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RESUMO

SILVA, Jéssica Fernanda. Modificacdo de amido de milho para formacéo de filmes
plasticos. 2015. 32f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de
Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2015.

Varios estudos tem sido relatados em relacdo a substituicdo do plastico por
materiais que sejam biodegradaveis. Neste trabalho foi proposto a producdo de
filmes para embalagem ativa a partir de amidos modificados por acetilacdo e com
acido tioglicdlico, pela técnica de casting. Os filmes apresentaram atividade
bactericida frente a Escherichia coli, com halos de 9,6 a 15 mm e frente a
Staphylococcus aureus com halos de 3,0 a 3,6 mm, e também apresentaram
atividade antifangica. Em relacdo a resisténcia a tracao, estas foram maiores para 0s
filmes que continham maiores propor¢cdes de amido acetilado (controle e F2). No
teste de perfuracdo foi observado um valor baixo para o F1 (6,9 N), pois este
possuia mais amido modificado com &cido tioglicolico em sua formulagéo. Valores
maiores foram observados para o controle e em seguida para as formulacbes com
F2 e F3, mostrando que a acetilagdo do amido proporciona filmes mais resistentes a
tracdo e a perfuracdo. Estudos ainda sdo necessarios no sentido de otimizar a
formulacdo dos filmes para que estes possuam boas propriedades mecanicas
associada a atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Amido de milho. Antibactericida. Material biodegradavel.
Embalagem ativa.



ABSTRACT

SILVA, Jéssica Fernanda. Modified corn starch to form plastic films. 2015. 32f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Engenharia de Alimentos),
Departamento de Alimentos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Campo
Mouréo, 2015.

Several studies have been reported about replacement of synthetic materials for
biodegradable materials. In this work biodegradable films from acetylated starch and
starch modified with thioglycolic acid were produced by casting technique, and their
mechanical properties and antimicrobial activity were evaluated. Apart from have
shown antifungal activity the films presented antimicrobial activity which was well-
marked against Escherichia coli, with halos from 9.6 to 15 mm, if compared to
Staphylococcus aureus. In relation to tensile strength, the films with greater amount
of acetylated starch (Control and F2) showed higher values. In the puncture test a
lower value was observed for F1 formulation (6.9 N), because the presence of higher
concentration of starch modified with thioglycolic acid. In this study it was possible to
conclude that it is necessary more studies in order to optimize the formulation of the
films to provide good mechanical properties associated with antimicrobial activity

Keywords: corn starch. Antibactericidal. Biodegradable materials. Active packaging.
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1 INTRODUCAO

O consumo de plasticos no Brasil e no mundo vem aumentando ha décadas,
mostrando 0 sucesso conseguido por esse material nas mais variadas aplicacdes
(ABIPLAST, 2006). As caracteristicas do plastico, como seu baixo custo, baixo peso,
boa resisténcia mecanica, impermeabilidade, transparéncia, capacidade de
coloracéo e impressao, fizeram com que sua utilizacdo na forma de embalagens se
tornasse extremamente importante numa sociedade voltada para o0 consumo
(GONCALVES-DIAS, 2006).

Entretanto, os materiais plasticos convencionais levam grande periodo para
se degradar e consequentemente acabam se acumulando no ambiente. Com isso,
pesquisadores tém procurado substituir os polimeros derivados do petroleo por
materiais biodegradaveis e, de preferéncia, que sejam de fontes renovaveis (ROSA
et al., 2004). Os pléasticos biodegradaveis quando descartados no solo entram em
contato com diversos tipos de microrganismos e se degradam totalmente em um
periodo de 6 a 12 meses. Ja os polimeros sintéticos levam em torno de 40 a 50
anos, ou até 200 anos no caso do politereftalato de etileno (PET) e do poliestireno
expandido (isopor) (COUTINHO et al., 2004).

Uma das matérias-primas que vem se destacando na producao de materiais
biodegradaveis € o amido, uma vez que apresenta alta disponibilidade e
renovabilidade. O amido € um polissacarideo encontrado nos vegetais como milho,
batata e mandioca, dentre outros. Este polimero é considerado de baixo custo e
pode ser obtido no mercado com boas propriedades (JACOB, 2006).

A producédo de filmes a partir de amido se baseia nas propriedades fisico-
guimicas e funcionais da amilose, para formacdo de géis e posterior formacéo de
filmes. A linearidade da amilose possibilita as moléculas se orientarem
paralelamente, aproximando-se de maneira que favorece a formacao de ligacdes de
hidrogénio entre as hidroxilas de polimeros adjacentes, formando cristalitos. Estes
cristais reduzem a afinidade do polimero em &gua levando a formacdo de pastas
opacas e filmes resistentes (MALI; GROSSMANN e YAMASHITA, 2010).

