = 0.05). No entanto, foi observado que o tratamento 4 (40%
CB; 19,95% BS; 40,05% GL) apresentou aumento de 17,91% na gramatura,
em relacdo ao tratamento 1 (70% CB; 4,45% BS; 25,55% GL) possivelmente
pelo acréscimo nos teores de biossurfactante e glicerol no filme. Os biofilmes
produzidos neste trabalho indicam maior resisténcia mecéanica e de barreira,
comparado com filmes de policloreto de vinila (PVC) comercial, com 40,95
g.m?. Porém, valores maiores de gramatura foram verificados por Henrique et
al., (2008) com variacdes de 200 a 500 g.m? em diferentes filmes de amidos
modificados.

A densidade dos filmes apresentou variacdo de 0,60 a 1,09 g.cm™, com
aumento de 81,66%, entre os tratamentos, sendo verificado maior densidade
em compositos com alta concentracdo de celulose bacteriana. A densidade de
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um polimero esta relacionada a composicdo quimica, ao peso molecular
(moléculas individuais) e a forma como estdo compactadas as moléculas
(cristalinidade) (SARANTOPOULOS et al., 2002). Segundo Vandamme et al.
(1998), a celulose bacteriana apresenta alta cristalinidade, o que pode ter
conduzido a um aumento na densidade no filme produzido.

Henrique et al. (2008) obtiveram resultados de 0,06 e 0,12 mm para filmes
produzidos a partir de amido modificado de mandioca sob diferentes

concentracoes.

3.2 Cor

A cor pode ser considerada um importante parametro de caracterizacéo
dos biofilmes, pois esta associada com a matéria-prima utilizada na elaboracéo
dos mesmos (VICENTINI, 2003).

A analise de variancia mostrou diferenga significativa (p < 0,05) entre as
médias dos tratamentos, em todos os parametros de cor (Luminosidade,

Croma a* e Croma b*) e confirmada pelo teste de Tukey (Tabela 3).

Tabela 4 - Caracteristicas de cor em biofilmes com diferentes concentra¢des de

celulose bacteriana, biossurfactante e glicerol.

Tratamentos Cor
Luminosidade (L*) Croma a* Croma b*
1 45,63%+ 1,30 0,93%+ 0,18 3,57%+ 0,87
2 45,94%+ 0,31 0,95% 0,02 3,37%+ 0,72
3 42,62°+ 0,77 0,50°+ 0,12 1,75+ 0,70
4 41,42°+ 0,78 0,34°+ 0,05 2,14%+ 0,57

NOTA - Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. S&o apresentados os valores médios das triplicatas e
0 respectivo desvio padréo.

Os valores de L* indicam a luminosidade na faixa de 100 (branco) a zero
(preto), que o diferencia em claro e escuro. Os biofilmes apresentaram variacao

entre 41,42 a 45,94, mostrando diferenca de 9,8%, indicando filmes com
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coloracdo intermediaria. No entanto, filmes mais escuros foram observados
onde a concentracdo era maior de glicerol e biossurfactante e, menor de
celulose bacteriana. De modo geral, houve uma reduzida luminosidade em
todos os tratamentos, que pode estar associada a alta concentracdo das
moléculas na matriz do biofilme, em que foram adicionados 5g de soluto na
solucéo filmogénica.

O croma a* indica a variagao de cor do verde (- 60) ao vermelho (+ 60).
Os biofilmes mostraram variacdo de 0,34 a 0,95 entre os tratamentos, com
valores positivos, indicativo para o componente vermelho, com diferenca
significativa (p < 0,05) e confirmado pelo teste de Tukey.

Os valores obtidos do croma b* estdo relacionados com variagdo das
cores do azul (- 60) a amarelo (+ 60). Os resultados obtidos do croma b*
mostraram variagdo entre 1,75 a 3,57, com diferenca de 51%, com valores
positivos para o componente amarelo. Os maiores valores do croma b* foram
observados nos biofilmes com maior concentracdo de celulose bacteriana,
influenciada pela sua coloragao levemente amarelada.

No entanto, considerando que os valores do croma a* e b* foram
localizados muito préximos do zero, ha indicativo que os filmes apresentaram
coloracéo levemente acinzentada segundo a escala de cores do colorimetro
Hunterlab.

Silva et al. (2007) obtiveram como resultados a coloracdo de
transparente e brilhante para biofilmes obtidos a partir de amido de milho,

fécula de batata e fécula de mandioca, para todas as concentragfes testadas.

