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RESUMO

O consumo de lacteos enfrenta desafios atribuidos a digestdo e absorcdo geral, como
intolerancia a lactose e niveis elevados de gordura saturada e agucar, levando a industria
ao desenvolvimento de processos adequados a producéo de alimentos com caracteristicas
especificas. Com isso, B-galactosidase (3% m/m) e lipase (2% m/m) foram co-
imobilizadas em blendas poliméricas de Gelatina (GEL) e Carboximetil celulose (CMC)
preparadas com diferentes propor¢des de GEL:CMC (v/v): A (0:100), B (25:75), C
(50:50), D (75:25) e E (100:0). A compatibilidade dos polimeros e a interacdo com as
enzimas adicionadas foram avaliadas através da microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier por meio da
técnica de reflexao total atenuada (FTIR-ATR). Testes mecanicos foram realizados para
avaliar a resisténcia a tracdo e as propriedades de barreira foram definidas pelo teste de
permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA). Propriedades térmicas foram definidas pelos
testes de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG e DTG) e a
cristalinidade relativa foi obtida por difratometria de raios-x (DRX). Testes enzimaticos
colorimétricos foram realizados para avaliar a hidrélise de lactose e triglicerideos e a
eficiéncia dos filmes ativos foi avaliada por FTIR-ATR. Como resultado, os filmes
apresentaram estrutura regular e uniforme, maior barreira a luz UV para filmes com maior
teor de GEL em sua composicado, entretanto, formaram filmes menos transparentes. A
adicdo de CMC conferiu ao filme uma maior resisténcia mecanica, apresentaram uma
resisténcia a tracdo 82,8% superior aos filmes de GEL, a adi¢do de enzimas ndo provocou
efeito sob a resisténcia mecénica, porem aumentou o alongamento dos filmes. A TG
mostrou que a CMC traz maior estabilidade térmica para os filmes ativos e uma maior
massa residual, além de maior interacdo das enzimas com o0s grupos volumosos da CMC,
confirmados por DSC e uma cristalinidade superior em até 5,8% em relacéo ao filme de
Gel. A CMC apresentou-se como o polimero mais hidrofilico, com contetudo de umidade
superior de 57,7% e PVA 100% superior em relagdo a GEL. Os filmes ativos
apresentaram maior atividade enzimatica comparada com atividade da enzima em sua
forma livre, favorecendo o processo de imobilizacdo das enzimas nos filmes de

GEL:CMC, aumentando a seguranca do processo e reduzindo custos operacionais.

Palavras chaves: [-galactosidase; Lipase; Gelatina; Carboximetil celulose; Co-
imobilizacdo de enzimas.
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ABSTRACT

Dairy consumption faces challenges related to digestion and general absorption, such as
lactose intolerance and high levels of saturated fat and sugar, leading the industry to
develop processes suitable for the production of foods with specific characteristics. Thus,
B-galactosidase (3% w/w) and lipase (2% w/w) were co-immobilized in polymeric blends
of Gelatin (GEL) and Carboxymethyl cellulose (CMC) prepared with different
GEL:CMC ratios (v/v): A (0:100), B (25:75), C (50:50), D (75:25) and E (100:0). The
compatibility of the polymers and the interaction with the added enzymes were evaluated
through scanning electron microscopy (SEM) and Fourier transform infrared
spectroscopy using the attenuated total reflection technique (FTIR-ATR). Mechanical
tests were performed to evaluate the tensile strength and the barrier properties were
defined by the water vapor permeability test (WVP). Thermal properties were defined by
differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetry (TG and DTG) tests and
the relative crystallinity was obtained by X-ray diffractometry (DRX). Colorimetric
enzymatic tests were performed to evaluate the hydrolysis of lactose and triglycerides and
the efficiency of the active films was evaluated by FTIR-ATR. As a result, the films
presented regular and uniform structure, greater barrier to UV light for films with higher
GEL content in their composition, however, they formed less transparent films. The
addition of CMC gave the film greater mechanical strength, presenting a tensile strength
82.8% higher than the GEL films, the addition of enzymes had no effect on the
mechanical strength, but increased the elongation of the films. TG showed that CMC
provides greater thermal stability to the active films and a higher residual mass, in
addition to greater interaction of the enzymes with the bulky groups of CMC, confirmed
by DSC and a higher crystallinity of up to 5.8% compared to the Gel film. CMC was the
most hydrophilic polymer, with a higher moisture content of 57.7% and PVA 100%
higher compared to GEL. The active films presented greater enzymatic activity compared
to the activity of the enzyme in its free form, favoring the process of immobilization of
the enzymes in the GEL:CMC films, increasing process safety and reducing operating

costs.

Keywords: B-galactosidase; Lipase; Gelatin; Carboxymethyl cellulose; Enzyme Co-

immobilization
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de embalagens ativas biodegradaveis tem recebido uma
atencdo crescente na indudstria de alimentos, explicado pela procura dos consumidores por
alimentos de alta qualidade, fatores de salde e preocupacfes ambientais sobre a
eliminacdo das embalagens de alimentos de materiais ndo renovaveis (Zheng et al., 2023).

O fator mais importante que afeta a biodegradabilidade dos materiais poliméricos
¢ a estrutura quimica, que é responsavel pela estabilidade, reatividade e hidrofilicidade.
Alguns outros fatores importantes sdo propriedades fisicas e mecanicas, massa molar,
porosidade, elasticidade e estrutura molecular (cristalina e amorfa).

Neste contexto, os polimeros biodegradaveis podem ser inseridos como
alternativa para substituir os plasticos convencionais, em aplicacdes tradicionais do
mesmo, como em embalagens alimenticias, aumentando a seguranca alimentar, a
qualidade e a reducdo de residuos. Além disso, materiais biodegradaveis como
polissacarideos, proteinas e lipidios, sdo versateis como veiculos para aditivos quimicos
ou bioldgicos, caracteristicos dos filmes ativos para embalagens de alimentos (Yin et al.,
2023).

A gelatina (GEL) é uma proteina solivel em agua com uma ampla gama de
propriedades e aplicacGes funcionais, incluindo capacidade de espessamento, formacao
de gel, estabilizacdo, emulsificacdo, espumacéo, encapsulamento e formacéo de filmes
ndo-tdxicos, biocompativeis e biodegradaveis (Azarifar et al., 2019). No entanto, sua
baixa resisténcia mecéanica e permeabilidade ao vapor de agua limitam sua aplicacdo
como material de embalagem e como solucdo para resolver essas desvantagens a
combinacdo da GEL com outros polimeros como amido, goma xantana e quitosana é uma
abordagem relativamente promissora. Sendo assim, carboximetilcelulose (CMC) é uma
boa opcéo para produzir filmes de mistura (blendas) devido a sua alta compatibilidade
com proteinas, facil disponibilidade e baixo custo comparado a outros polissacarideos.

Revestimentos e filmes a base de polissacarideos mostram uma boa barreira de
oxigeénio, barreira de aroma, juntamente com boas propriedades de resisténcia mecanica.
A natureza polar dos grupos carboxilicos da CMC o torna altamente hidrofilico e soltvel

em &gua (Ghadernazi et al., 2019). A presenca de grupos hidroxila livres favorece a



formacéo de ligacGes de hidrogénio com agentes ativos que podem ser adicionados para
formar embalagens ativas, por exemplo, enzimas usadas em produtos lacteos.

A lactose é o principal agucar no leite e nos produtos lacteos, mas os problemas
digestivos limitam seu consumo por algumas pessoas. Em todo o mundo, cerca de 5,2
milhGes de pessoas sofrem com intolerancia a lactose (Pinto et al., 2021). Como uma
importante fonte de energia, a lactose ¢ hidrolisada pela lactase (f-Galactosidase
E.C.3.2.1.23) no trato intestinal. A intolerancia a lactose é uma doenca prevalente
relacionada com a eficiéncia da B-galactosidase (B-Gal) em seres humanos, que
compromete a capacidade de digerir e absorver lactose. O dissacarideo, entdo, entra no
trato intestinal ndo digerido e causa problemas como dor de estdmago, inchago,
flatuléncia, ndusea e diarreia (Lomer et al., 2008).

Para prevenir os efeitos da intolerancia a lactose duas solucBes podem ser
aplicadas: a hidrdlise da lactose antes do consumo ou 0 uso de lactase para promover a
hidrélise da lactose no trato gastrointestinal. A hidrélise da lactose, por meio de B-Gals,
para o desenvolvimento de produtos sem lactose ou com baixo teor de lactose é um
processo promissor. Contudo, € dificil utilizar esta enzima na forma livre, uma vez que é
vulnerdvel a desnaturacdo, possui falta de estabilidade operacional a longo prazo,
dificuldade de recuperacéo e sensibilidade a mudancas nas condi¢des ambientais (Inanan,
2022). Dessa forma, a imobilizagdo ou incorporacao da lactase em materiais poliméricos
é uma alternativa para melhorar a estabilidade e aplicabilidade da enzima, a fim de
ampliar a oferta de produtos zero lactose, reduzir custos operacionais e prevenir
contaminag0es cruzadas.

Além disso, o leite é rico em nutrientes, incluindo proteinas, gorduras, acgtcares,
minerais e vitaminas. Deve-se destacar que a gordura do leite possui caracteristicas
importantes e benéficas a saide humana. Porém, entre os acidos graxos constituintes ha
também grande porcentagem de acidos graxos hipercolesterolémicos (saturados de cadeia
média) e o consumo excessivo desse tipo de gordura tem sido associado a doencas
cardiovasculares (Santos et al.,, 2020). As lipases (triacilglicerol acil hidrolases
E.C.3.1.1.3) constituem um importante grupo de enzimas para aplicacdo biotecnoldgica.
Este grupo de enzimas catalisam a hidrdlise total ou parcial de triacilglicerol (TAG),
atuando sobre as ligacdes ésteres presentes na molécula e promovendo a troca controlada
de acidos graxos entre as distintas moléculas de éster pelo processo de interesterificacéo,
visando a obtencao de produtos com novas propriedades quimicas e fisicas e minimizando

a formagdo de subprodutos, obtendo um leite com melhores propriedades nutracéuticas,
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que podem proporcionar, além das necessidades nutricionais béasicas, efeitos metabdlicos
ou fisioldgicos benéficos a salide, como a prevencdo e o tratamento de doengas (Paula et
al., 2018).

Neste estudo, foi incluido uma anélise SWOT para melhor apresentar os pontos
fortes e fracos, bem como as oportunidades e ameacas do desenvolvimento de filmes
ativos para embalagens de produtos lacteos com a técnica de co-imobilizacéo

enzimatica, bem como suas vantagens e desafios, Figura 1.

SWOT ANALYSIS

STRENGTHS (Pontos Fortes) WEAKNESSES (Fraquezas)
* Sustentavel e ecologico « Tecnologia ndo comprovada em larga escala
* Custo-beneficio ¢ Necessario garantir a hidrolise total do filme no
+ Eficiéncia em um unico processo produto
* Aumento da seguranca alimentar « A solubilidade do filme limita a reutilizacao

* Aumento da estabilidade operacional das eznimas
« Atividade catalitica aprimorada

*  Melhor controle sobre as condi¢des de reagao

* Estocagem

OPPORTUNITIES (Oportunidades) THREATS (Ameacas)
* Potencial para inovar em éreas relacionadas a « Aceitacdo do mercado e da sociedade ainda nao
embalagens de alimentos estd clara

» Permite uso na industria farmacéutica
* Possibilidade de obter produtos com propriedades
nutacéuticas melhoradas

Figura 1. Apresentacdo da analise SWOT da co-imobilizacdo enzimatica em filmes
baseados em GEL/CMC para uso em produtos lacteos. (Elaborado pelo autor, 2024)

O mercado de enzimas tem apresentado uma tendéncia de crescimento mundial,
estimulado pela ampla aplicacdo de biocatalisadores em diversos campos. O mercado
global de enzimas foi avaliado em US$ 13,11 bilhdes em 2022 e estima-se que cresga
6,5% de 2023 a 2030, quando devera atingir uma receita de US$ 20,31 bilhdes. Esses
biocatalisadores sdo aplicados principalmente nas industrias de alimentos e bebidas,
seguidos pelas industrias de detergentes, racdo animal, biocombustiveis, téxteis, celulose
e papel, nutracéuticos, cuidados pessoais e cosméticos e tratamento de aguas residuais
(Gupta, 2024).

Para atender as diversas necessidades das industrias, alternativas como misturas
de polimeros podem ser utilizadas para obter materiais com propriedades melhoradas.
Portanto, este trabalho propde a associacdo de polimeros GEL e CMC para produzir
filmes ativos com melhores propriedades fisicas e mecanicas para a incorporacdo de

enzimas lipase e B-Gal.



Assim, com 0 processo de co-imobilizagdo das enzimas lipase e B-Gal, é possivel
obter produtos lacteos isentos de lactose, com teor reduzido de triglicerideos e, por meio
de embalagens ativas, potencial formagdo de galactooligossacarideos (GOS) e acidos
graxos benéficos a saude. Esse processo possibilitaria o consumo seguro de produtos
lacteos isentos de lactose, ofereceria um produto com maiores beneficios a saude e
ampliaria as possibilidades desse mercado alimenticio, pela facilidade do processo.

O uso de enzimas imobilizadas em sistemas industriais aumenta a viabilidade
técnica e econdmica. Para reacdes envolvendo enzimas imobilizadas, € crucial determinar
a combinacdo ideal de enzima-suporte para atingir rendimentos e produtividade
satisfatorios (Gennari et al., 2024). Além disso, a tecnologia tem potencial para inovagoes
envolvendo hidrogéis baseados em pontos de carbono, que podem ser usados para
desenvolver biossensores e melhorar areas como embalagens de alimentos, liberacdo
controlada de medicamentos, deteccao de doencas e outras aplicacdes diversas (Cui et al.,
2023).