Com o objetivo de melhorar as propriedades funcionais dos filmes de amido,
varios trabalhos tém sido propostos com o intuito de alterar o carater hidrofilico, as

propriedades mecanicas e proporcionar atividade antimicrobiana e antioxidante
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(ARAUJO et al., 2015). Neste sentido a modificacdo quimica do amido por acetilagéo
e pelo uso de acido tioglicélico se mostram como uma alternativa interessante.

O A&cido tioglicdlico quando enxertado na cadeia do amido pode ser
reversivelmente nitrosado, formando os RSNOs (RS-Nitrosotidis), onde R representa
parte da cadeia do acido tioglicélico. Esses materiais apresentam acgéo bactericida e
fungicida atribuidas ao NO (6xido nitrico) (LANCASTER, 1996). Com relacdo a
modificagdo por acetilagdo, a molécula de amido adquire certa hidrofobicidade e
maior estabilidade frente a retrogradacdo. Assim, o amido acetilado e o amido
modificado com acido tioglicélico podem ser utilizados na obtencdo de filmes
biodegradaveis com melhores propriedades mecénicas e ao mesmo tempo com
atividade antimicrobiana, demonstrando um grande potencial para uso como

embalagem ativa.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Obtencéo e caracterizacdo de filmes a partir de amidos de milho modificados

para utilizacdo como embalagens ativas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Modificar o amido de milho através da acetilagéo;

o Modificar o amido de milho com acido tioglicélico;

o Produzir filmes com os amidos modificados pela técnica de casting;

o Determinar as propriedades mecanicas e o potencial antibacteriano e

antifangico dos filmes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMIDO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, totalizando 53,2
milhdes de toneladas na safra 2009/2010 (MAPA, 2014). E devido as suas
caracteristicas e o seu baixo custo se tem um grande interesse no desenvolvimento
de novos materiais a partir do amido com maior valor agregado (CARVALHO, 2008).

O amido é o principal material de reserva do reino vegetal e a principal fonte
de carboidratos disponivel para a alimenta¢do humana. E muito utilizado na indUstria
alimenticia, industrias farmacéuticas e téxteis (MANI; BHATTACHARYA, 1998). Os
granulos de amido sao constituidos principalmente por dois polissacarideos, amilose
e amilopectina, ambos formados por unidades constitucionais repetitivas de a-D-
glicose. As proporcdes de amilose e amilopectina no amido de milho estédo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristica do amido de milho.

Fonte Formado Granulo Diametro (um)  Amilose (%) Amilopectina (%)

Milho 5-26 28 72

Fonte: Adaptado de GUINESI ET al., 2006.

A amilose é um polimero linear composto quase que completamente de
ligacbes a (1-4) de D-glucopiranose como demonstrado na Figura 1. A amilose
possui peso molecular de 105 a 106 unidades e com residuos de glicose por
molécula que variam de 500 a 5000 (FENIMAN, 2004).
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OH

Figura 1 — Estrutura da amilose
Fonte: FENIMAN, 2004.

A amilopectina foi descrita por Zambrano e Camargo (2001) como uma
grande molécula altamente ramificada. Essas moléculas de amido desenvolvem-se
a partir de uma unica unidade de a - D — glucopiranosil que sao adicionadas
seqlencialmente, doadas pelas moléculas de adenosina difosfato glicose para
produzir uma cadeia de unidades - D — glucoporinanosil unidas por ligagdes a (1-4),
como pode ser observado na Figura 2. A ramificacdo se da atraveés de uma ligagao a
(1-6). Esses pontos de ligacdo das ramificacbes constituem 4 a 5% do total de

ligacoes.

OH OH OH OH

Figura 2 — Estrutura da amilopectina
Fonte: FENIMAN, 2004.

O amido é praticamente insolUvel em agua fria, porém quando aquecidos em
presenca de agua na temperatura de gelatinizacao, formam uma suspensao viscosa,
a agua é incorporada na estrutura do granulo e componentes mais sollveis como a
amilose se dissociam e difundem-se para fora do granulo (PENG et al., 2007). A
temperatura de gelatinizacdo do amido na qual ocorre tal modificacdo é
compreendida entre 60°C e 70°C (LAGARRIGUE et al., 2008).

A gelatinizacdo é definida como a destruicdo irreversivel da condicdo
cristalina do grdo de amido, provocando alteragdes como o inchamento dos

granulos, a fusado cristalina, a perda da birrefringéncia, o rompimento dos granulos
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com a liberagéo da amilose e o aumento da viscosidade da suspenséo (THIRE et al.,
2003).

3.2 AMIDO MODIFICADO

O amido nativo tem uma ampla aplicacdo em diversos setores como
industria téxtil, de papel, farmacéutica, siderargica, plastica e alimenticia (CEREDA,
1996). A producdo de amidos modificados € uma alternativa que vem sendo
desenvolvida ha algum tempo com o objetivo de melhorar as propriedades dos
amidos nativos e assim aumentar a utilidade deste polimero nas aplicacbes
industriais (LEONEL et al., 1998; WURZBURG, 1986).