3.3 Solubilidade, indice de intumescimento e Isoterma de adsorcdo de agua

dos filmes
A solubilidade em &gua variou de 95,77 a 99,56%, com um percentual

de variacdo 3,8%, obtendo diferenca significativa entre os tratamentos (p <

0,05) e confirmada pelo teste de Tukey (Tabela 4).
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Tabela 5 - Solubilidade em biofilmes com diferentes concentracdes de celulose
bacteriana, biossurfactante e glicerol

Tratamentos Solubilidade (%)
1 96,28 °+ 0,00
2 95,77 “+ 0,03
3 99,56+ 0,01
4 98,20° + 0,00

NOTA - Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas e
0 respectivo desvio padréo.

Maiores solubilidades foram observadas em biofimes com
concentracgOes altas de glicerol e baixas de celulose bacteriana. A capacidade
hidrofilica do glicerol pode estar relacionada a quantidade de hidroxilas de sua
molécula e, quando adicionada em matrizes poliméricas polares formam uma
maior quantidade de pontes de hidrogénio com a agua (Mchugh e Krochata,
1994), resultando biofilmes mais solluveis. No entanto, a celulose bacteriana
consiste em um polimero insoluvel em agua formado por liga¢des beta (1— 4)-
D-glicosidicas, com cadeia linear (Jonas e Farah, 1998), o que dificulta sua
solubilizagé&o.

A alta solubilidade observada, em média de 97,45%, indica a aplicacédo
destes biofilmes como embalagens comestiveis, onde a dissolucdo torna-se
benéfica sensorialmente. No entanto, segundo Fakhouri et al. (2007) quando o
alimento for semi-liquido ou houver a presenca de exsudagdo, biofilmes de
elevada solubilidade ndo séo indicados.

O indice de intumescimento esta relacionado ao grau de hidratacado dos
biofilmes. Considerando este aspecto, foi verificada diferenca significativa (p <
0,05) no grau de hidratacdo entre os tratamentos em todos os tempos (Figura
1).
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Figura 1 - indice de intumescimento em biofilmes de diferentes concentracdes

de celulose bacteriana, biossurfactante e glicerol em pH 7,0

Com a diminuicdo da celulose bacteriana, aumento do glicerol e
biossurfactante houve elevacdo no indice de intumescimento em todos os
tratamentos, com excecao do tratamento 4 (40% CB; 19,95% BS; 40,05% GL),
guando mostrou menores indice de intumescimento 85,00%, 86,25%, 89,35% e
80,60%, em todos os tempos analisados, 1, 10, 30 e 60 minutos,
respectivamente. Este aspecto pode estar relacionado ao aumento da
concentracdo de biossurfactante e glicerol na matriz do biofilme e menor
guantidade de celulose bacteriana. Phisalaphong e Jatupaiboon (2008)
verificaram maior capacidade de absor¢cdo a agua em filmes de celulose
bacteriana, 482%, em agua deionizada.

Em trabalho desenvolvido por Fakhouri et al. (2007) foi encontrado valores
de 24,38% para biofilmes produzidos com gelatina e amido de trigo e 30,20%
para biofilmes produzidos a partir de gelatina e amido de arroz. Portanto,
valores inferiores ao observado neste trabalho.

As isotermas de adsorcdo de umidade descrevem a relacdo entre o
contetdo de umidade de equilibrio do biofilme em relagdo a sua atividade de
agua em determinada temperatura. As isotermas forneceram informactes
sobre a hidrofilicidade dos biofilmes sob diferentes valores de umidade relativa,

entre 5,3% a 100%. O modelo de Guggenheim — Anderson - de Boer (GAB) foi
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utilizado para representar as isotermas de sor¢cdo de agua e forneceu altos

coeficientes de correlacdo, indicando significativa a representacdo dos dados

(Figura 2).
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Figura 2 - Isotermas de adsorcdo de agua em biofilmes com diferentes
tratamentos, ajustadas pelo modelo matematico de Guggenheim — Anderson -
de Boer (GAB)

As isotermas de adsorcdo apresentaram as curvas em formato de J,
tipicas de alimentos com grande quantidade de aclcar e solutos e, que tém
pouca adsorcdo por capilaridade. Os pontos criticos da umidade de equilibrio
foram observados entre os tratamentos 1, 2, 3 e 4, com valores de 0,39, 0,86,
0,54 e 0,44 g de agua por 100 g de biofilme seco, respectivamente, que pode
ser absorvida em uma uUnica camada.