As vantagens de usar filmes ativos como embalagens de alimentos podem
beneficiar tanto o setor industrial quanto os consumidores. No campo industrial, esses
filmes podem reduzir 0s custos operacionais e garantir maior seguranca para o produto
final, eliminando problemas de contaminacdo por tragos de lactose causados por
ineficiéncias na higienizacgdo da linha de producdo. Além disso, a incorporacgdo de lipase
melhora as propriedades nutricionais do produto, aumentando seu valor agregado. Para
0s consumidores, esses filmes podem servir como uma alternativa aos comprimidos
tipicamente tomados por aqueles que sao intolerantes a lactose, pois a lactase incorporada
aos filmes atuard diretamente nos produtos lacteos. Assim, a caracterizacdo dos filmes
ativos é essencial para entender o suporte de imobilizacdo e seu impacto na eficiéncia
enzimatica, levando a melhores resultados e facilitando a expansdo da producdo e

implementacdo de embalagens ativas na inddstria.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir filmes poliméricos biodegradaveis a base de GEL e CMC como suporte
para liberagdo controlada de enzimas (lipase e -Gal) em embalagens para produtos

lacteos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver blendas de GEL:CMC;

e Imobilizar as enzimas pB-Gal e lipase em blendas GEL:CMC;

e Caracterizar os filmes ativos em relacdo as propriedades mecanicas, térmicas, de
barreira e microscopica;

e Avaliar a interacdo polimero-polimero nos filmes e a interacdo polimero-enzima
por meio de espectroscopia no infravermelho;

e Avaliar a taxa de hidrolise da lactose e de triglicerideos dos filmes ativos e
comparar com a enzima livre;

e Avaliar a hidrélise em produto lacteo;

e Obtencdo de produtos com teor reduzido ou isento de lactose e a hidrolise de

triglicerideos presentes naturalmente no leite.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EMBALAGENS ATIVAS

Considerado como uma das “maiores invengdes” do século XX, os plasticos, em
sua maioria derivados de polimeros a base de combustiveis fdsseis, estdo sendo
amplamente utilizados por causa do seu baixo custo de producdo, alta estabilidade
quimica, facilidade de processamento e versatilidade (Laskar & Kumar, 2019). Na
industria de embalagem de alimentos os plasticos convencionais tém uma presenca
significativa devido a sua natureza rigida, flexibilidade, excelentes propriedades de
barreira e propriedades mecanicas, baixo custo e facilidade na producdo (Muthuraj,
Valerio & Mekonnen, 2022).

No entanto, a maioria possui um alto custo para reciclagem, além de serem dificeis
de decompor por microrganismos, mantendo um longo ciclo de degradacéo e a liberagéo
de componentes toxicos a base de petréleo que causam problemas ambientais
significativos para todo o mundo. De acordo com as estatisticas, estima-se que até 2050,
a producdo cumulativa global de plasticos sera de 34 bilhdes de toneladas e a producéo
anual de residuos plasticos sera de aproximadamente 300 milhdes de toneladas (Williams
& Rangel-Buitrago, 2022).

A industria global de embalagens testemunhou uma mudanca de paradigma nos
ultimos anos, impulsionada pela crescente preocupacdo dos consumidores com as
questdes ambientais e de salde, com preferéncias em relacdo a alimentos pouco
processados, produtos com maior prazo de validade e maior conveniéncia, que levou ao
estudo e desenvolvimento de materiais de base bioldgica para as embalagens. De maneira
significativa, o conhecimento do consumidor sobre a natureza ndo biodegradavel dos
plasticos convencionais e a lixiviacdo de produtos quimicos para os alimentos é o
principal fator que alimenta a expansdo da industria de embalagens de bioplasticos (Sid
et al., 2021). Embora que, em comparacdo com os plasticos convencionais, eles tém
qualidades mecanicas e de barreiras de vapor de agua inferiores, o que restringe seu uso
industrial. Sendo assim, alternativas estdo sendo criadas para o uso de polimeros
biodegradaveis como material de embalagem, como combinacGes entre materiais com o

objetivo de ampliar as qualidades da embalagem (Riahi et al., 2024).



A ANVISA atraves da Resolu¢cdo RDC n° 91, de 11 de maio de 2001, define que
embalagem para alimentos é o artigo que esta em contato direto com alimentos, destinado
a conté-los desde a sua fabricacdo até a sua entrega ao consumidor, com a finalidade de
protegé-los de agentes externos, de alteracbes e de contaminacGes, assim como de
adulteracdes (BRASIL, 2001).

De acordo com os principios da legislacdo sobre embalagens para contato com
alimentos, esta deve ser inerte, ndo liberar substancia para o alimento que podem colocar
em risco a salde humana, além de ndo causar alteracbes sensoriais. Entretanto, os
recentes desenvolvimentos na area de alimentos atribuem a embalagens novas funcdes
que tem como principio a interacdo intencional e benéfica com o alimento melhorando
algumas de suas caracteristicas, que sdo as embalagens ativas, ou comunicando-se com 0
consumidor a partir da interacdo com o0 ambiente interno e externo que esta condicionado
o0 alimento, as embalagens inteligentes (Lu et al., 2024).

Embalagens ativas podem ser definidas como aquelas que, além de exercer a
funcdo basica de manter e proteger os alimentos, os constituintes subsidiarios (aditivos)
sdo deliberadamente incluidos no material ou no espaco-livre da embalagem, com o
objetivo de obter melhorias dos aspectos sensoriais, de seguranca, aumento de vida util e
qualidade dos alimentos. Devido a inclusdo de sistemas funcionais, incluindo controle de
temperatura, controle microbiolégico, controle de qualidade, sistema de liberacdo,
sistema de absorcao e sistema de remocdo, a embalagem ativa preserva os alimentos. O
principio basico subjacente a utilizacdo de embalagens ativas depende tanto da
incorporagdo de componentes particulares no polimero, como das caracteristicas
intrinsecas do proprio polimero usado como veiculo de embalagem (Priyanca et al.,
2023).

Modificacdes de superficie, revestimentos, incorporacdo ou imobilizacdo de
agentes ativos no material de embalagem sdo maneiras de formar materiais de embalagens
ativas. Dentre as inimeras embalagens ativas, podem-se destacar os filmes
antimicrobianos, as embalagens com atmosferas modificadas, absorvedores de oxigénio
e de etileno, absorvedores e geradores de CO2, reguladores de umidade, liberadores de
aditivos, liberadores e/ou absorvedores de sabores e odores, indicadores de temperatura,
incorporadores de enzimas e absorvedores de radiacdo UV (Guzman-Puyol, Benitez &
Heredia-Guerrero, 2022; Deshmukh et al. 2022; Wang, Yue & Wang, 2023).

Em relagdo as embalagens ativas seu processo de tecnologia é implementada via

(i) utilizacdo de materiais de embalagem biodegradavel para a liberagdo de componentes
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bioativos, (ii) encapsulamento de bio ingredientes ativos nos alimentos ou nos materiais
de embalagem, e (iii) introducdo de materiais de embalagem exibindo atividade
enzimética capaz de transformar alguns componentes dos alimentos para fornecer
beneficios para a saude. O desenvolvimento de tais sistemas de embalagem exerce efeito
na promocao da saude envolvendo o conceito de 6leos vegetais, prebidticos, probioticos,
vitaminas encapsuladas, fitoquimicos, alimentos sem lactose (incorporagdo enzimatica),
flavonoides biodisponiveis, e impulsiona a industria de embalagens por causa da
crescente consciéncia da saude humana (Majid et al., 2018)

As embalagens ativas podem ser projetadas na forma de filmes ou revestimentos
comestiveis e apresentam em sua composicdo polimeros capazes de formar pelicula e
criar uma camada fina protetora na superficie dos alimentos sem interferir em suas
propriedades organolépticas. Os requisitos de barreira desses filmes e revestimentos
comestiveis dependem da sua aplicacéo e das propriedades do alimento a ser protegido.
Quando destinado para o revestimento de frutas e vegetais frescos, por exemplo, devem
ter baixa permeabilidade ao vapor de dgua para reduzir as taxas de dessecacao, enquanto
a permeabilidade ao oxigénio deve ser baixa o suficiente para retardar a respiracao, mas
ndo muito baixa para criar condi¢des anaerdbicas favoraveis a producdo de etanol e
formagé&o de sabores indesejados (Otoni et al., 2017; Viana et al., 2018).

As embalagens ativas com incorporacgdo de enzimas vém sendo utilizadas na area
de liberacdo controlada de agente ativo (AA). Sistemas de liberacdo controlada (SLC),
ou embalagens de liberacdo controlada, sdo, idealmente, uma nova geracao de materiais
de embalagens que disseminam um AA, por meio da difusdo através da matriz polimérica,
em taxas controladas, para melhorar a qualidade, a seguranca e caracteristicas sensoriais
de uma ampla gama de alimentos durante o armazenamento (Yuan & Yam, 2024).
Portanto, para atingir os indices de liberacdo adequados é importante conhecer as
propriedades fisico-quimicas tanto do AA quanto do polimero utilizados para producgéo
dos filmes.

De forma geral, os SLC podem ser divididos em sistemas matriciais e
reservatorios. No sistema matricial o0 AA homogeneamente dissolvido ou disperso na
matriz polimérica, € incapaz de difundir-se a extensao significativa dentro da matriz por
causa de seu baixo coeficiente de difusdo. A liberacdo depende da concentracdo do AA,
da natureza dos componentes e da geometria do dispositivo. Quando a matriz polimérica
é colocada em um meio quimicamente compativel, pode ocorrer a hidratacdo do material

devido a absorcdo de liquido (penetrante) do meio e a progressiva gelificacdo das cadeias
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poliméricas, formando uma camada de alta viscosidade na interface agua-polimero. Essa
camada viscosa aumenta de espessura & medida que a hidratacdo ou o intumescimento
progride, Figura 2. Por consequéncia, a difusdo do AA é determinada pela velocidade de

intumescimento do polimero (Omrani, Naimi-Jamal & Far, 2022).

DIFUSAQ CONTROLADA

Maoléculas lentamente
difundidas atraves de
espacos vazios da matriz

ﬁc}

Matriz polimérica insolivel

Figura 2. Mecanismo de liberacdo controlada por intumescimento da matriz polimérica.
(Elaborado pelo autor, 2024)

O sistema também pode ser controlado pela erosdo ou dissolucéo retardada, Figura
3, 0 AA ¢ fisicamente imobilizado na matriz que passa pelo processo de erosdo, na qual
ocorre a liberacdo controlada. A taxa de erosdo da matriz polimérica é controlada por sua
capacidade de intumescimento e absorcao de fluidos, bem como da sua afinidade quimica

com o fluido do ambiente (Zheng et al, 2021).

DISSOLUCAQ RETARDADA

Moléculas do principio e
ativo retidas até eroséo
do polimero

O

—
o

o O

Polimero dissolve ou
degrada lentamente

Maléculas do principio
ativo disponiveis para
dissolucao

Figura 3. Mecanismo de liberacdo controlada por erosao do polimero.
(Elaborado pelo autor, 2024)



Por outro lado, um sistema reservatorio consiste na encapsulagdo do AA por um
compartimento polimérico (barreira de controle de taxa). Este material polimérico ira
controlar a permeacgédo do AA para 0 meio externo, Figura 4, que pode ser microporoso,
macroporoso ou Nnao poroso; estes ultimos sistemas barreiras sdo as mais usadas.
Portanto, a porosidade, espessura, a cristalinidade do polimero, a afinidade entre o

polimero e 0 AA podem afetar o perfil de permeacédo (Chen, et al., 2024).

Depdsito de AA AA nao dissolvido

Fluido transportador

Liberacéo

—_— Caminho de penetracio

Barreira de moderacéo

Figura 4. Mecanismo de liberacéo controlada do sistema reservatorio.
(Elaborado pelo autor, 2024)

A difusdo de um AA ocorre preferencialmente através das regiGes amorfas do
polimero, nas quais as cadeias encontram-se mais desordenadas e o volume livre entre as
cadeias € maior. Uma das maneiras utilizadas para ajustar a difusdo de um AA através de
uma matriz polimérica é a formacéo de ligacfes cruzadas polimero-polimero ou a adi¢do
de plastificantes (Evangelista, 1998; Wang et al., 2002). O aumento das liga¢Oes cruzadas
num SLC promove a diminui¢do da difusdo do AA devido a restricdo no movimento das
cadeias poliméricas. Por outro lado, os plastificantes tém a capacidade de interpor-se entre
as cadeias poliméricas, reduzindo as interages polimero-polimero e aumentando,
consequentemente, o volume livre do sistema (Min et al., 2022) permitindo o0 aumento da
difusdo do AA.

Quando um AA se encontra disperso na matriz, a difusdo acontecera a medida que
ocorrer sua solubilizacdo no polimero. J& num sistema em que o AA se encontra
solubilizado na matriz polimérica, essa etapa sera suprimida, permitindo uma difuséo
mais rapida (Roy, Manna & Pal, 2022).
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Quando o AA incorporado as embalagens ativas € uma enzima (biocatalisador), a
utilizacdo de embalagens produzidas a partir de proteinas ou polissacarideos tém
contribuido para que haja um aumento da biocompatibilidade entre a embalagem e o
biocatalisador, criando um microambiente favoravel, beneficiando a atividade
enzimatica. Dentre as vantagens de utilizar estas embalagens como suportes para
biocatalisadores em sintese organica, destacam-se suas boas propriedades mecanicas,
resisténcia a solvente de baixa polaridade, hidrofilicidade, atoxicidade, e o fato de serem
biodegradaveis e de baixo custo. A escolha do suporte é baseada em funcdo das
propriedades desejadas e do biopolimero selecionado (Kuai et al., 2021).

As embalagens ativas s@o obtidas a partir de uma solucéo ou disperséo do agente
formador de filme e do AA, seguido da formagdo de uma camada fina, normalmente
obtidas por dois métodos: extrusao e casting. Entre eles, o casting é o mais utilizado.

O método de casting consiste no preparo de uma dispersdo coloidal da
macromolécula (solugdo filmogénica) adicionada ou ndo de aditivos, sua deposi¢do em
um suporte adequado e posterior secagem do solvente. A medida que o solvente evapora,
o polimero na solucdo filmogénica agrega-se continuamente para formar a pelicula
(Ochoa-Yepes et al., 2019). Em algumas situacdes, como no caso dos recobrimentos
comestiveis, o0 processo de secagem se d& no proprio alimento, no qual a solugdo
foi aplicada por imersdo ou spray. Estas macromoléculas devem possuir a capacidade de
formar uma matriz continua e coesa para que o filme possa ser formado.