Os amidos nativos tém alguns inconvenientes, porque as condicbes do
processo (temperatura, pH, pressédo) limitam a sua utilizacdo em aplicacdes
industriais, por apresentarem baixa resisténcia ao cisalhamento, possuli
retrogradacdo e sinérese elevadas. Estas deficiéncias podem ser superadas
submetendo o amido a modificacdes. Por isso o interesse em modificar os amidos a
fim de se obter propriedades distintas deste material, resultando em uma diversidade
de aplicagcdes como na industria quimica e de alimentos (SANCHES- RIVERA et al.,
2005).

A estrutura do amido pode ser alterada por métodos quimicos, fisicos,
enzimaticos ou pela combinacdo de todos, com a formacdo de material com
propriedades diferentes do amido nativo (CEREDA; VILPOUX; DEMIATE, 2003). O
grau de modificacdo dos amidos ocorre por condi¢des controladas de temperatura e
pH e afeta diretamente o preco e a aplicacdo deste (DOLMATOVA et al., 1998).
Dependendo da intensidade deste processo e das propriedades do material obtido,
tem-se um amplo campo de desenvolvimento de pesquisa e de aplicacdo de carater
tecnolégico (ZAVAREZE; DIAS, 2011). Entre estes, os amidos acetilados séo
bastante utilizados na confeccéo e acabamento de tecidos e plasticos, gracas a sua
propriedade de formar filmes (VEIGA,; VILPOUX; CEREDA, 1995).

Na modificacdo do amido por acetilacdo, parte dos grupos hidroxila dos
mondmeros de glicose sdo convertidos em grupos acetila (-COCH3) para formacéao
de acetatos de amido (SINGH; KAUR; McCARTHY, 2007). O agente acilante é o
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anidrido acético e geralmente utilizado na presenca de um catalisador alcalino
(BELLO-PEREZ et al., 2010). A substituicdo dos grupos hidroxila por grupos acetila
ocorre através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica, onde as hidroxilas dos
carbonos C2, C3 ou C6 (grupo nucledfilo), atacam o grupo eletréfilo (C insaturado de
uma das carbonilas do anidrido acético) a partir do mecanismo de adi¢cdo-eliminacdo
(SINGH; KAUR; McCARTHY, 2007). O grau de substituicdo (GS) indica o numero
medio de acetilas por unidade de anidro glicose no amido. Como a unidade de
anidro,0 glicose apresenta trés hidroxilas disponiveis, as quais podem ser
substituidas por grupos acetila, o grau de substituicdo maximo é de trés unidades de
grupos acetila por unidade de anidro glicose. Os amidos acetilados, de acordo com o
GS, sdao classificados como de baixo GS (< 0,1), médio GS (0,1-1,0) e de alto GS (>
1,0) (MARK e MELTRETTER, 1972).

O grau de acetilacado depende de véarios fatores, como da fonte de amido, da
concentracao de reagentes (anidrido acético, catalisador), do tempo de reacédo e do
pH do meio (SINGH; KAUR; McCARTHY, 2007). Conforme o grau de substituicao, a
molécula de amido adquire certa hidrofobicidade ficando mais estavel em relacao a
retrogradacdo. O amido acetilado apresenta reducdo na temperatura de
gelatinizacdo, aumento na claridade de pasta e na capacidade de absorcdo de agua
durante a gelatinizacdo (RAINA et al., 2007; BELLO-PEREZ et al., 2010).

3.3 FILMES BIODEGRADAVEIS DE AMIDO

Os filmes biodegradaveis sdo produzidos com materiais bioldgicos, como
polissacarideos, proteinas, lipidios e derivados. O amido é um dos polimeros mais
utilizados para obtencdo de materiais biodegradaveis, devido o seu baixo custo e
alta disponibilidade. Os tipos de amido utilizados para este fim podem ser o0s
naturais, obtidos de diversas fontes vegetais, ou os modificados, que geralmente
apresentam melhores propriedades (HENRIQUE et al., 2008).

Dentre os processos de obtencdo de materiais a partir de amido pode-se
citar a técnica de casting, que esta baseada na dispersdo ou solubilizacdo dos
biopolimeros em um solvente (agua, etanol ou acidos organicos) e acréscimo de

aditivos (plastificantes ou agentes de liga) obtendo-se uma solugdo ou disperséo
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filmogénica. Essa solugdo é vertida sobre um suporte e levada para a estufa, em
condicdes controladas, e apdés a completa evaporacdo do solvente, o filme seco
pode ser retirado do suporte (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992; ZACARIAS et al.,
2007)

Como os filmes confeccionados exclusivamente por amido sao pouco
flexiveis e quebradicos e apresentam baixa maquinabilidade, ou seja, os filmes
obtidos tém uma grande limitacdo para uso como embalagens, por isso a introdugéo
de aditivos as matrizes poliméricas € necessaria. A questdo da rigidez pode ser
resolvida através da adicdo de plastificantes, que melhoram as propriedades
mecanicas dos filmes (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993)