O ponto critico de uma isoterma determina o limite da atividade de agua
e da umidade de equilibrio, que acima do qual o produto acelera as suas
transformacdes (MOURA e GERMER, 2004). Desta forma, o tratamento 1,
com maior concentracao de celulose bacteriana, demonstrou baixa capacidade
de manutencdo da integridade do biofiime a &gua. Estes resultados podem
estar relacionados as caracteristicas da celulose bacteriana, como a alta
cristalinidade, devido ao diametro menor das suas microfibrilas, o que
proporciona elevada capacidade de retencdo e absorcdo de agua e baixa
capacidade de dessorcdo (PHISALAPHONG e JATUPAIBOON, 2008).

Em temperatura de 20°C e mantido constante, o ponto critico das
isotermas (Figura 2) dos tratamentos 1, 2, 3 e 4 apresentou atividades de agua
de 0,8, 0,95, 0,90 e 0,90, respectivamente, e, que as umidades de equilibrio

aumentaram com a elevacao da atividade de agua.
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3.4 Taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) e permeabilidade ao

vapor de agua (PVA) dos biofilmes

Nos resultados de TPVA e PVA ndo foram verificados diferenca
significativa (p = 0,05) entre os tratamentos, e confirmados pelo teste de Tukey
(p< 0.05). Os valores da TPVA e PVA variaram entre 2,36 a 2,71 (g H,Om™?.h™)
e 1,29 a 1,48 (gH,O0.mm.m™?.dia*.mmHg™), respectivamente (Tabela 5).

TABELA 6 - Taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua e permeabilidade ao

vapor de agua em filmes de com celulose bacteriana, biossurfactante e glicerol.

Propriedades de Barreira

Tratamentos  TPVA (g H,0. m*h™?) PVA (g H,0 mm. mZ.dia*.mmHg™?)

1 2,71°+0,51 1,48°+0,28
2 2,63%+0,26 1,44°+0,14
3 2,36%+0,47 1,29%+0,25
4 2,49°+0,30 1,36°+0,16

NOTA - Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. S&o apresentados os valores médios das triplicatas e
0 respectivo desvio padréo.

O tratamento 3 (50% CB; 14,25% BS; 35,75% GL) apresentou menor
taxa de permeabilidade ao vapor de agua, ou seja, 2,36 gH,O. m->.h™, e este
aspecto pode estar relacionado a espessura encontrada que foi de 0,18 mm,
ou seja, quanto maior for a espessura do biofilme menor sera sua
permeabilidade. Segundo a lei de difusdo de Fick, e a lei de sor¢éo de Henry, a
taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) varia com o inverso da
espessura do filme (CHEN, 1995; CUQ et al., 1996).

Os resultados obtidos por ndés para os biofilmes a base de amido,
celulose bacteriana e glicerol tiveram menores taxas de TPVA, que variou de
2,36 a 2,71 g.mm.m.d.kPa em relacéo aos resultados obtidos por Fakhouri et
al. (2007), (2,44 a 5,53) para filmes produzidos a base de gelatina e amido de

batata e gelatina e amido de trigo.
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Davanco, Tanada-Palmu e Grosso (2007) obtiveram resultados para
TPVA que variaram de 1,9 a 9,5 g.mm.m?.d.kPa para filmes compostos de
gelatina, triacetina, acido estearico ou caproico. Verificando que os resultados
obtidos nos filmes a base de amido, celulose bacteriana e biossurfactante n&do
tiveram grande variacdo entre os tratamentos testados.

Souza et al. (2011), encontrou resultados maiores para a TPVA (6,62 a
10,55 g.mm.m™.d.kPa) para filmes produzidos a partir de amido de mandioca
com adicdo de polpas de manga e acerola, verificando-se que a adicdo de
pequenas quantidade de polpa contribuiram para um aumento na
permeabilidade do filme, resultado contrario ao obtido pela adicdo da celulose

nos filmes produzidos neste trabalho.

3.5 Analise estrutural dos biofilmes por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) fornece informacdes
estruturais dos biofilmes, como homogeneidade, presenca de rupturas, falhas,
bolhas, entre outros. Estes aspectos podem influenciar nas propriedades
mecanicas do material.

As analises foram realizadas nas superficies dos biofilmes e mostraram
uma matriz coesa, porém, irregular com presenca de particulas insoluveis,

provavelmente causada pela presenca da celulose bacteriana (Figura 3).
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Figura 3 - Micrografias dos biofilmes obtidas por meio de microscopia eletrénica

de varredura (MEV), com aumento de 2400 x.