No método de extrusdo, o polimero termoplastico € introduzido em um cilindro
aquecido e o material amolecido é forcado, por um parafuso rotativo, a entrar através de
uma abertura em uma matriz, para a obtencdo de formas continuas. Depois de sair do
molde, a peca extrusada deve ser resfriada, geralmente, abaixo da temperatura de
transicdo vitrea do material, de modo a assegurar a estabilidade dimensional requerida. O
resfriamento é geralmente realizado com jato de ar ou com &gua. A extrusao tem como
vantagem o baixo custo, além de possuir um sistema de producdo continuo e versatil,
sendo adequado para escala industrial (Berti et al., 2023).

Vérias alternativas tém sido investigadas para minimizar o impacto ambiental dos
polimeros convencionais, incluindo a utilizagdo de biopolimeros. Em comparagdo com
0s polimeros sintéticos, os polimeros naturais como materiais de embalagens de
alimentos, tém as vantagens da biodegradabilidade e obtencdo a partir de recursos

renovaveis. Diversos biopolimeros foram relatados quanto ao seu potencial de aplicacdo
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na formacdo dessas embalagens, como a quitosana, 0 amido, o colageno, gliten, GEL e

os derivados da celulose (Oun et al., 2022).

3.2 BIOPOLIMEROS

Biopolimeros sdo polimeros produzidos a partir de fontes naturais atraves de
processos quimicos ou biossintese por microrganismos vivos, que consistem em unidades
monomeéricas que sdo ligadas covalentemente, formando moléculas de cadeias
semelhantes. Assim, os biopolimeros tém a capacidade de serem degradados através da
acdo de microrganismos que ocorrem naturalmente, resultando em subprodutos
organicos, como CO- e H>0, que sdo seguros em relacdo ao meio ambiente (Getahum,
Kassie & Alemu, 2024).

Os biopolimeros tém sido considerados como materiais alternativos ao plastico
feito de petroleo porque sdo biodegradaveis, renovaveis e abundantes, possuem boa
compatibilidade e também excelentes propriedades incluindo bom desempenho de
barreira e propriedades mecéanicas favoraveis, tornando-os adequados para Vvarias
aplicacdes (Kumar et al., 2023). Porém, os biopolimeros possuem algumas propriedades
inferiores aos plasticos convencionais para uso em alimentos, como a solubilidade em
alimentos de alta umidade e forte solubilidade em agua. Com isso, misturas de materiais
biopoliméricos, introducdo de reticulantes e nanocompdsitos vem sendo utilizado para
melhorar as caracteristicas dos filmes e revestimentos produzidos.

Os diversos biopolimeros que ocorrem naturalmente e que podem ser utilizados

na producdo de filmes e revestimentos estdo ilustrados na Figura 5. Estas biomoléculas

sdo compativeis entre si e com outros hidrocoloides, surfactantes e aditivos.

- Quitosana - Xantana - Celulose - Cera de abelha
- Colageno - Celulose bacteriana - Gomas / Amido - Carnauba
- Gelatina - Acido polilatico - Fibras / Pectinas - Acidos graxos
- Soja / Milho livres
- Proteina do leite

Figura 5. Polimeros de ocorréncia natural com utilizacdo em filmes e revestimentos
biodegradaveis. (Elaborado pelo autor, 2024)
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Para obtencéo de filme polimérico é necessario pelo menos um polimero de alta
massa molar (agente formador de filme, também denominado macromolécula), para que
seja obtida uma matriz com forca de coesédo e tensdo adequada além de solvente e um
plastificante (Al-Hassan, 2024).

Proteinas e polissacarideos sao dois tipos de biopolimeros naturais comumente
usados em varias aplicagcdes, como em alimentos e indUstrias cosméticas, engenharia
biomédica, etc. As interacdes de proteinas/polissacarideos sao geralmente dominadas por
forcas eletrostaticas, mas também dependem de outras interacdes mais fracas como forcas
de ligacdo de hidrogénio e van der Waals (Kan et al. 2024).

As proteinas oferecem caracteristicas valiosas para a producao de embalagens de
alimentos devido a sua abundancia, boa capacidade de formacdo de filme, transparéncia
e excelentes propriedades de barreira contra O», CO> e lipidios. Estudos anteriores
mostraram que a combinacdo de alguns polissacarideos e GEL produz materiais com
propriedades melhoradas e perfis modificados de liberagdo de AA, oferecendo liberagao
rapida de substancias ativas (Lupina et al., 2022; Kowalczyk et al., 2020).

Proteinas como a GEL sdo ricas em sitios funcionais (-COO / -COOH /- OH e
NH>), que podem interagir facilmente com varios materiais ativos para compor o sistema
de embalagem e melhorar a resisténcia mecénica e atividade bioldgica dos filmes
formados. No entanto, filmes & base de GEL tem alta hidrofilicidade e baixa resisténcia
fisica, em vista disso, a mistura de polissacarideos com GEL para produzir filmes pode
expandir a resisténcia a tracdo e outras propriedades fisico-quimicas (Lv et al., 2024).
Dentre os polissacarideos que podem ser utilizados para este fim, a CMC é um polimero
derivado da celulose mais comumente utilizado devido ao seu potencial renovavel, baixo
custo, ndo toxicidade e biocompatibilidade por meio dos grupos funcionais abundantes.

A CMC é obtida pela substituicdo de alguns grupos hidroxila da cadeia da celulose
por grupos carboxila (-CH2COOH) (Sun et al., 2024). Sendo assim, a demanda por
polissacarideos esta crescendo para produzir filme de embalagem de alta qualidade com
melhores propriedades e formulados a partir de técnicas avancadas de fabricacdo para

garantir melhor qualidade e textura (Tarique et al., 2021).

3.2.1 Gelatina

Do ponto de vista quimico, a GEL é composta por grandes cadeias de

aminoacidos, uma série de até 20 diferentes tipos de L-oa-amino&cidos, ligados por
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ligacBes peptidicas e estes aminoacidos contém grupos funcionais acidos e basicos. E uma
proteina soltvel em &gua, obtida pela hidrélise controlada (65 a 68 °C) do colageno, que
inicialmente € insolivel em &gua e que muitas vezes € descartado durante o
processamento e abate dos animais (Al-Hassan, 2024).

As proteinas sdo as macromoléculas mais Uteis nos organismos Vvivos e
desempenham diversas funcgdes vitais em todos os processos bioldgicos. Elas funcionam
como catalisadores, transportam e armazenam oxigénio, geram movimento, transmitem
impulsos nervosos, fornecem suporte mecanico e protecdo imunoldgica, bem como
controlam o crescimento e diferenciacdo (Devi et al., 2016).

O colageno é uma importante proteina estrutural dos tecidos conjuntivos presentes
em vasos sanguineos, cartilagens, pele, tend@es, ligamentos e 0ssos. A GEL e o colageno
existem como cadeias polipeptidicas, mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio entre o0s
aminoacidos de cadeias adjacentes (estrutura secundéria) (Yuswan et al., 2021). O
colageno consiste em trés cadeias polipeptidicas que se entrelacam firmemente e formam
a conformacdo tripla hélice altamente estavel, de modo que essas moléculas sao

organizadas em feixes de fibrila em um alto grau de organizacéo, Figura 6.

Microfibrila

X P Molécula de
: colageno
Fibrila N
Fibra de coligeno o
[ 5~ A wes 24
0 RN 3 Cadeia
R4 : polipeptidica

Figura 6. Estrutura da fibra de colageno (Adaptado de Daniels et al., 2007).

Quando o colageno ¢é hidrolisado sob calor, Figura 7, a tripla hélice se desenrola
e a estrutura secundaria é parcialmente perdida (desnaturacdo do colageno). Como o
colageno é insoluvel em agua, a reacdo de hidrdlise é catalisada sob condic¢bes acidas

(Gelatina Tipo A) ou basicas (Gelatina Tipo B) e a qualidade resultante depende da fonte
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do colageno e do método de extracdo. A obtencdo pelo método alcalino contém mais

grupos carboxilicos do que a obtida pelo tratamento &cido (Mozuraityte et al., 2024).

Colégeno
,_xl I',-.(' :L,,. 1’ {_74(“ ‘:L;.,l' :,‘ — '. ['4:4"

S —— —— ——— f——— —— —b ¥
[E—— [SE—— —_— o?
- <
/
- /e & 4
Tripla hélice r

‘ Hidrolise 4cida/basica
Calor

Gelatina

Figura 7. Representacdo da obtencdo de GEL a partir da hidrélise do colageno.
(Elaborado pelo autor, 2024)

A GEL forma geis reversiveis induzidos por frio que séo estabilizados por ligagdes
de hidrogénio. No entanto, a dissociacao e a agregacdo do colageno em GEL soluvel (o
componente de gelificacdo) necessitam de umidade e calor prolongados. Na GEL, partes
da estrutura do colageno séo regeneradas quando a solucdo € resfriada a temperaturas
abaixo de 35°C (temperatura de transi¢do solucdo-gel), Figura 8. As regides onde ha a
renaturacdo das triplas hélices sdo chamadas de zonas de juncdo, enquanto as regides na
qual as cadeias se enrolam aleatoriamente sdo chamadas de amorfas (Haug, Draget &
Smidsrod, 2004).

O gel obtido a partir de GEL consiste em longas cadeias lineares, cada uma delas
com ligacdes cruzadas com outras moléculas, em diversas posi¢6es (zona de juncdo) no
decorrer da cadeia. As cadeias moleculares flexiveis entre as ligacfes cruzadas séo
longas, o que faz com que o gel seja extensivel. E um gel predominantemente elastico,
pois as ligacOes cruzadas sdo permanentes (em temperaturas mais baixas) (Ahmad et al.,
2024).

Geralmente, como o coldgeno, a GEL é caracterizada pela repeticdo do trio de
aminoacidos (Gly-X-Pro/Hyp)n, responsavel pela estrutura tripla hélice da GEL. Um

terco da cadeia é composto de glicina (Gly), enquanto outro terco é prolina (Pro) ou
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hidroxiprolina (Hyp), Figura 9, e 0 X representa 0s outros aminoacidos presentes na
cadeia da GEL, Figura 10.

Gelatina
D ~ -
. @) ()
m (solugio)
—~ </ —
Resfriamento Aquu‘lmcnm Moléculas de dgua
+35°C +35°C

Zonas de jungio

Rede tridimensional

Figura 8. Renaturacdo parcial do colageno. (Elaborado pelo autor, 2024)

o)
HZN\)J\
OH HOm
Glicina (Gly) Hidroxiprolina (Hyp) Prolina (Pro)

Figura 9. Principais aminoacidos que compde a GEL. (Elaborado pelo autor, 2024)

A GEL possui grupos catibnicos e anibnicos, juntamente com grupos
hidrofobicos, em uma proporcao aproximada de 1:1:1. Sendo assim, a cadeia peptidica
consiste em residuos de aminoacidos carregados positivamente (residuos de lisina e
arginina), carregados negativamente (principalmente acido glutamico e aspartico) e de

residuos hidrofdbicos (leucina, isoleucina, metionina e valina). A GEL é composta de
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carbono (50,5 %), hidrogénio (6,8 %), nitrogénio (17 %) e oxigénio (25,2 %) (Elzoghby,
2013).

o}
H _! H I
r\/wN—CIH —N—(Ix — CH,
" Hy

Ala Gly Pro Arg Gly Glu Hyp Gly Pro

Figura 10. Estrutura quimica basica da GEL. (Adaptado de Devi et al., 2016)

As propriedades fisico-quimicas da GEL e do colageno levaram a sua ampla
aplicacdo, por exemplo, eles sdo utilizados como estabilizadores, espessantes e
emulsificantes em alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos e medicamentos. A
maior parte das GELS comerciais sdo fabricadas a partir de fontes bovinas ou suinas,
especificamente de peles e o0ssos. Entre as GELS, a GEL de peixe tem atraido muita
atencdo como alternativa de GEL de mamifero devido a restricbes religiosas e
encefalopatia espongiforme bovina (Yuswan et al., 2021).

As GELS sdo materiais de qualidade alimentar insipidos com excelente
biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o toxicidade, de modo que possuem um
grande potencial como filmes para embalagens de alimentos. Além disso, eles podem ser
usados como transportadores de componentes bioativos e nanoparticulas, embora a
incorporacdo desses materiais possa afetar as propriedades dos filmes de GEL (Nobrega
etal., 2022).

Os filmes com base de GEL geralmente tém boas propriedades funcionais, no
entanto, varios problemas limitam a aplicacio como material de embalagem. E fragil,
possui fraca barreira ao vapor de agua, estabilidade térmica e absorve alta umidade. Além
disso, sua resisténcia mecanica também é menor do que a dos filmes de polimeros
sintéticos (Sun et al., 2024). Os filmes de GEL séo frageis e suscetiveis a rachaduras por
causa da alta densidade de energia coesa das proteinas. Portanto, os plastificantes sdo
muitas vezes adicionados para melhorar a flexibilidade, extensibilidade e

dispensabilidade dos filmes. Os plastificantes mais comumente utilizados para os filmes
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de GEL sdo glicerol e sorbitol. Estudos comprovam que a proporcao de plastificante
adicionado causa impacto nas caracteristicas dos filmes, com efeito significativo na
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e no contetdo de umidade (Cao, Yang & Fu,
2009). Além disso, os plastificantes provocaram um efeito significativo na resisténcia e
extensibilidade dos filmes, reduzindo a resisténcia a tracdo e aumentando a porcentagem
de alongamento até a ruptura (Al-Hassan, 2022).

Uma estratégia eficaz e direta para melhorar as deficiéncias intrinsecas nas
propriedades mecanicas e de barreira dos filmes de GEL envolve sua combinacdo com

outros polimeros, entre eles a CMC.