Os plastificantes sdo geralmente, moléculas pequenas, pouco volateis e sdo
adicionados aos polimeros de alto peso molecular para amolecé-los ou abaixar seu
ponto de fusdo durante o processamento, ou para lhe adicionar uma flexibilidade ou
extensibilidade semelhante a da borracha (MATHEW e DUFRESNE, 2002). O amido
natural apresenta ponto de fusdo acima de sua temperatura de degradacao, sendo
necessario adicionar um plastificante para diminuir sua temperatura de fusdo para
melhorar o processamento. Os plastificantes mais usados para o amido séo: a agua
e o glicerol (DA ROZ et al., 2006; MATHEW e DUFRESNE, 2002). No entanto,
dependendo da concentracdo em que sdo empregados, podem causar um efeito
chamado antiplastificante, isto é, ao invés de aumentar a flexibilidade e
hidrofilicidade, podem causar um efeito contrario o que néao € desejavel (GAUDIN et
al., 2000).

3.4 EMBALAGEM ATIVA BIODEGRADAVEL

Com o aumento da demanda de embalagens que proporcione melhor
gualidade e vida Gtil aos produtos, diversas embalagens tém sido desenvolvidas com
0 objetivo de interagir de uma forma desejavel com o produto (SOARES e
GONGCALVES, 2008).

Embalagens ativas sdo conceitos inovadores e que podem ser definidos
como um modelo de material de embalagem, o produto e a interacdo entre eles
prolongam a vida atil ou melhoram as propriedades sensoriais, enquanto mantém a
gualidade do alimento ali acondicionado (SUPPAKUL et al., 2003). Devido a
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interacao intencional da embalagem com o alimento e/ou seu meio, esta tecnologia
apresenta novos desafios em relagdo a avaliacdo de sua seguranca, em
comparacao a embalagem tradicional. Tudo isto se deve a migragdo de substancias
da embalagem para o alimento (ROSCA; VERGNAUD, 2007).

A embalagem ativa exerce um papel a mais na preservacao do produto
embalado, trazendo mais beneficios quando comparada a embalagens
convencionais (GONTARD, 1997). Entre os diversos tipos de embalagens ativas
conhecidas, as antimicrobianas e as antioxidantes, com acdo sobre o produto
embalado sdo de grande importancia (BRODY, 2001). As embalagens ativas
desejaveis utilizam materiais biodegradaveis a base de amido e plastificantes
naturais (ARVANITOYANNIS; BILIADERIS, 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

O estudo foi realizado nos laboratoérios da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana, Campus Campo Mourao.

4.2. MATERIAL

O amido de milho nativo (Unilever Brasil alimentos, Mogi Guacgu, SP, Brasil)
foi adquirido na rede local de supermercados da cidade de Campo Mouréo, PR,
Brasil. O anidrido acético utilizado foi da marca Synth (Sado Paulo, Brasil). O acido
acético da marca éxodo cientifica (Sdo Paulo, Brasil). A acetona e o acido sulfurico
da marca Anidrol (Sado Paulo, Brasil). O acido cloridrico marca Impex (S&o Paulo,
Brasil). O n-hexano da marca cinética (Sdo Paulo, Brasil). O nitrito de sédio da

marca Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

4.3 ACETILACAO DO AMIDO DE MILHO

A metodologia utilizada consistiu na reacdo do amido com uma mistura do
solvente acido acético e agente acetilante anidrido acético, na presenca de acido
sulfurico como catalisador, conforme metodologia descrita por Heinze & Liebert
(2004), com modificacdes.

Inicialmente foi pesado 6 g de amido de milho em um béquer e adicionado
60 mL de anidrido acético, 200 mL de &acido acético e 1 mL de acido sulfurico. Essa
mistura permaneceu em agitacao por 24 horas através de um agitador (marca Diag
Tech, modelo DT3120H). Em seguida a solucao foi transferida para um béquer com

2 litros de agua destilada e observou-se a precipitagdo. Apos isso, foi feita a
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filtragem a vacuo (Bomba a vacuo da marca Tecnhal, modelo TE-0581) onde o
precipitado foi lavado por seis vezes com agua destilada e posteriormente colocados
na estufa a 60°C por 2 horas.

4.4 MODIFICACAO DO AMIDO DE MILHO COM ACIDO TIOGLICOLICO

A modificacdo do amido de milho com acido tioglicélico foi realizado
conforme a metodologia descrita por SEABRA (2010), com algumas modificagdes.