Bierhalz et al. (2010), encontrou estruturas lisas, homogéneas, bem
compactadas, sem indicios de separacdo das fases para biofilmes ativos
produzidos a base de pectina BTM e de pectina BTM/alginato reticulados com
calcio. Os resultados obtidos por nés mostram a presenca de particulas
insolaveis, que podem ter sido causadas pela presenca da celulose bacteriana.

Bukzem, et al. (2012) obteve resultados semelhantes para filmes
produzidos a base de fécula de mandioca e bagaco de cevada obtidos por

extrusdo termoplastica, onde encontraram uma superficie heterogénea com
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destaque para as fibras. Neste trabalho obteve-se uma matriz coesa, porém
com particulas insollveis, provavelmente causadas pela adicdo de celulose
bacteriana ao filme.

Matta Junior, et al. (2011) encontrou uma matriz com arranjo desordenado
de granulos e seus fragmentos para filmes produzidos a base de amido de
ervilha associado a goma xantana e glicerol, afastando-se muito dos resultados

obtidos neste trabalho.

3.6 BIODEGRADABILIDADE DO BIOFILME

Em solo com umidade de 10,06%, pH de 7,11 e armazenados em
temperatura de 25°Cx 1°C foi verificado que todos os tratamentos, nos
intervalos de 0 hora a 15 dias, ndo apresentaram indicios de biodegradacédo
visivel. Os tratamentos 1 (70% CB; 4,45% BS; 25,55% GL) e 2 (60% CB; 9.80
BS; 30,20% GL) apresentaram nos tempos de 30 e 40 dias maiores pontos de
degradacdo (Figura 4). Este aspecto pode estar relacionado a maior
concentracdo de celulose bacteriana nestes tratamentos, pois se trata de um
polimero formado por moléculas de glicose unidas por ligagbes glicosidicas B
(1 — 4), formando cadeias lineares nao-ramificadas longas (Raven et al.,
2001), com elevada capacidade de retencdo e absor¢cdo de 4gua (Czaja et al.,
2006), favorecendo a biodegradabilidade pelos micro-organismos do solo.
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Figura 4 - Evolucado da biodegradabilidade de biofilmes com diferentes concentragbes de celulose bacteriana, biosufactante e

glicerol.

Nota — Imagens dos biofilmes em triplicata nos tempos de 0 hora, 7, 15, 30 e 40 dias.

31



Gomes et al. (2008) obteve filmes escuros, frageis, com manchas escuras
na superficie, como indicacédo de degradacao, para filmes produzidos com 40 e
60% de amido e filmes produzidos com 100 e 80% de amido apresentaram
degradacéo total a partir do 3'dia, mostrando um melhor resultado para filmes
com maior concentracdo de amido em relacdo aos formados por celulose
bacteriana, biosurfactante.

Brukzem et al. (2012) e Mota (2009) encontram tempos médios de
degradacdo total de 7 dias para filmes produzidos a base de fécula de
mandioca e bagaco de cevada e filmes produzidos a base de amido de fruta-
do-lobo e lirio-do-brejo, respectivamente; Os filmes a base amido,
biosurfactante e celulose bacteriana apresentaram nos tempos de 30 e 40 dias
maiores pontos de degradacdo, efeito que pode estar relacionado a alta

concentracdo de celulose bacteriana nos filmes.
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4 CONCLUSAO

Os biofilmes produzidos por fécula de batata, celulose bacteriana,
biossurfactante e glicerol formaram uma matriz coesa, porém irregular com
presenca de granulos.

Biofilmes com maiores concentracbes de celulose bacteriana
apresentaram menor espessura e gramatura, baixa solubilidade, reduzida
capacidade de manutencdo da integridade do biofilme a agua, confirmado
pelos altos valores da taxa de permeabilidade ao vapor de agua e ainda maior
degradacdo em 30 e 40 dias. Com o aumento no teor de biossurfactante e
glicerol os filmes mostraram maior solubilidade em &gua, com coloragéo
levemente acinzentada e baixa luminosidade. Biofilmes com 60% de celulose
bacteriana, 9,80% de biosurfactante e 30,20% de glicerol, submerso por 10
minutos em agua deionizada, tiveram maior indice de intumescimento.

Portanto, os biofilmes formados por fécula de batata, celulose
bacteriana, biosurfactante e glicerol se caracterizaram, de modo geral, com boa

barreira a luz, manutencdo da umidade e com potencial de biodegradabilidade.
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