3.2.2 Carboximetil Celulose

A celulose, polimero de cadeia longa, é normalmente preparado como
microfibrilas ligadas entre si para formar nanofibras de celulose. Bioguimicamente, a
celulose, é um composto orgéanico linear com a formula (CeH100s)n, formado por uma
cadeia polimérica de unidades de repeticdo de dois aneis de anidroglicose unidas por
ligagdes glicosidicas p— 1-4 (Tampichai et al., 2022). Sendo assim, a cadeia da celulose
€ montada e através de extensas ligac6es de hidrogénio intra e intermoleculares e forcas
de van der Waals entre os grupos hidroxila adjacentes e o oxigénio sdo formadas as
fibrilas elementares (Acharya, Hu & Abidi, 2021).

A conversdo de celulose em ésteres e éteres de celulose, Figura 11, ganhou
atencdo significativa nos campos da quimica verde e sustentdvel e proporcionou o
desenvolvimento de tecnologias ambientais amigaveis. As caracteristicas destas celuloses
modificadas levam a aplicacbes mais amplas e melhores propriedades como
biocompatibilidade, alta estabilidade quimica, solubilidade, maleabilidade, porosidade e
boa degradabilidade (Gul et al., 2023). Pode ser obtida a partir de biomassa abundante e
barata, como o bagaco da cana-de-acUcar proveniente de usinas de agucar e alcool, é
facilmente encontrada e de baixo valor no mercado.

A CMC, principal derivado da celulose, é produzida pela adi¢cdo de grupos
carboximetil (-CH2-COOH) com alguns dos grupos hidroxila dos mondmeros de
glucopiranose da estrutura da celulose. E mais comumente isolada e comercializada na
forma de sal de s6dio (CH2COO-Na+). E um polieletrdlito anidnico formado a partir da
sintese de Willliamson (reacdo de substituicdo), na qual pode ser solivel em &gua e

solventes organicos devido a presenca de varios grupos carboxilico e hidroxila,
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mostrando excelentes propriedades de ligacdo a agua, além de aumentar a interagdo com
outras moléculas. (Suman, Awasthi, Bajaj, 2024).

OR
o
HO
OR
R=H Celulose
R=H, CH, Metil celulose
R =H. CH.COOH Carboximetil celulose
R=H, C]];:‘ Etil celulose
O
Acetato de celulose
CH3

Hidroxipropil celulose

Figura 11. Estrutura da celulose e seus principais derivados. (Kerwald et al., 2023)

A producdo da CMC compreende duas etapas, em primeiro lugar, a celulose €
convertida em celulose alcalina na presenca de hidroxido de sédio (alcalinizacdo),
seguida por uma reacdo da celulose alcalina com acido monocloroacético
(carboximetilagdo) para formar a CMC, Figura 12 (Joshi et al., 2015).

CHOH l."HJGH anH
H o 9 O\
5\;_(%\ N o [ + o + N
OH H
\(F_(jf/ Ac. clorodcetico  Hidraxido de sodio
Celulose
CH,OCH,CO0H
H | o
oHH H { + NaCl + H:0
Ho~|— H
H OH CH,OCH,COOH "
Carboximetil celulose

Figura 12. Esquema da reacdo de formacdo da CMC. (Elaborado pelo autor, 2024)
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As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da CMC o tornam atil em varios
setores industriais, como alimentos, racGes, produtos farmacéuticos, agricolas e
tratamento de aguas residuais (Ahmad, Wahab & Omar, 2014) Suas propriedades e
aplicacdes dependem, essencialmente, da viscosidade de suas solu¢bes aquosas, do grau
médio de substituicdo (GS), definido como o numero médio de grupos hidroxila
substituidos por unidade D-glicopiranosil da cadeia polimérica, e da distribuicdo dos
grupos carboximetil. Este ultimo fator, a distribuicdo dos grupos carboximetil ao longo
das cadeias, influencia fortemente suas propriedades, 0 comportamento reoldgico de suas
solucdes e a abrangéncia de suas aplicacdes (Caraschi & Filho, 1999).

O GS ¢é uma das caracteristicas mais importantes da CMC. A faixa tipica de GS
da CMC (0,5-1,5 para produtos comerciais) € um parametro-chave que controla suas
aplicacdes finais e permite estabilizar emulsGes e absorver a umidade da atmosfera. Visto
que, sdo obtidos por reacdo heterogénea, a distribuicdo dos substituintes inseridos nas
cadeias de celulose depende da acessibilidade dos reagentes aos sitios reativos da
macromolécula, sendo uma caracteristica de dificil controle. Geralmente, CMC com
valores de GS na faixa de 0,7 e 1,2 possuem boa solubilidade em agua e transparéncia,
que é critica para aplicacOes alimentares (Shakun, Heinze & Radke, 2013).

De acordo com o Food and Drugs Administration (FDA), a CMC ¢ listada como
Generally Recognized as Safe (GRAS) na utilizagcdo para embalagens de alimentos, ou
seja, ndo ha nenhuma evidéncia nas informacdes disponiveis sobre a CMC que demonstre
ou sugira motivos razoaveis para suspeitar de algum tipo de perigo para o publico quando
é usada em alimentos ou embalagens.

A CMC tem sido geralmente utilizada como espessante e estabilizante no setor
alimenticio devido a sua boa capacidade hidrofilica e de ligacdo a 4gua (Akhtar et al.,
2024). E também utilizada como biopolimero para fabricacdo de embalagens
biodegradaveis e filmes ativos para aplicacdo em embalagens de alimentos (Perera,
Jaiswal & Jaiswal, 2023; Yaashikaa et al., 2023; Yildirim-Yalcin, Tornuk e Toker, 2022).
No entanto, os filmes de CMC puros, apresentam limitagbes como baixa resisténcia
mecanica, estabilidade térmica, fracas barreiras ao vapor de agua e flexibilidade, mas com
impressionante biocompatibilidade.

Para resolver essas deficiéncias, a CMC pode ser combinada com varios outros
polimeros, extratos naturais, nanoparticulas, enzimas, aminoacidos e biomateriais. Estas
modifica¢fes permitem o desenvolvimento de materiais & base de CMC com melhor

resisténcia mecanica, estabilidade térmica e flexibilidade, expandindo sua aplicabilidade
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em diferentes setores (Aggarwal et al., 2024). Além disso, plastificantes como glicerol,
sorbitol, propilenoglicol, polietilenoglicol e glicerina ajudam a melhorar a flexibilidade e
trabalhabilidade do filme. Esses compostos quimicos ndo volateis e de baixa massa molar
“amolecem” os materiais poliméricos quando adicionados. Ao ocupar o espago
intermolecular entre as cadeias de biopolimeros esses aditivos podem diminuir a dureza
e a tensdo de deformacéo e aumentar a plasticidade e ductilidade dos filmes (Tarique et
al., 2021).

3.2.3 Sorbitol

Sorbitol ¢ um polialcool de acucar linear contendo seis carbonos (CeH140s)
caracterizado por extensas ligacdes de hidrogénio, sua estrutura quimica é mostrada na
Figura 13. Também conhecido como D-glucitol, ocorre naturalmente em diversas frutas
como cerejas, peras, macds e ameixas e é usado como adocante a granel em varios
produtos alimenticios Devido a sua ampla gama de derivados o sorbitol encontra
aplicacdo em muitas inddstrias, incluindo alimentos e bebidas, médica e farmacéutica,

bem como industrias de cosméticos e cuidados pessoais (Heerden et al., 2024).

OH OH

HO

OH OH

Figura 13. Estrutura quimica do sorbitol. (Elaborado pelo autor, 2024)

A principal rota de sintese do sorbitol é obtida a partir da hidrogenacéo catalitica
da glicose (reducdo do grupo aldeido livre da D-glicose), Figura 14. Como outros poliois,
¢ altamente solUvel em dgua e penetra livremente através das membranas celulares. Ainda
que sua composicdo quimica seja proxima a da glicose, sua topologia difere
significativamente, pois ndo é capaz de formar anel hemiacetal, o que confere maior grau
de liberdade conformacional levando ao aumento da flexibilidade em relagéo a glicose.
No sorbitol, a molécula pode sofrer rotacdes conformacionais em torno de cada uma das
ligagGes simples de C-C, permitindo uma flexibilidade conformacional significativa, que

implica nas propriedades fisicas da molécula (Lerbret et al., 2009).
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Figura 14. Sintese de obtencdo do D-sorbitol. (Elaborado pelo autor, 2024)

O sorbitol e o glicerol s&o os plastificantes mais utilizados para formagé&o de filmes
de GEL e CMC, eles se dispersam entre as cadeias de polimeros e quebram as ligacdes
de hidrogénio aumentando a flexibilidade e as propriedades térmicas dos filmes, além de
interagir com as ligacfes de hidrogénio das moléculas dos polimeros melhorando as
propriedades mecanicas (Ma et al, 2023).

Assim, filmes com melhores propriedades sdo formados a partir da interacdo da
GEL/CMCl/sorbitol, obtendo filmes com excelente biocompatibilidade e melhores
condigdes para a adicdo de AA em sua estrutura, como por exemplo, a imobilizacéo de

enzimas.

3.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Enzimas, conhecidas como proteinas cataliticas, sdo amplamente utilizadas em
varios campos, como biotecnologia, alimentos e medicina, e também desempenham um
papel significativo em processos bioldgicos devido a sua especificidade e seletividade.
As enzimas tém a capacidade de catalisar reacdes, sob condi¢cdes muito brandas com um
alto grau de especificidade do substrato, diminuindo assim a formagéo de subprodutos
(Bat-Ozmatara, Unlu & Gevrek, 2023).

Na industria de alimentos, o0 uso de enzimas destaca-se no setor lacteo. O setor de
lacteos € um tradicional usuario de enzimas. Além da sua utilizacdo na coagulacdo do
leite para fabricagdo de queijo, a industria de lacteos também faz uso de enzimas como
lipases, proteases ndo-coagulantes, aminopeptidases, lisozima, lactase e lactoperoxidase.

Algumas destas aplicacfes sdo tradicionais, como por exemplo, a lipase para realgar o
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sabor, enquanto outras sao relativamente novas, como a hidrélise da lactose para acelerar
a maturacdo dos queijos, controlar a deterioracdo microbioldgica, e alterar a
funcionalidade das proteinas.

No entanto, a utilizacdo de enzimas em aplica¢bes industriais € limitada por
fatores como alto custo, curto prazo de validade, baixa estabilidade e suscetibilidade a
inativacdo por vérias configuraces/condicbes do processo, além da dificuldade em sua
remoc¢do do ambiente de reacdo. Para superar esses desafios, métodos de imobilizagcdo
sdo empregados para aumentar a estabilidade e durabilidade da enzima (Maghraby et al.,
2023). A ideia de imobilizacdo de enzimas foi introduzida por Nelson e Griffin em 1916
depois que eles notaram que a invertase pode hidrolisar a sacarose ap6s ser absorvida pelo
carvao (Kim, Grate & Wang, 2008). Desde entdo, as tecnologias de imobilizacdo se
desenvolveram progressivamente e 0s avancos biotecnoldgicos e nanotecnoldgicos
revitalizaram o interesse nas estratégias de imobilizacdo de enzimas.

As estratégias de imobilizagdo envolvem a fixacdo ou aprisionamento de enzimas
em materiais de suporte s6lido, com métodos reversiveis e irreversiveis que podem
melhorar as propriedades fisico-quimicas. A imobilizacao reversivel de enzimas envolve
adsorcéo fisica, ligacdo de afinidade e ligacdo i6nica. No entanto, a imobilizacédo
irreversivel de enzimas compreende aprisionamento em gel/fibra, encapsulamento,
reticulacdo e ligacdo covalente. Os métodos de imobilizacdo enziméatica mencionados

acima sdo mostrados na Figura 15.

Adsorcdo Ligacdo covalente

Aprisionamento

em gel/fibra
Ligagdo idnica \ ( ( #
+ Reversivel |Irreversivel \
i Encapsulamento

VA

Ligacdo por afinidade Reticulacdo

Agreagados enziméaticos  Reticulagdo em matrizes
reticulados de suporte

Figura 15. Métodos de imobilizacdo de enzimas. (Elaborado pelo autor, 2024)
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A imobilizacdo por adsorcdo € uma técnica simples e conveniente na qual a
imobilizacdo reversivel é obtida. Desta técnica deriva a adsor¢do fisica, adsorcéo de ions
e adsorcdo de afinidade, sendo a adsorcdo fisica mais usada. Os materiais geralmente
utilizados séo resinas de trocas idnicas, silica gel, carvéo ativado, alumina, vidro de poro
controlado e ceramica. E um método relativamente barato e de facil implementagéo,
porém, possui fraca forga de interacdo (ligacdes de hidrogénio, forgas de van der Waals,
interacOes eletrostaticas, interacdes hidrofdbicas) entre o transportador e a enzima. A
afinidade entre a enzima e o carreador € de vital importancia para uma adsor¢do bem
sucedida e a forca das ligacbes sdo suscetiveis a mudanca de pH, temperatura e forca
ibnica (Zhong et al., 2020).

A ligacdo ibnica € uma técnica simples na qual os materiais de suporte sdo
geralmente carregados, pois as proteinas devem ter cargas opostas para que se liguem. A
forca de ligacdo € mais forte comparada a adsorcao fisica e a ligacéo € revertida alterando
0 pH ou por meio da salinizagdo das enzimas (Maghraby et al., 2023). A imobilizacdo
por ligagdo de afinidade explora a especificidade da enzima para seu suporte sob
diferentes condicdes fisiologicas e a presenca de grupos especificos na enzima €
obrigatdrio. Dessa forma, a imobilizacdo é alcancada de maneira que a matriz € pre-
acoplada a um ligante de afinidade para a enzima alvo ou a enzima € conjugada a um
material que desenvolve a afinidade com a matriz (Christena & Rajaram, 2013).

A ligacdo covalente € um método bem estabelecido para a imobilizacdo de
enzimas. Neste método, ligacGes covalentes sdao formadas por meio de ligacGes fortes e
altamente estaveis de materiais de suporte (por exemplo, silica porosa, poliacrilamida,
agarose, vidro poroso, etc.) e aminoacidos da cadeia lateral das enzimas, como lisina,
cisteina ou residuos de acidos aspartico e glutamico (Wong, Thirlway & Micklefield,
2008). Alem disso, grupos funcionais de aminoacidos sdo favoraveis a formacdo de
ligacGes covalentes como 0s grupos amino, carboxilico, imidazol, indolil e hidroxila
fendlica. Esse tipo de ligacdo aumenta a estereoespecificidade das enzimas, aumentando
a sua estabilidade.