Para a sintese amido modificado com acido tioglicélico realizou-se a
dissolucéo de 5 g de amido em 50 mL de hexano a 60 °C. Em seguida adicionou-se
200 pL de acido cloridrico e 300 pL de acido tioglicélico. A solucéo foi mantida sob
agitacdo e aquecimento a 60 °C por 2 horas. Apds deixou-se a solucdo resfriar e
filtrou a solugcéo obtendo o amido modificado. O precipitado foi entédo lavado por trés
vezes com acetona para remocdo do hexano. Apés a lavagem o amido foi colocado
para secar em estufa a 50°C por 48 horas.

Para comprovacdo da modificacdo foram realizadas analises de espectros
de infravermelho utilizando o equipamento (Shimadzu, IR Affinity-1). Para
caracterizacdo das analises foi utilizado um filme produzido com amido de milho
modificado com acido tioglicolico. Antes da analise de cada amostra o FTIR foi
programado para realizar um espectro de background do ar, sendo o0 mesmo
utilizado para descontar a influéncia dos componentes do ar no espectro. Na
sequéncia, obteve-se um espectro, do filme de amido modificado, na faixa de
interesse entre 3900 e 1200 cm™. Foram utilizadas 32 varreduras acumuladas para

formar o espectro final, sendo a analise realizada em triplicata (LINK et al., 2012).

4.5 PRODUCAO DOS FILMES

Os filmes foram elaborados pelo método de casting de acordo com Mali et

al., (2005), empregando-se agua destilada como solvente. Para formacao do filme, a
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concentragéo foi de 3 g de amido e 0,6 de glicerol / 100 g de solucao filmogénica.

Foram estudadas quatro formulagfes, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Formulagdes utilizadas para a producéo dos filmes de amido de milho modificado.

Amostra Amido nitrosado (g) Amido acetilado (g) Glicerol (g) Agua (g)
Controle 0,0 3,0 0,6 96,4
F1 2,0 1,0 0,6 96,4
F2 1,0 2,0 0,6 96,4
F3 15 15 0,6 96,4

Inicialmente pesou-se o glicerol, o amido (modificado com acido tioglicélico e
0 acetilado) e a agua e foram misturados em um béquer. Essa mistura foi aquecida
até 75 °C sob agitacdo manual, em banho Maria (WEA-modelo 837-2). Essa solucéo
filmogénica foi espalhada em forma revestida de teflon (25 cm x 37cm) e seca em
estufa com circulacéo de ar (Nova ética, Vargem Grande Paulista — SP, Brasil) a 40
°C / 22 horas.

4.6 NITROSACAO DOS FILMES

Inicialmente foi feita a nitrosacdo da solucdo de amido modificado com acido
tioglicélico, misturados ao de amido acetilado e colocados para secar. Porém apos
os resultados da analise antimicrobiana foi observado que n&do houve acao
bactericida, o que pode ter sido ocasionado pela temperatura de secagem dos filmes
ou tempo de exposicdo a luz, uma vez que estes fatores afetam o 6xido nitrico.
Diante disso, foi realizado a nitrosacdo dos filmes prontos para que as mesmas
apresentassem atividade antimicrobiana.

A nitrosacao dos filmes foi realizada conforme a metodologia descrita por
Silva (2013), onde ap6s a producao dos filmes, pedacos de massa e area conhecida

dos filmes foram adicionados em uma solug&o de nitrito de sodio de concentragéo O,
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14 mol / L em HCI 1mol / L, e deixados nitrosar por 3 minutos. Apdés a nitrosacao 0s
filmes foram lavados por 3 vezes com agua deionizada para remog¢do do excesso de
reagente.

4.7 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO e ANTIFUNGICO

A avaliagdo do potencial antibacteriano foi realizada pelo método de difusao
em disco, conforme Bauer et al. (1966), com algumas modificagdes. O principio do
método fundamenta-se na difuséo, através de gel de agar, de um antimicrobiano
impregnado em um disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a
formacdo de um halo de inibicAo do crescimento bacteriano, cujo diametro é
inversamente proporcional a concentragdo inibitéria minima (BARRY, 1991,
JORGENSEN, 1999). Foram utilizadas as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, provenientes do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da
Universidade Tecnologica Federal do Parana, UTFPR, Campus Campo Mourdo. As
bactérias foram incubadas em caldo nutriente a 37 °C por 24 horas. Apés o
crescimento em caldo, as culturas foram diluidas até 10 bactérias por mililitro de
solucéo salina peptonada 0,1 %. Padronizou-se o indculo de bactérias, comparando-
0 com o tubo contendo solu¢do deMcFarland (0,5mL de cloreto de bario a 1,0% +
9,5mL de acido sulfarico a 1,0%) por meio da verificacdo espectrofotométrica das
absorbancias em 625 nm, obtendo-se 1500 x 10° UFC / mL. As bactérias foram
semeadas em placas de Petri com auxilio de alca de Drikalski (200 puL) no meio agar
Baird Parker para Staphylococcus aureus, BEM (Eosin Methylen Blue) para
Escherichia coli.