A imobilizagdo de reticulagdo é uma técnica na qual as enzimas sao
interconectadas através de ligagdo covalente, na presenca de agente de ligacdo, que é
usado como ponte entre duas moléculas de enzimas adjacentes. O glutaraldeido é o
reticulante mais comumente utilizado. Além disso, as enzimas podem ser reticuladas
entre si, sem carreador, como agregados enzimaticos reticulados por meio de ligac6es néo

covalentes. As ligacBes cruzadas dos agregados tornam as enzimas insoluveis,
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preservando suas estruturas organizadas e sua eficiéncia catalitica (Rafiee & Rezaee,
2021). Entretanto, os agentes de reticulacdo podem alterar a conformacao das enzimas e
levar a perda da atividade enzimatica. Portanto, a combinagdo com outros métodos de
imobilizacdo, como a adsor¢do, pode minimizar este problema.

As enzimas tendem a se agregar, diminuindo assim a atividade catalitica. A
técnica de imobilizagdo por encapsulamento envolve aprisionar véarias biomoléculas
dentro das paredes da membrana, embora se mantenham em posicéo de flutuagéo livre
em um espaco controlado, prevenindo sua agressdo e desnaturacdo. A membrana €
semipermeavel, o que permite o fluxo de nutrientes e substratos de fora e mantém a
enzima dentro. O tamanho dos poros é o ponto chave e deve ser decidido a partir do
tamanho do material do nicleo e torna esta técnica menos adaptavel para escala industrial
(Sharma et al., 2022).

O aprisionamento é um método de imobilizacdo na qual as enzimas ficam ocluidas
em um material de suporte, seja em uma estrutura de rede de fibras ou de membrana dos
polimeros, por meio de ligagdes covalentes ou ndo covalentes. VVarias matrizes podem ser
usadas para o aprisionamento como quitosana, alginato de calcio, colageno, derivados da
celulose, poliacrilamida, GEL, agar, borracha de silicone, alcool polivinilico, entre
outros. Neste método, as enzimas ficam retidas na rede enquanto substratos e produtos
podem passar, 0 que ird diminuir a lixiviacdo das enzimas, melhorar a estabilidade
mecanica e permitir a geracdo de reacdes enzimaticas. As conformacdes enzimaticas sao
mantidas, garantindo alta atividade catalitica e alta capacidade de carga das enzimas (Liu,
Chen & Shi, 2018).

Na industria de alimentos, o setor de lacteos é um tradicional usuério de enzimas.
Além da sua utilizacdo na coagulacdo do leite para fabricacdo de queijo, a industria de
lacteos também faz uso de enzimas como lipases, proteases ndo-coagulantes,
aminopeptidases, lisozima, lactase, e lactoperoxidase.

A imobilizagdo de enzimas vem sendo amplamente aplicada no setor alimenticio
devido a varios beneficios, incluindo sua alta termoestabilidade e resisténcia nas etapas
prolongadas de processamento de alimentos. Em produtos lacteos, f-Gal e lipase
imobilizadas tém sido utilizadas para a hidrolise da lactose, na obtencéo de produtos zero
lactose, para a hidrolise de triglicerideos e modificacdo da gordura do leite, por meio de
interesterificagdo, com diferente composicdo em triacilglicerois e, consequentemente,

com diferentes caracteristicas fisicas e nutricionais.
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3.3.1 Lactase (B-Galactosidase)

A enzima B-Gal é codificada pela Comissdo Enzimatica sob o nimero 3.2.1.23, é
uma proteina habitualmente chamada de lactase, produzida pela maioria dos seres vivos
e esta distribuida na natureza de acordo com suas multiplicidades de funcbes. E
encontrada basicamente em microorganismos, como bacteérias, leveduras, fungos e no
trato intestinal dos mamiferos. A B-Gal é classificada como uma hidrolase de acido
glicosil (GH35), se trata de uma enzima em que a &gua participa na quebra das ligagdes
covalentes do substrato (Dong & Zhong, 2019).

A B-Gal é responsavel pela hidrélise enzimatica da ligacao glicosidica B-1,4 do
terminal ou de uma extremidade ndo redutora de uma variedade de substratos, incluindo
polissacarideos, glicolipidios e glicoproteinas (Alghmdi et al., 2024). No setor de
laticinios, as B-Gals sdo amplamente utilizadas para hidrolise da lactose originando como
produto os monossacarideos glicose e galactose, os quais sdo transportados do intestino
delgado para corrente sanguinea (Thatikonda et al., 2024). Na Figura 16 € ilustrada a

reacao de hidrolise da lactose.

CH,OH
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Figura 16. Hidrélise enzimatica da lactose e formacao de galactose e glicose.
(Elaborado pelo autor, 2024)

A hidroélise da lactose em glicose e galactose pela f-Gal € um importante processo
na industria de alimentos para producéo de derivados de baixo teor de lactose e de alto
valor nutricional, benéficos para aqueles com intolerancia a lactose, que € causada por
baixos niveis intestinais de 3-Gal.

Outras aplicagdes da B-Gal incluem a produgéo de etanol e xarope doce a partir
da lactose do soro do leite e a prevencdo da cristalizacdo relacionada a lactose em
produtos congelados e leite condensado (Kalathinathan et al., 2023). Além disso, a

enzima catalisa 0 processo de transgalactosilacdo transferindo a molécula de galactose
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para um nucledfilo diferente contendo um grupo hidroxila. Este processo resulta na
producdo de oligossacarideos prebidticos industrialmente valiosos, como galacto-
oligossacarideos (GOS), lactulose, lacto-sacarose, oligossacarideos derivados de
lactulose e alquil galactosideos (Kareb & Aider, 2019).

GOS foram identificados como um possivel alimento funcional com potenciais
beneficios a salde humana como resultado de avangos recentes na glicotecnologia. O
GOS é inativo no sistema digestivo e promove o crescimento de duas espécies de
bactérias benéficas, como &cido latico e bifidobactérias, que melhoram a salde digestiva,
controlam acucares e lipidios no sangue e modificam marcadores imunologicos (Hu,
Aljumaah & Azcarate-Peril, 2024).

De acordo com a Resolugéo n° 205, de 17/11/ 2006 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) complementada pela resolucdo RDC n° 26, de
26/05/2009, a enzima lactase utilizada pela industria de alimentos deve ser de origem
microbiana, proveniente dos fungos: Kluyveromyces lactis, Aspergillus Niger,
Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
marxianus e Saccharomyces sp, geralmente reconhecidos como seguros (GRAS -
Generally Recognized as Safe).

A lactase produzida por fungos filamentosos (AspergillusNiger e Aspergillus
oryzae) possui pH 6timo na faixa acida de 2,5 a 4,5, enquanto a produzida por leveduras
(Kluyveromyces lactis, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp.) possui pH 6timo proximo a neutralidade
(6,5 e 7,5). Essa caracteristica € importante para os processos industriais, pois a escolha
da fonte da lactase deve estar de acordo com as necessidades impostas pela natureza do
substrato e do produto (Souza, Garcia-Rojas & Favaro-Trindade, 2018).

As enzimas B-Gals de Kluyveromyces lactis estdo entre as mais relatadas na
literatura, devido as inimeras aplicacfes que elas possibilitaram nas inddstrias ambiental,
alimenticia e biotecnoldgica. Na industria alimenticia, esta enzima é essencial na
fabricacdo de produtos lacteos sem lactose e alternativas mais saudaveis, fornecendo uma
variedade de opgdes de laticinios sem lactose, incluindo iogurte, sorvete, queijo e doce
de leite, pois hd um vasto e crescente nimero de pessoas que ndo conseguem digerir o
carboidrato. Aproximadamente 65% da populacdo mundial tem capacidade insuficiente
para quebrar a lactose apds a infancia devido a um declinio na produgdo de B-Gal

(Catanzaro, Sciuto & Marotta, 2021).

27



As aplicagdes industriais de B-Gal livre sdo limitadas por questdes relacionadas a
estabilidade operacional (na qual ocorre a degradacdo ou perda de B-Gal), separacéo de
reagentes e reutilizacdo, que constituem um fator de custo substancial no processamento.
Sendo assim, as tecnologias de imobilizacdo de enzimas é uma estratégia eficaz para
abordar as deficiéncias das aplicagdes de P-Gal livre, desenvolvendo enzimas
imobilizadas com alta estabilidade térmica e robusta tolerabilidade ao pH, alto
rendimento de imobilizacdo e baixa contaminagdo microbiana, vazamento de enzimas e
toxidade de reagentes existentes na catalise enzimatica tradicional (Duan et al., 2022).

B-Gal imobilizadas tém sido tradicionalmente usadas na hidrélise e na sintese de
prebiodticos GOS em todo o mundo. As inovagdes em imobilizagdes de f-Gal promovem
ainda mais suas aplicacdes tradicionais e atualmente estdo sendo usadas para hidrolisar
ligacbes glicosidicas em pro-farmacos para liberar farmacos ativos e sintetizar
oligossacarideos e glicosideos biologicamente importantes. Também estdo sendo usadas
em biossensores para deteccdo de lactose com alta especificidade e sensibilidade. Outra
vertente ¢ a combinagdo de B-Gal imobilizadas com outras enzimas ou células inteiras,
para produzir uma série de aditivos alimentares promissores e produtos industriais, como
tagatose e bioetanol, de forma econdmica e ecologicamente correta usando matérias-
primas baratas (Lu et al., 2020; Duan et al., 2022).

Além disso, as f-Gals imobilizadas sdo aplicadas na degradacdo da lactose nos
residuos de laticinios, uma vez que a descarga de lactose ndo degradada aumenta as
demandas bioquimicas e quimicas de oxigénio dos corpos d’agua (Shafi, Ahmed &
Husain, 2021).

A hidrolise da lactose € um processo promissor para a industria de alimentos,
porque possibilita o desenvolvimento de novos produtos sem lactose em suas
composicdes. Essa operacao oferece certas vantagens tecnoldgicas, na medida em que

diminui os riscos de cristalizacdo nos derivados lacteos e aumenta o poder adocante.

3.3.2 Lipase

As lipases possuem uma posi¢do privilegiada entre as enzimas com interesse
industrial. As hidrolases (EC 3, de acordo com o numero da Comissao Enzimatica) séo
as enzimas mais usadas em biotransformacdes, devido a sua ampla especificidade de
substrato, acessibilidade comercial, auséncia de qualquer dependéncia de cofator e
capacidade de trabalhar em altas concentragdes de substrato, ndo apenas em seu ambiente

natural (solucdo aquosa), mas tambem em solventes orgénicos. Entre elas, as lipases (EC
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3.1.1.3, triacilglicerol acil-hidrolase) séo o grupo mais proeminente (Rodrigues et al.,
2019).

As aplicagdes industriais de lipases sdo altamente diversificadas, variando de
biodiesel e producao de aromas, cosméticos e produtos de cuidados pessoais, tratamento
de aguas residuais, aditivos em detergentes para roupas, industria de papel e celulose
(remocdo de piche), indastria téxtil, resolucdo cinética de misturas racémicas, kit de
diagnostico e auxilio digestivo, atuando na hidroélise de triacilglicerois formando acidos
graxos livres e glicerol em meio aquoso ou na reacdo inversa em meio organico (Costa-

Silva et al., 2022), como representado na Figura 17.
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Figura 17. Hidrolise enzimatica de triglicerideos e formacéo de acido graxo e glicerol.
(Elaborado pelo autor, 2024)

Estes biocatalisadores sdo comumente encontrados na natureza, podendo ser
obtidos a partir de fontes animais, vegetais ou microbiana. As lipases provenientes de
microrganismos séo as mais utilizadas industrialmente, por apresentarem procedimentos
mais simples de isolamento e serem mais estaveis e terem propriedades bem mais
diversificadas que as de outras fontes (Danthine & Blecker, 2014).

Essas enzimas sdo interfaciais, ou seja, atuam na interface entre o substrato
insoltvel e a 4gua e o seu peculiar mecanismo catalitico sofrem um fenémeno chamado
ativacdo interfacial. Este fendbmeno envolve o deslocamento de uma cadeia polipeptidica

hidrofobica, chamada de “tampa”, sobre o sitio ativo, que na forma fechada da enzima
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isola o centro ativo. Esta cadeia polipeptidica apresenta varios residuos de aminoacidos
hidrofébicos na sua face interna, que interagem com as regides hidrofdébicas ao redor do
sitio ativo. Quando a tampa se move e se estabiliza por interacdes idnicas ou ligacdes de
hidrogénio com uma parte especifica da superficie da enzima, um grande bolso
hidrofébico e o centro ativo é exposto ao meio, permitindo o contato direto do sitio ativo
ao substrato pouco soltvel em agua. A atividade das lipases tende a aumentar quando o
substrato comeca a formar gotas insolGveis (Arana-Pefia et al., 2021). O mecanismo

descrito esta ilustrado na Figura 18.
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Figura 18. Ativacdo interfacial da lipase. (Elaborado pelo autor, 2024)

Em relacdo a regioespecificidade, as lipases podem ser classificadas em sn-1,3-
especificas, sn-2-especificas ou ndo especificas. Essa classificacdo é baseada na
capacidade da enzima de hidrolisar &cidos graxos em posicGes especificas da cadeia de
glicerol na estrutura do triglicerideo (Remonatto et al., 2022).

Um procedimento comumente usado para melhorar as propriedades da enzima é
0 processo de imobilizacdo. No caso das lipases, 0 processo de imobilizacdo demonstrou
ser uma excelente ferramenta para modificar o comportamento catalitico (atividade,
seletividade, especificidade, estabilidade e inibi¢cdo por produtos de reacdo) da enzima
devido ao seu peculiar mecanismo catalitico (ativacdo interfacial) (Aggarwal,
Chakravarty & lkram, 2021).