Foram aplicados sobre a placa com as bactérias os discos de filmes de
amido acetilado e os nitrosados (ap6s modificacdo), com diametro de 7 mm. Os
discos foram aplicados em cada quadrante das placas contendo as respectivas
bactérias. O experimento foi realizado em triplicata para cada cultura bacteriana. As
placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas em estufa microbiolégica. Apds o
periodo de incubacéo foi realizada a leitura do tamanho dos halos com auxilio de

paguimetro.
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N&o foi encontrado na literatura metodologias para o teste dos filmes com
fungos. Desse modo, foi realizado um teste simples, com a intencdo apenas de
verificar se a solugdo do filme iria inibir o crescimento de fungos ou n&o. A
formulacdo F3 foi escolhida para o teste, porém foi nitrosado a solu¢cdo de amido
modificado com acido tioglicélico ao invés do filme pronto e entdo misturados ao
amido acetilado. Essa solucdo nitrosada foi misturada ao agar Miller Hinton e
colocada na placa de petri. Em seguida a placa foi contaminada com um mistura de
fungos, proveniente do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana, UTFPR, Campus Campo Mourdo. E também foi
feito o controle, na qual uma placa contendo apenas o agar foi contaminado pelo

mesmo fungo.

4.8 PROPRIEDADES MECANICAS DOS FILMES

Os filmes foram cortados nas dimensdes de 50 x 20 mm e condicionados em
dessecadores contendo solucdo salina saturada de nitrato de magnésio (53% de
umidade relativa de equilibrio) a 25 °C pelo periodo de 48 horas, conforme os
métodos e normas da American Society for Testingand Material (ASTM D-882-00,
2001). Apds o condicionamento, os ensaios de tracdo foram realizados em
texturébmetro, marca Stable Micro Systems, modelo TA XTplus (Inglaterra), com
distancia inicial das garras de 50 mm e velocidade de tracdo de 0,8 mm s™. As
propriedades determinadas foram resisténcia maxima a tracdo (MPa) e alongamento

na ruptura (%). Foram realizadas 5 medidas para cada formulacgéo.

4.8.1 Resisténcia maxima a tracao

A resisténcia maxima a tracdo (T) é a relacdo entre a forca maxima (Fmax)
medida e a area (A) inicial do corpo de prova, a qual é calculada com os valores de

largura (L) e espessura (e) do corpo de prova, utilizando a Equacéo 1.
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T = F’"?" = Iméx (Equacéo 1)

4.8.2 Elongacao na ruptura

A elongacgédo na ruptura (E) € a relacdo percentual entre a elongagéo (Ep)
do corpo de prova na ruptura e o seu comprimento inicial, que corresponde a

distancia entre as garras (Dgaras) COMO mostrado na Equagéo 2.

E= -2 100 (Equacao 2)

D garras

4.8.3 Teste de Perfuracéo

O teste de perfuracao foi utilizado para determinar a forca (N) das amostras
sendo realizado de acordo com Sarantépoulos et al., (2002) com algumas
modificacdes. Os corpos de prova de 20 x 20 mm foram fixados em suporte circular
do texturdmetro (Stable Micro Systems, modelo TA XTplus, Inglaterra) e uma sonda
metélica de ponta esférica com diametro de 6,35 mm a uma velocidade de 25

mm/min fez a perfuracdo das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACETILACAO DO AMIDO

Foi observado que o amido modificado por acetilagéo foi capaz de produzir
uma pasta em meio aquoso, mais clara e capaz de formar filmes mais flexiveis e
translicidos. Os filmes formados com amido acetilado se apresentaram mais firmes
e resistentes a tracdo e perfuracdo, porém o resultado para a elongacao foi
reduzido, conforme descrito com mais detalhes no item 5.4.

5.2 MODIFICACAO DO AMIDO DE MILHO COM ACIDO TIOGLICOLICO

Com relacdo a modificacdo do amido de milho com acido tioglicdlico atraves
de reacdes de condensacdo pode ser comprovada através dos espectros de
Infravermelho (Figura 3). Através da Figura 3, pode-se ver em (C), o pico em 1720
cm™ correspondente a carbonila de ésteres, derivado do acido tioglicélico (A) onde
se observa em 1700 cm™ o sinal para carbonila do acido tioglicélico puro. Em 1650
cm™ pode-se observar o sinal de carbonila (Fig. 3B) para o amido puro.

Comprovando assim a modificacdo (SILVA, 2013).
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Figura 3. Espectros de infravermelho para (A) acido tioglicélico, (B) amido puro e (C) amido
modificado.