Um sistema de imobilizacdo adequada deve proporcionar uma imobilizagédo
suficientemente forte para evitar a liberagdo da enzima que pode contaminar o produto e

resultar em perda de enzima e atividade catalitica. Deste modo, para uma escolha do
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método de imobilizacdo deve-se levar em consideracdo a selecdo do suporte, o
rendimento de imobilizacdo e analise superficial dos biocatalisadores imobilizados.
Lipases pertencem a um grupo de enzimas interessantes ndo apenas pela capacidade de
atuarem sobre substratos insolGveis em agua, mas também pela capacidade de catalisar
diferentes reacdes, tais como hidrolise, esterificacdo e interesterificacdo (alcodlise,
acidolise e transesterificagdo).

A interesterificacdo em especial tem sido 0 método mais usado para obtencdo de
o0leos e gorduras com funcGes desejaveis para a manufatura de produtos especificos (Paula
et al., 2018). Essa reacdo promove a redistribuicdo e a troca de acidos graxos dentro e
entre as moléculas de triacilglicerol dos 6leos e gorduras. O resultado € uma mudanca nas
propriedades fisico-quimicas da matéria-prima empregada, como comportamento de
fusdo e cristalizacdo, viscosidade e funcionalidade (Kadhum & Shamma, 2017).
Buscando obter um produto que alie os atributos organolépticos e de composicdo da
gordura do leite, com melhores propriedades fisicas e nutricionais, a interesterificacdo
enzimatica vem sendo utilizada na inddstria de lacteos.

De forma geral, as lipases sdo responsaveis por caracteristicas desejaveis ou nao,
em alguns produtos alimenticios desde que, empregadas em condic¢Bes controladas; caso
contrério, elas atuam sobre os lipideos hidrolisando-0s quase que totalmente resultando
no aparecimento de sabores indesejaveis como em processos de rancificacdo de carnes,
peixes, derivados do leite e de outros produtos ricos em lipideos. O processo de
imobilizacdo de lipases permite um maior controle do processo de hidrolise, além de, em
alguns casos, maior atividade enzimatica devido a enzima ser imobilizada em sua forma

ativa, garantindo maior efetividade nas ligagcdes com o substrato.
3.4 PRODUTOS LACTEOS

Os laticinios sdo amplamente reconhecidos como um componente essencial de
uma dieta saudavel devido ao seu alto valor nutricional e varios beneficios a salde,
incluindo efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e de reforgo imunoldgico. Leite e
laticinios eram uma fonte importante de nutricdo diéria, eles foram considerados
imperativos para a salde humana e faziam parte das recomendagdes nutricionais oficiais
em muitos paises (Dong et al., 2023).

Embora minerais, vitaminas e biomoléculas especificas, como ferro e folato,
possam ser relativamente escassos neste leite, o leite bovino ainda é uma substancia

nutritiva que contém elementos essenciais. As proteinas nos laticinios incluem
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principalmente caseina, proteina de soro de leite e uma pequena quantidade de proteinas
de membrana de glébulos de gordura. A proteina € a principal fonte de nutricdo em
produtos lacteos (Borkent et al., 2019). A proteina no leite desempenha um papel
fundamental na digestdo intestinal e na sintese de gordura (Kashyap et al., 2021; Wang
et al., 2019) e tem uma série de funcdes bioldgicas. Portanto, cada vez mais atengdo tem
sido prestada as diferencas de proteinas no leite de diferentes espécies.

No entanto, a popularidade deste leite diminuiu desde 2012, atribuida a desafios
na digestdo e absorcdo geral (Silva, Silva & Ribeiro 2020). As principais preocupacfes
abrangem questdes como intolerancia a lactose, alergias a proteina do leite de vaca, niveis
elevados de gordura saturada e agucar, conteldo hormonal e 0 uso de antibiéticos em
bovinos (Reyes-Jurado et al., 2023).

As exigéncias do consumidor por produtos mais saudaveis, associadas as novas
descobertas cientificas sobre os efeitos na saude humana de diversos alimentos,
tradicionais ou desenvolvidos mais recentemente pela inddstria, tm motivado a busca
por processos adequados a producdo de alimentos com caracteristicas especificas. Entre
eles, os 6leos e gorduras modificados tém recebido especial atencdo, gracas a importancia
do consumo adequado na dieta, visando a promoc¢éao e manutencdo da saude.

A gordura do leite € uma mistura de mais de 100.000 tipos de triacilglicerois nos
quais estdo distribuidos diferentes acidos graxos, sendo provavelmente a mais complexa
de todas as gorduras naturais e 0 macronutriente mais variavel no leite. Essa composicédo
tdo variada € responsavel por propriedades organolépticas, fisicas e nutricionais
exclusivas. Normalmente, a gordura representa 3% — 5% do leite cru, composta
principalmente de triglicerideos (95% — 98%), mono- e diacilglicerois (< 2%) e
fosfolipidios (< 1%) (Bourlieu et al., 2009). Em produtos lacteos processados, a gordura
original do leite cru é concentrada ou removida, levando a diferentes teores de gordura
em produtos lacteos: 4 — 10% em iogurte, 6% — 16% em sorvete e 25 — 35% em queijo
(Santos & Lannes, 2022). O perfil de acidos graxos da gordura do leite deriva da dieta do
animal, biohidrogenacdo ruminal e lipogénese maméria. Outros fatores como raga,
paridade, estagio de lactacdo e préaticas de alimentacdo, também s&o conhecidos por
influenciar o perfil de acidos graxos do leite bovino (Wilms et al., 2022).

Geralmente, a gordura serve como enchimento estrutural e transportadora de
acidos graxos essenciais e vitaminas lipossoliveis em produtos lacteos para seres
humanos. Notavelmente, a gordura é a principal fonte de sabor atraente em produtos

lacteos, afetando sua qualidade sensorial (Zhao et al., 2023). No entanto, embora ainda
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controverso, a ingestdo excessiva de gordura do leite leva a obesidade, sindrome
metabdlica, diabetes tipo Il e riscos cardiovasculares como pressdo alta, alto nivel de
acucar no sangue e colesterol alto no sangue, devido a presenca de alto teor de &cidos
graxos saturados e colesterol em sua composi¢do (Mayor, 2018). Os consumidores estéo,
portanto, cada vez mais interessados no consumo de alimentos com baixo teor de gordura,
como parte de um estilo de vida saudavel.

A lactose é o principal acucar naturalmente presente no leite e tem grande
importancia nutricional como fonte de energia e melhora da absorcéo de vitaminas, calcio
e magnésio. Reducéo do indice glicémico e do risco cariogénico e uso como prebiotico,
sdo outros beneficios potenciais. Como uma importante fonte de energia, a lactose é
hidrolisada no trato intestinal pela lactase (B-Gal). No entanto, a lactose ndo é bem
absorvida pela maioria da populacdo mundial, devido a baixa producéo da enzima lactase
no intestino delgado e como consequéncia problemas como dor de estdmago, inchaco,
flatuléncia, nausea e diarreia causados pela intolerdncia a lactose (Lomer, Parkes &
Sanderson, 2008). A hidrélise da lactose do leite na industria de laticinios é uma
alternativa para pessoas com tal intolerancia. No entanto, os niveis de hidrdlise da lactose
devem estar em conformidade com os requisitos legais (Ribeiro et al., 2023).

O mercado de produtos lacteos com baixo teor de lactose estd se expandindo e
deve atingir US$ 24,36 bilhGes até 2031. Na Unido Europeia, produtos lacteos com baixo
teor de lactose/sem lactose sdo reconhecidos como alimentos funcionais (Sem et al.,
2024). A hidrdlise da lactose € um método promissor em operacdes biotecnoldgicas para
obtencdo de produtos lacteos com baixo teor de lactose ou sem lactose, como iogurte,
leite UHT e bebidas lacteas, sorvete, kefir e queijo, apresentando uma forte presenca no
mercado devido ao crescente interesse em consumidores intolerantes a lactose (Li et al.,
2023).

O uso da enzima lactase em sua forma livre € dificultada pois ela é vulneravel a
desnaturacdo, além da falta de estabilidade operacional a longo prazo, dificuldade de
recuperacdo e sensibilidade a mudancas nas condi¢des ambientais. Para superar essas
desvantagens, métodos de imobilizacéo de enzimas sdo utilizados pela industria lactea. A
imobilizacdo resulta em um armazenamento aprimorado, estabilidade operacional, maior

resisténcia a desnaturagdo e aumento na produtividade (Inanan, 2022).

3.4.1 Transgalactosilacéo
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Galacto-oligossacarideos (GOS), uma classe de oligdbmeros de carboidratos de
cadeia curta (3—10 moléculas) ndo digeriveis de galactose e glicose, € um importante
acucar do leite e esta associado a produtos lacteos. Eles demonstram fornecer beneficios
a saude e melhorar a qualidade de muitos alimentos que sdo produzidos principalmente a
partir de lactose, além de exibirem propriedades prebioticas. Embora a concentracdo de
GOS no leite seja baixa, pode ser produzido por transgalactosilagdo enzimatica de lactose
usando B-Gal (Ponnusamy & Sankaranarayanan, 2023).

A formacéo de GOS por transgalactosilacdo de lactose € particularmente relevante
como uma plataforma tecnoldgica solida para atualizacdo de subprodutos contendo
lactose da indUstria lactea. A reacdo € controlada cineticamente, na qual as reacGes de
hidrélise da lactose e transgalactosilagdo ocorrem simultaneamente, como apresentado na

Figura 19.
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Figura 19. Esquema simplificado da reacdo simultanea de hidrolise da lactose e
transgalactosilacdo. (Elaborado pelo autor, 2024)

Na presenca de lactose, a atividade hidrolitica compete com a atividade de
transgalactosilacdo, que prevalece no inicio da reacdo quando a concentracdo de lactose
é alta. Conforme a reacdo prossegue, a atividade hidrolitica se torna predominante,
levando a formacdo de glicose e galactose. O mecanismo de sintese de GOS procede em
duas etapas consecutivas: a formacdo do complexo galactosil-enzima, com liberagéo
simultanea de glicose, seguida pela transferéncia da fragdo galactose do completo para

um aceptor de galactose contendo um grupo hidroxila, sendo ele dgua (ocorrendo a
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hidrolise e liberando galactose) ou outro carboidrato levando a derivados galactosilados
(Guerrero et al, 2015).

A nivel industrial, apenas s&o utilizadas galactosidases microbianas, sendo
maioritariamente provenientes de leveduras (Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces
fragilis) ou bolores (Aspergillus niger e Aspergillus oryzae), tendo este Gltimo a vantagem
do baixo preco, elevada estabilidade térmica e alta atividade especifica de
transgalactosilacdo (Vera et al., 2016).

3.4.2 Transformagdes na gordura do leite

O leite das principais racas bovinas contém 3,5% a 5% de gordura, que é composta
por mais de 400 &cidos graxos diferentes, principalmente presentes como triacilglicerois
(TAGsS), tradicionalmente chamados de triglicerideos. As fragdes de gordura do leite sdo
amplamente utilizadas em uma variedade de produtos alimenticios, devido as muitas
propriedades fisicas, quimicas e nutricionais favoraveis da gordura do leite (Feng et al.,
2024).

Na maioria dos paises industrializados, o consumo de produtos lacteos esta em
declinio devido a uma imagem nutricional negativa da gordura do leite, relacionada a
concepcao de que a ingestdo de gordura do leite esta associada a um risco aumentado de
desenvolver doenca cardiaca corondria ou sindrome metabdlica, associado
principalmente a certos acidos graxos saturados de cadeia media e longa, notavelmente
o0s acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), que sdo considerados
como tendo acédo aterogénica, por meio do aumento dos niveis de colesterol plasmatico e
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Miettinen et al., 2013). Esses acidos graxos
compreendem cerca de 40% da gordura total do leite.

Outros acidos graxos de cadeia longa na gordura do leite, como acido estearico
(C18:0) e &cidos de cadeia curta (C4:0 e C10:0) sdo considerados como tendo efeitos
neutros, enquanto os &cidos linoleico (C18:1) ou linolénico (C18:2) podem reduzir o nivel
de colesterol. No entanto, alguns componentes menores da gordura do leite,
especialmente acido linoleico conjugado (CLA), esfingomielina, &cido butirico, e ésteres
de lipidios podem ter efeitos benéficos a salde (Kontkanen et al., 2011).

A fragdo lipidica no leite € muito heterogénea. A classe lipidica mais abundante
no leite é o triacilglicerol (TAG), que é composto de trés acidos graxos esterificados em
uma estrutura de glicerol, Figura 20, constituindo aproximadamente 95% de todos os

lipidios. Cada &cido graxo pode ocupar uma das trés posi¢des, que sdo referidas usando
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um sistema de numeracao estereoespecifico (sn), com as duas posicdes extremas referidas
como &cidos graxos sn-1 e sn-3 e a posi¢do central como acido graxo sn-2. Existem varios
determinantes das propriedades fisicas e bioquimicas de uma molécula de TAG,
incluindo a posi¢édo de seus acidos graxos, seu grau de saturacdo (numero de ligacdes

duplas) e sua configuracéo (cis ou trans).

I
H5C 0O C R1 Posicio sn-1
9]
R, !:“, 0 CHI 5 Posicdo sn-2
HQ(L 9] rli R, Posicio sn-3

Acidos graxos (R1, R2 e R3) variam em seu comprimento e grau de insaturagdo em cada uma das trés
posicdes estereoespecificas (sn-1, sn-2 e sn-3). A &rea sombreada representa a molécula de glicerol.

Figura 20. Estrutura geral de uma molécula de triacilglicerol (TAG).
(Elaborado pelo autor, 2024)

Recursos tecnoldgicos associados a métodos enzimaticos ou fisico-quimicos para
modificar a composigéo da gordura do leite vem sendo utilizados. Lipases sdo esterases
que catalisam a hidrolise da ligagdo éster de triacilglicerois. A gordura do leite é
hidrolisada por lipase para a producdo de mono e diacilglicerois que sdo usados como
agentes emulsificantes e concentrados de sabor lacteo. Dessa forma, podem ser obtidos
produtos de gordura do leite mais saudaveis usando lipases para remogdo seletiva de
acidos graxos saturados de cadeia média e longa dos TGAs (Kontkanen et al., 2011).

A interesterificacdo enzimatica usa enzimas lipase de origem microbiana e
fornece uma redistribuicdo aleatoria ou especifica de acidos graxos, dependendo da
especificidade das lipases usadas (Mensink 2016).

As lipases usadas para interesterificacdo enzimatica podem ser regeoespecificas,
estereoespecificas ou especificas de acidos graxos. As lipases regeoespecificas, como as
lipases derivadas de Aspergillus niger e Rhizopus arrhizus, s@o regeo-seletivas sn 1,3,
portanto, elas reagem apenas com as ligac6es éster dos acidos graxos localizados em sn-
1 e sn-3 do TAG, no entanto, ndo com a posi¢do sn-2 devido ao impedimento esterico.

As lipases estereoespecificas possuem a capacidade de hidrolisar as ligagdes localizadas
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em sn-1 e sn-3 em taxas diferentes. As lipases especificas de acidos graxos sdo especificas
para uma classe particular de &acidos graxos, independentemente de sua posicdo
(Sivakanthan & Madhujith, 2020).

O termo interesterificacdo se refere a um processo quimico ou enzimatico que
reorganiza os acidos graxos na estrutura de glicerol de uma molécula TAG, de uma
maneira aleatdria ou especifica, que resulta em propriedades fisico-quimicas desejadas,
ou aumentando ou incorporando acidos graxos essenciais, como acidos graxos poli-
insaturados ou acidos graxos de cadeia curta e média para produzir lipidios modificados
com valor nutritivo aprimorado usando lipase especifica para acidos graxos (Kadhum &
Shamma, 2017).

Neste estudo, as enzimas [B-Gal e Lipase foram imobilizadas em suporte
hidrofilico, biodegradavel, usando como base os polimeros GEL e CMC para obtencao
dos filmes ativos a serem utilizados como componente de embalagem de produtos lacteos.
O objetivo principal da embalagem ativa desenvolvida é a hidrolise de lactose e
triglicerideos oriundos do leite bovino e concomitante as reacGes de transgalactosilagao
e interesterificacdo, obtendo produtos com baixo ou zero teor de lactose e formacéo de
galacto-oligossacarideos, reducédo do teor de gordura e modificagdes nos acidos graxos

liberados, resultando em produtos com melhores propriedades nutracéuticas e funcionais
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4. MATERIAL E METODOS

Os métodos utilizados para o preparo e caracterizacdo dos filmes poliméricos
foram executados de acordo com o fluxograma ilustrado na Figura 21.

PRODUGAO DOS FILMES
- 3
'LIPASE
. s /" LACTASE e gty
Solugao filmogénica Fisan s =
A (OGEL:100CMC) \ . I
B (25GEL:75CMC) ¥ - > U /
C (50GEL:50CMC) Evaporacao do solvente —
D (75GEL:25CMC) 42°C/24h
E (100GEL:0CMC) Filmes GEL:CMC
. J
. o R
CARACTERIZACAO |
» MEV i * DRX o ATIVIDADE ENZIMATICA ]
* TRANSMISSAO DE LUZ * TG/DTG » HIDROLISE DA LACTOSE
» TRANSPARENCIA * DSC + HIDROLISE DE TRIGLICERIDEOS
» UMIDADE * FTIR-ATR
« SOLUBILIDADE » ESPESSURA
* PVA )
' o3 - w
TESTE EM PRODUTO LACTEO
F 2
* AVALIAGAO DA HIDROLISE POR FTIR-ATR
. J

Figura 21. Fluxograma das metodologias utilizadas para preparo e caracterizacao das
amostras.

4.1 MATERIAL

Gelatina alimenticia comercial de origem bovina, tipo B;
Carboximetilcelulose (CpKelco — Cekol 150);

Sorbitol (Ex6do);

[-galactosidase - Kluyveromices lactis (Docina Nutricdo, Juiz de Fora, MG);
Lipase EC 3.2.1.1.3 Aspergillus niger 50,000 FIP/g (Fine Pharma — China);
Acido 3,5-dinitrosalicilico (Exddo);

Tartarato duplo de sodio e potassio (Ex6do) ;

Glicose (Ex6do);

Lactose (Ex6do);;

Creme de leite integral e zero lactose (Piracanjuba, Laticinio Bela Vista S.A., Bela Vista
de Goias, GO, Brasil).
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4.2 METODOS

4.2.1 Preparacéo dos filmes

As solucdes filmogénicas foram preparadas de acordo com o método descrito por
Harizah, Isa e Sarbon (2016), com algumas modificacdes. Inicialmente preparou-se as
solugdes filmogénicas de GEL e CMC separadamente.

A solugdo de GEL foi preparada dissolvendo GEL em p0 (8% m/vsoiucao) €M agua
destilada a temperatura ambiente, mantendo em repouso por 20 min para hidratacdo do
polimero, em seguida o sistema foi aquecido a 45°C por 20 min sob agitacdo lenta e
continua para gelatinizacdo do polimero e adigdo do agente plastificante sorbitol (20%
m/Mselido), até total solubilizacao.

A solugédo de CMC foi preparada dissolvendo o polimero em p6 (3% m/Vsolucio)
juntamente com o sorbitol (20% m/mseiido) €m &gua destilada a temperatura ambiente e
mantendo sob agitacdo continua de 700 rpm, por 1 h (tempo necessério para completa
solubilizacdo do polimero em agua). As solucdes filmogénicas de GEL e CMC estdo

apresentadas na Figura 22.

Figura 22. Solucéo filmogénica de GEL e CMC.

Os filmes foram preparados pelo método casting, seguindo a composicao descrita
na Tabela 1. A solucdo filmogénica foi espalhada em placas de Petri (® = 15 cm) e
mantidas em estufa com circulacdo de ar a 42°C por 24 h, para evaporacdo do solvente.
A massa de solucdo depositada nas placas de Petri foi determinada por testes prévios e

variou de acordo com a composicdo dos filmes para que houvesse homogeneidade na
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espessura dos filmes formados. Os filmes sem adicdo de enzimas foram estabelecidos
como os filmes controles e os filmes com adicdo de enzimas como filmes ativos. As

solugdes filmogénicas das blendas estdo apresentadas na Figura 23.

Figura 23. Solugéo filmogénicas das blendas GEL:CMC. Legenda: B(25GEL:75CMC),
C (50GEL:50CMC) E D (75GEL:25CMC).

Tabela 1
Composicéo da solugéo de formacdo de filme com GEL e CMC.

Composicao da solucdo de formacao de filme

Formulacéo GEL (% m/v) CMC (% m/v) Massa (g)
A (0GEL:100CMC) - 100 36
B (25GEL:75CMC) 25 75 34
C (50GEL:50CMC) 50 50 32
D (75GEL:25CMC) 75 25 30
E (100GEL:0CMC) 100 - 28

Para os filmes ativos adicionou-se enzima B-Gal (3% m/Vsolucio) € lipase (2%
M/Vsolucio) @S Solugdes filmogénicas, previamente preparadas, que foram homogeneizadas
e depositadas nas placas de Petri com mesma composicdo dos filmes controle (sem
enzima) descritas acima e submetidos as mesmas condi¢des de secagem. Os calculos para
as concentracdes de enzimas foram feitos previamente de acordo com as informagdes dos
fornecedores e testes de bancada. A abreviacdo LL foi utilizada neste trabalho para indicar
a presenca das enzimas (lipase e lactase) nos filmes GEL:CMC.

A enzima B-Gal utilizada, a Lactase Docina (Kluyveromices lactis), € uma solugédo
liquida de cor clara, tendendo ao marrom, que apresenta em sua composi¢do glicerina
(45-55%), agua (35-45%), lactase (5-10%) e cloreto de magnésio (4,5-5,5%), € um
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preparo utilizado para fabricacdo de produtos lacteos com baixo teor de lactose (leite
fluido, leite aromatizado e leite condensado), produtos lacteos cultivados (iogurte,
bebidas com iogurtes e queijos), sorvetes e soro de leite. Sua inativacdo é obtida a 75°C
em 15 segundos. Foram realizados testes prévios com outras solugdes enzimaticas e esta
foi a que apresentou os melhores resultados de hidroélise e de estabilidade na imobilizacao.
A lipase utilizada foi a LIPASE 50.000 FIP/g EC 3.2.1.1.3, obtida de Aspergillus niger,
liofilizada, apresentando-se como um po fino e branco, do fabricante Fine Pharma.
Apds a secagem, os filmes foram mantidos em repouso a temperatura ambiente

(25 °C £ 2), em bancada, por 24 horas para posterior remocéo das placas, como ilustrado

na Figura 24.
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Figura 24. llustracdo do método casting para producao dos filmes.
(Elaborado pelo autor, 2024)

4.2.2 Medidas de espessura dos filmes

A espessura dos filmes foi medida com o auxilio de um micrémetro digital

(Digimatic Micrometer 406-350, Mitutoyo Corp., Japan) com precisdo 0,001 mm. Para
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cada formulacéo, foram feitas 5 medidas em 10 corpos de prova com dimensdo de 20 X

90 mm, com 3 repeticdes e foi calculada a média dos valores coletados.

4.2.3 Solubilidade

A solubilidade dos filmes em agua foi realizada de acordo com o método abordado
por Onyeaka et al. (2023), com algumas modifica¢cdes. Amostras do filme com 2,5 cm de
diametro foram cortadas e submetidas a secagem em estufa com circulacéo de ar, a 80°C
durante 24 h. Apos este periodo, os filmes foram recuperados e pesados para determinar
a sua massa seca inicial (Mi = 0,0001 g). Posteriormente, as amostras foram imersas em
30 mL de &gua destilada e o sistema foi mantido em agitacdo, durante 24 h a temperatura
ambiente (25 £ 3 °C) e a 40 £ 3 °C. A agua foi entdo escoada e a fracdo nao solubilizada
do filme foi seca em estufa de circulacdo de ar forcado (80 °C, 24 h) e pesada (Mf +
0,0001 g). As anélises foram realizadas em triplicata, para cada repeticéo e para todas as
formulacGes. A solubilidade do filme (SF%) foi calculada de acordo com a Equacéo 1:

SF (%) = *—* 100 (Equacéo 1)

No qual,
Mi é a massa inicial do filme seco (g);
Mf é a massa final do filme seco (g).

4.2.4 Determinagéo do teor de umidade

Um método padrdo de secagem em estufa foi usado para determinar o teor de
umidade como descrito por Akhtar et al. (2023), com algumas modificacdes.
Aproximadamente 2 cm de diametro de filme cortado foi pesado (Mi £ 0,0001 g) e seco
em estufa a 80 °C por 24 h e ap0s a secagem foi feita a medida da massa seca (Mf +
0,0001 g). As analises foram realizadas em triplicata, para cada repeticéo e para todos as
formulagGes. O teor de umidade (%) foi calculado como a porcentagem da perda de massa

seca de acordo com a Equagéo 2:

Mi—M

Teor de umidade (%) = l_ . 100 (Equacéo 2)
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No qual,
Mi é a massa inicial do filme(g);

Mf é a massa final do filme seco (g).

4.2.5 Permeabilidade do vapor de agua (PVA)

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) dos filmes foi determinada
por meio do método dessecante, segundo a metodologia ASTM E 96-00 (ASTM, 2000),
com algumas modificagdes conforme descrito por Zafar et al. (2022). Potes de vidro
contendo 15 g de silica gel foram hermeticamente vedados com os filmes e rosqueados
com a tampa contendo um furo circular de 4 cm de didmetro. Os potes foram
condicionados em camara dessecadora (temperatura média de 26,5 = 0,7 °C e umidade
relativa média de 75 * 3%), contendo solucdo saturada de cloreto de sodio em seu interior,
e mantidos sob esta condicao por 48 h. Apds este periodo, para determinar a quantidade
de vapor de agua permeado pelo filme, foi utilizada balanca de precisdo analitica para
pesagens periodicas dos potes a cada 30 min, durante 7 h. O experimento foi realizado
em triplicata, para cada repeticdo e para todas as formulagdes.

O ganho de massa, associado a umidade permeada pelo filme, em funcédo do tempo
foi representado graficamente e os pontos correspondentes ao trecho linear foram usados

para calculo da TPVA como mostra a Equacao 3:

TPVA (g/h.m?) = t*iA (Equacéo 3)
No qual,
G/t € o coeficiente angular do trecho linear da reta ganho de massa x tempo (g/h), obtido

pela regressdo de minimos quadrados;

A é a area exposta do filme (m?), correspondendo ao orificio das células de teste.

A PVA foi calculada conforme mostra a Equagao 4:

TPV A*x
AP

PVA (g.mm/ h.m2, kPa) = (Equacéo 4)
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No qual,

TPVA ¢ a taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua obtido (g/h.m?);

AP ¢ a diferenga de pressao de vapor considerando a umidade relativa do ambiente 75%
e da silica 0%, obtendo um valor de 1,7535 kPa;

X € a espessura do filme (mm).

4.2.6 Transmissdo de luz e transparéncia

As propriedades da barreira de luz ultravioleta (UV) e visivel (Vis) foram medidas
usando um espectrofotdmetro UV-Vis 1800 — Shimadzu (GPEEM-UFBA) de acordo com
o0 descrito por Onyeaka et al. (2023), com algumas modificacGes. Tiras de filme de 1 x 4
cm foram cortadas e colocadas diretamente em uma célula de teste para filmes. Foi
medido a transmitancia em uma faixa de comprimento de onda selecionada (200-800 nm)
e um teste de célula vazia foi usado como referéncia. As analises foram realizadas em
triplicata, para cada repeticdo e para todas as formulagdes. A transparéncia do filme foi

calculada de acordo com a Equacao 5:

—1og Teoo

Transparéncia = (Equacéo 5)

No qual,
T é a transmissédo (%) a 600 nm;

X é a espessura do filme (mm).