5.3 NITROSACAO

A reacdo de S-nitrosacdo pode ser expressa conforme o Esquema 1.
Inicialmente o nitrito (NO?) origina o &cido nitroso através de hidrélise, que é um
poderoso agente de nitrosacdo e, que apresenta uma estrutura de separacdo de
cargas (OH- - -NO"). Em seguida os grupos SH presente no amido modificado com
acido tioglicélico sofrem S-nitrosacdo através do ataque nucleofilico do cétion
nitrosoanion (NO™) ao atomo de enxofre do grupo tiol (SH), formando assim o grupo
SNO com liberagcdo de uma molécula de agua. No esquema, R representa as

moléculas constituintes do amido modificado que contém o grupo SH.
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NO? + H" < HO- -NO « OH™- - -NO+
OH-- - -NO" + RSH «» RSNO + H,0 Esquema (1)

Uma vez que, ap0ls a nitrosacao, os filmes poliméricos continuaram opacos
ndo foi possivel obter a quantificacdo dos grupos SH efetivamente nitrosados
diretamente através da andlise espectrofotométrico dos filmes.

5.4 POTENCIAL ANTIBACTERIANO E ANTIFUNGICO

Todas as formulac¢des dos filmes de amido apresentaram-se transparentes,
homogéneos, com boa manuseabilidade e foram facilmente removidos das formas
apos a secagem. A espessura média dos filmes foi de 0,11 mm.

As medidas dos halos de inibicdo dos filmes frente a Escherichia coli e

Staphylococcus aureus estédo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Medidas dos halos de inibicdo dos filmes de amido.

Halos de inibicdo (mm)

Bactérias F1 F2 F3 C
Escherichia coli 13,6+1,5 15+ 3,6 9,6+7,0 -
Staphylococcus aureus 3,605 3,020 3,3£0,5 -

(-) Nao houve inibicdo de crescimento.

Os dados da Tabela 3 mostraram que todos os filmes apresentaram acéo
inibitéria frente Staphylococcus aureus, com medidas do halo variando de 3,0 a 3,6
mm. Ja frente a Escherichia coli, os filmes permitiram a formacdo de halos de
inibicAo maiores, entre 9,6 e 15 mm. Entretanto ndo foi observado o aumento da
atividade bactericida para o filme contendo o maior teor de acido tioglicolico (F1). A

Figura 4 mostra os halos de inibi¢ao frente a Escherichia coli.
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A baixa inibicao frente a Staphylococcus aureus pode ser devido a existéncia
de diferencas na estrutura da parede bacteriana, como por exemplo a presenca de
lipopolissacarideo nas bactérias Gram negativas e auséncia nas Gram positivas, que
permite ou ndo a entrada de substancias na bactéria (SILVA et al., 2009). Um
aumento na concentracdo de grupos nitrosotidis poderia aumentar a atividade

bactericida.

Figura 4 - Atividade antimicrobiana frente a scherichia coli

Os resultados para atividade antifUngica mostraram uma alta inibicdo de
crescimento de fungos na placa que havia a solucao filmogénica de amido nitrosado

(formulacéo F3), como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Atividade antifungica da solugéo filmogénica de. A: formulagdo F3 e B: formulag&o controle.

Como esperado, a formulacdo controle ndo apresentou inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e de fungos, comprovando
gue o amido modificado com &cido tioglicélico foi o principal responsavel pela

atividade antibacteriana e antifungica.

5.5 PROPRIEDADES MECANICA DOS FILMES

As propriedades mecanicas dos filmes de amidos de milho modificados
apresentados em termos de resisténcia a tracdo (T) e elongacdo na ruptura (E),

forca na perfuracao (P) estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades mecanicas dos filmes biodegradaveis de amidos de milho modificados.

Formulagéo T (MPa) E (%) P (N)
Controle 23+8,6 24 +14.3 21,3+48
F1 6,0+2,0 37,2+4,6 6,9+1,9
F2 17,7+ 2,6 229+12,0 148+2,8
F3 6,0+2,0 37,2+4,6 149+ 2.2

T = Resisténcia méxima a tragcdo; E = Elongacéo naruptura; P = For¢ca na perfuracéo
Nota: Os dados da Tabela 4 foram construidos a partir dos resultados apresentados nas
tabelas do apéndice A.
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Os valores obtidos para a resisténcia a tracdo foram maiores para os filmes
gue continham maiores propor¢cdes de amido acetilado (controle e F2). Para o teste
de perfuracao foi observado um valor baixo para o F1 (6,9 N), pois este possuia
mais amido modificado com &cido tioglicélico em sua formulacdo. Valores maiores
foram observados para o controle e em seguida para as formulagbes com F2 e F3,
mostrando que a acetilacdo do amido proporciona filmes mais resistentes a tracéo e
a perfuragéo.

Morikawa, Nishinari, (2000), afirmaram que a acetilacdo é uma reacdo de
esterificacdo que proporciona ao amido um retardo na retrogradacdo, além de
aumentar a claridade da pasta e a viscosidade. Com isso, os filmes formados com
amido acetilado se apresentaram mais fortes e resistentes a tragéo e perfuragéao.

Na pratica quanto maior a resisténcia a tracdo do filme, menor a sua
capacidade elongacao. Neste trabalho verificou-se que as formulagcbes com maior
teor de amido acetilado apresentaram-se mais resistentes a tracdo enquanto as
formulacdes com maior teor de acido tioglicélico apresentaram maior elongacéao.

Isotton (2013) estudou a resisténcia a tracdo na ruptura de filmes de amido
de milho esterificado, com glicerol e observou que diminuiu a resisténcia com o
aumento do teor do plastificante. Sendo observado 2,0 MPa e 1,1 MPa, nos teores
de 15 e 20 % respectivamente. Mota (2009) utilizou filmes compostos pela mistura
de amido de lirio-do-brejo e fruto-do-lobo com 20% de glicerol e obteve o valor de
0,99 MPa. Os filmes que foram produzidos neste trabalho, apresentaram resisténcia
a tracdo maiores que os encontrados na literatura. Entretanto deve se considerar
gue a concentracao de glicerol foi menor e possivelmente o grau de esterificacao foi

diferente.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel produzir filmes biodegradaveis a base de amido
modificado pela técnica de casting. A medida que se aumentou a proporcdo de
amido modificado com &cido tioglicélico na formulacdo, a resisténcia a tracdo dos
filmes diminuiu, enquanto que o aumento do teor de amido acetilado aumentou a
resisténcia a tracdo. Contudo, independentemente da formulacdo dos filmes, a
modificacdo do amido com &cido tioglicélico e posterior nitrosacéo levou a formacao
de filmes que apresentaram propriedades antimicrobianas, o que potencializa o seu
uso na producéo de embalagens biodegradaveis ativa.

Estudos ainda sdo necessarios no sentido de otimizar a formulacdo dos
filmes para que estes possuam boas propriedades mecanicas associada a atividade

antimicrobiana.
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APENDICE

Apéndice A — Tabelas com resultados detalhados das propriedades mecéanicas dos
filmes (F1, F2, F3, C)

Tabela 1. Resultados das Propriedades mecéanicas do filme de amido, formulagéo (F1), obtidos com
filmes de diferentes espessuras.

Formulacéao Espessura Tracao Elongacéao Perfuracao
(F1)

1 0,1030 2,5121 30,3333 7,3200

2 0,0073 5,7144 30,0000 5,2991

3 0,0073 4,2362 23,3333 8,4134

4 0,0900 3,9294 13,3333 9,0768

5 0,1060 3,3405 40,0000 4,7053
Média 0,0890 3,900 27,4000 6,9629
Desvio 0,0903 1,200 9,9000 1,9082

Formulacéo (F1): 1 g de amido acetilado / 2 g de amido modificado com acido tioglicdlico (SH).

Tabela 2. Resultados das Propriedades mecénicas do filme de amido, formulacédo (F2), obtidos com
filmes de diferentes espessuras.

Formulacéao Espessura Tracao Elongacao Perfuracéao
(F2)

1 0,1330 15,2811 35,3333 11,5448

2 0,1270 21,7559 11,3333 16,2990

3 0,1650 17,4926 - 18,7545

4 0,1690 18,1422 22,0000 12,8520

5 0,1400 15,6325 - 14,6795
Média 0,1468 17,7000 22,9000 14,8259
Desvio 0,1338 2,6000 12,0000 2,8410

Formulacédo (F2): 2 g de amido acetilado / 1 g de amido modificado com &cido tioglicélico (SH).
(-) Resultado descartado devido a erro experimental.
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Tabela 3. Resultados das Propriedades mecénicas do filme de amido, formulagdo (F1), obtidos com
filmes de diferentes espessuras.

Formulacéao Espessura Tragao Elongacéao Perfuracao
(F3)

1 0,1260 5,5401 31,6666 13,8397

2 0,1180 4,1772 36,0000 12,0841

3 0,1310 9,4089 43,3333 14,4935

4 0,1190 5,6819 34,6666 17,1773

5 0,0720 5,1617 40,3333 17,1412
Média 0,1132 6,0000 37,2000 14,9471
Desvio 0,1126 2,0000 4,6000 2,2032

Formulagédo (F3): 1,5 g de amido acetilado / 1,5 g de amido modificado com acido tioglicélico
(SH).

Tabela 4. Resultados das Propriedades mecénicas do filme de amido, formulacéo (Controle), obtidos
com filmes de diferentes espessuras.

Formulacédo (C) Espessura Tracao Elongacao Perfuracéao
1 0,1300 30,9007 9,33333 18,7678

2 0,1300 29,8561 - 21,9241

3 0,1380 14,4902 - 13,4646

4 0,1300 - 24,6666 25,5539

5 0,1480 16,5756 38,0000 26,9375
Média 0,1352 23,0000 24,0000 21,3295
Desvio 0,1368 8,6000 14,3000 4,8593

Formulacdo (Controle): 3 g de amido acetilado. (-) Resultado descartado devido a erro
experimental.