4.2.7 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A microestrutura dos filmes formados foi estudada na superficie e se¢do transversal
usando um microscopio eletrbnico de varredura (JSM-6610lv Jeol, Tokyo, Japan)
operando a uma tensdo de aceleracdo de 10,0 kV sob condicao de alto vicuo. As amostras
foram fixadas no suporte por uma fita de aluminio e depois revestidas com uma fina
camada de ouro. A andlise foi realizadas no Laboratorio Multiusuario de Microscopia
Eletrdnica (LAMUME), Instituto de Fisica, Universidade Federal da Bahia.

Durante o teste foi aumentada a corrente de 10 kV para 15 kV e foi observado que

a carga mais alta provocava danos a estrutura do filme, causando perfuracdes na
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superficie. Sendo assim, as micrografias foram capturadas na carga de 10 kV para garantir

a seguranca da amostra e a confianga das imagens.

4.2.8 Termogravimetria (TG)

As analises termogravimétricas dos polimeros, das enzimas -Gal e lipase e dos
filmes ativos foram realizadas em analisador termogravimétrico (TG, Pyris 1,
Massachusetts, EUA). Amostras de 5,0 mg foram acondicionadas em cépsula de platina
e analisadas sob atmosfera de gés nitrogénio, com fluxo de 20 mL.min™ , a uma taxa de
aquecimento de 10°C.min, entre 25 e 700°C. A analise foi realizada em triplicata para
cada formulacdo.

4.2.9 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A estabilidade térmica dos materiais foi avaliada através de um calorimetro
exploratério diferencial (DSC-60 Plus, Shimadzu / Central Analitica PPEQ-UFBA).
Aproximadamente 5 mg (£ 0,001 mg) de filme foi cortado em pedacos pequenos e selado
em panelas de aluminio. Cada amostra foi aquecida a uma taxa de 10°C.min de 30 a
200°C. Uma panelinha de aluminio vazia foi usada como referéncia. A temperatura de
transicao vitrea (Tg) e a temperatura de fusdo (Tm) foram obtidas a partir das curvas de
DSC.

4.2.10 Analise de difracdo de raios-X (DRX)

Os padrdes de difracdo de raios-X para cada formulacédo de filme foram analisados
por difratbmetro de raios-X BRUKER AXS, modelo D2 PHASER do Laboratério de
Tecnologia Mineral - Raios X do Instituto de Geociéncias da Universidade Federal da
Bahia (UFBA), com radiacdo Cu k-o. (A= 1,54 A) a 30 kV e 15 mA. Amostras de filme
(2 cm?) foram colocados no suporte da amostra e fixados por fita adesiva. Cada amostra
foi digitalizada entre 20= 3-60° a uma taxa de digitalizacio de 2°.min™.

O indice de Cristalinidade Relativa (IC) dos filmes e da GEL foi
guantitativamente estimado de acordo com o método de areas proposto por Hermans &
Weidinger (1948) e modificado por Rabek (1980), Figura 25. O indice de Cristalinidade

(em porcentagem) é definido como a razdo entre a area da regido cristalina (Ac) e a area
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total coberta pela curva (Ac + Aa), composta pela area da regido cristalina (Ac) e a area

da regido amorfa (Aa), a partir da Equagao 6.

IC (%) = 100 (Equagdo 6)

Ac
—_— %
(Ac+Aa)

1400

Gelatina

1200

1000

800

600

Intensidade (u.a.)

400

200

Angulo de difragdo (20)

Figura 25. Difratograma de Raios-X da GEL, explicativo do método de determinagdo
de Indice de Cristalinidade Relativa pelo célculo de areas. (Elaborado pelo autor, 2024)

Para materiais fibrosos e derivados celuldsicos, o indice de cristalinidade relativo
é quantificado de acordo com a relacdo das intensidades do pico cristalino e amorfo,
conforme a metodologia proposta por Segal et al. (1959), como mostra a Equacéo 7 e
Figura 26.

1(002)—I(am) N

1C (%) = 1(002)

100 (Equacéo 7)

No qual,

Ic= indice de cristalinidade em percentagem;

1(002) = méxima intensidade do pico de difragdo que representa o material cristalino na
vizinhanga de 20 = 22;

I(am) = minima intensidade do pico de difracdo que representa o material amorfo na
regido de 20 = 18.
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Figura 26. Difratograma de Raios-X da CMC, explicativo do método de determinacéo
de Indice de Cristalinidade Relativa pelo calculo da intensidade de picos. (Elaborado
pelo autor, 2024)

4.2.11 Espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As estruturas secundarias dos filmes preparados foram analisadas através do modo
de reflexdo total atenuada (ATR) do Espectrometro Infravermelho por Transformada de
Fourier (IRPrestige-21, Shimadzu, Cental Analitica PPEQ-UFBA). Tiras de filme de
aproximadamente 1 cm?2 foram colocadas no suporte de amostra do Smart iTR ATR. Os
espectros FTIR foram registrados de 600 a 4000 cm™ com uma resolucdo de 8 cm™ com

um total de 32 digitalizages.

4.2.12 Ensaios de tracdo

As propriedades mecénicas dos filmes foram determinadas utilizando-se o
Texturémetro (TA.XT Plus, LABEA-UEFS), com célula de carga de 50 kg, velocidade e
distancia de separacgdo entre as garras de 5 mm/min e 50 mm, respectivamente (ASTM,
2009). Para cada formulacdo, foram analisadas 10 amostras com dimensfes de 20 mm X
90 mm. Dados de forca e alongamento foram plotados em graficos para determinacao da
forca de tracdo (MPa), alongamento até o ponto de ruptura (%) e modulo de elasticidade
(MPa) dos filmes.

A forca de tracdo foi calculada através da razdo entre a carga maxima e a area da secao

transversal (b * x), da seguinte forma:

5 (MPa) = % (Equacio 8)
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No qual,
Fmax € a carga maxima (N)
b é a largura da amostra (m);

X € a espessura da amostra (m).

A porcentagem de alongamento dos filmes até o ponto de ruptura foi calculada da

seguinte forma:

AR (%) = (Imax / 10)*100 (Equagéo 9)

No qual,
Imax € aelongacéo do filme até o0 momento da ruptura (mm);

lo € 0 comprimento inicial de cada amostra (mm).

O modulo de elasticidade (€) ¢ medido pela razdo entre a tensao (o) (Mpa) ¢ a
deformacdo relativa (D), dentro do limite elastico, em que a deformacdo é totalmente

reversivel, da seguinte forma:

e (MPa)=c/D (Equagéo 10)

4.2.13 Hidrolise enzimética da lactose padrao

Para quantificar a lactose presente nas amostras foi utilizado o método do Acido
3,5-dinitrosalicilico (C7H4N207), como método alternativo, proposto por Bai et al. (2023)
com algumas modificagdes, que consiste na quantificacdo da glicose livre em reacao.

A solucéo utilizada no método proposto é composta por acido 3,5-dinitrosalicilico,
substancia que ird sofrer reducdo por meio do acUcar redutor, formando o 3-amino-5-
nitrosalicilico, tartarato duplo de sddio e potassio (sal de Rochelle, que é responsavel por
dificultar a reagdo do &cido com o oxigénio dissolvido e estabilizar a coloragdo obtida ao
final dos procedimentos), hidroxido de sédio (utilizado para auxiliar na reducdo e
dissolucdo do acido 3,5-dinitrosalicilico). Neste método, a presenca de agucares redutores
é identificada devido a mudanca de coloracdo amarela, proveniente do DNS, para

avermelhado, devido a formacdo de &cido 3-amino-5-nitrosalicilico. A intensidade da
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coloracdo final da solucdo € proporcional a concentracdo de acUcares redutores
provenientes da amostra.

O reagente DNS foi preparada utilizando-se 1 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
dissolvido em 40 mL de NaOH 1M, 30 g de tartarato duplo de sodio e potassio
(C4HsKNaOe.4H>0), completando o volume, em bal&o volumétrico de 100 mL, com agua

destilada.
Preparo da curva-padréo

Para elaboracdo da curva padrdo, preparou-se solucbes de glicose com
concentragcdes de 70, 35, 14, 7, 0,7 e 0,07 mg/mL, com agua Mili-Q. Apos este
procedimento foram coletadas aliquotas de 0,5mL, para cada concentracdo, e adicionado
0,5 mL do reativo DNS em tubos de ensaio. Em seguida, levou-se ao banho-Maria,
mantendo a ebuli¢do por 5 minutos. As amostras foram, entdo, resfriadas em banho de
gelo por 3 minutos e completou-se o volume dos tubos para 10 mL. Para o preparo do
padrdo de referéncia, adicionou-se em um tubo 0,5 mL de 4&gua MIli-Q e 0,5 mL de reativo
DNS e 0 mesmo procedimento descrito anteriormente para as solucdes de glicose foi
aplicado. Os tubos foram homogeneizados e foi feita a leitura da absorbancia a 540 nm
em espectrofotébmetro UV-Vis (1800 — Shimadzu, GPEEM-UFBA).

B-galactosidase livre

Para avaliar a hidrdlise da lactose preparou-se uma solucdo padrao de lactose (5%
M/Vsolugao - valor médio de lactose presente no leite) e B-Gal livre foi adicionada na
concentracdo de 3% m/v solucdo (mesma proporcdo adicionada aos filmes ativos). O
sistema foi mantido a 40°C por 2h (temperatura e tempo descritos na orientacdo do
fabricante para acdo da enzima). A reacdo foi preparada como descrito para o preparo da
curva padrdo. Foi feita uma amostra para reagdo com a enzima livre e uma amostra
controle (apenas com a solucéo padrdo de lactose 5% m/v). Para o preparo do padréo de
referéncia, adicionou-se em um tubo 0,5 mL de agua Mili-Q e 0,5 mL de reativo DNS e
0 mesmo procedimento descrito anteriormente para as solucdes de glicose foi aplicado.
Os tubos foram homogeneizados e foi feita a leitura da absorbancia a 540 nm em
espectrofotdmetro UV-Vis (1800 — Shimadzu, GPEEM-UFBA).

Filme ativo
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Para avaliar a atividade enzimatica do filme ativo em relacdo a hidrélise de
lactose, cortou-se 3 circulos com &rea de 10 cm? de todas as formulagdes dos filmes e
foram imersos, cada um, em 10 mL de solugdo padrdo de lactose 5% (m/v solugéo),
mantidos a 40°C por 240 min, Figura 27. A proporcdo de filme ativo para os testes
enzimaticos foi de 1cm?2 por mL de solucao.

Para o preparo do padrdo de referéncia, adicionou-se em um tubo 0,5 mL de agua
Mili-Q e 0,5 mL de reativo DNS e 0 mesmo procedimento descrito anteriormente para as
solucdes de glicose foi aplicado. Os tubos foram homogeneizados e foi feita a leitura da
absorbancia a 540 nm em espectrofotometro UV-Vis (1800 — Shimadzu, GPEEM-
UFBA). Para cada filme foi feito um branco utilizando o filme controle para eliminar
qualquer interferéncia no valor da hidrélise da lactose.

Uma unidade de atividade de B-Gal (U) foi definida como a quantidade de enzima
(mL) que catalisa a formacgdo de 1 pmol de agucar redutor (AR) por min de reagcdo sob
as condicdes especificas acima.

Acréscimo de AR [umol]
t [min] * E [mL]

U (umol/min.g)= (Equagéo 11)

No qual,
t = tempo de reacéo (min);

E = quantidade de enzima utilizada (mL).

. Filme Ativo
Area=176,71 cm?

A=10cm?)| /| A=10cm?
[ A= 10cm? |

10mL 40°C / 240 min
Lactose padrao
(5% m/v)

Figura 27. Preparo das amostras para o teste de hidrolise. (Elaborado pelo autor, 2024)

50



4.2.14 Hidrolise enzimatica de lipidios

A eficiéncia da hidrolise lipidica foi avaliada pela determinacdo do teor total de
acidos graxos produzidos antes e ap0s a hidrolise enzimética usando tanto a enzima livre
como a imobilizada nos filmes poliméricos de GEL:CMC, conforme a metodologia
descrita por Neves et al. (2024), com algumas modificacbes. Como substrato para a
reacao foi utilizado o creme de leite, da marca Piracanjuba, devido ao maior teor lipidico
em sua composi¢do entre os produtos disponiveis no mercado. A amostra foi diluida em
agua destilada com uma proporcéo de 1:1, para melhor dispersao dos lipidios em solucao.
Em seguida pedacos de filmes ativos foram cortados com uma area de 2 cm?2 e
posicionados no fundo de frascos Erlenmeyer (50 mL) e 2 mL da amostra diluida foi
adicionado, mantido em estufa com circulagdo de ar a uma temperatura de 40°C por 240
min. A hidrélise dos triglicerideos foi determinada ao fim do tempo de reacdo
adicionando-se 5 mL de alcool absoluto para paralisar a acdo enzimatica e foi feita a
titulacdo com KOH (0,02M), utilizando fenolftaleina como indicador, Figura 28. A
padronizacéo do titulante foi feita com biftalato de potassio e o calculo do teor de acidos
graxos hidrolisados foi feito da seguinte forma:

Teor de &cido graxo (g/L)= % (Equacdo 12)

No qual,

V= volume gasto de KOH (mL);

N= normalidade da solu¢do KOH (mol/L);
MM= massa molecular do acido oleico (g/mol);
m= volume de amostra titulada (mL).

Foi avaliado o efeito da hidrdlise para enzima livre adicionando 2% (m/v) da
lipase diretamente na amostra e o experimento foi conduzido da mesma maneira para 0s
filmes ativos. Foi quantificado também o teor inicial de acidos graxos da amostra
controle, sem adicdo de enzimas ou filmes ativos, para ser usado como referéncia na
comparacgéo dos resultados. Uma unidade de atividade da lipase (U) foi definida como a
quantidade de enzima (g) necessaria para catalisar a formagdo de 1 pumol de acido graxo

por min de reacdo sob as condigdes especificas acima.
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Acréscimo de acido graxo [umol]

U (umol/min.g)= (Equacéo 13)

t [min] *E [g]

No qual,
t = tempo de reacgdo (min);

E = quantidade de enzima utilizada (mL).

_ Filme Ativo
Area =176,71 cm?
2 =2 omd Alcool PA.
A=2 cm? A=2cm SmL +
. Fenolftaleina
| [ S
A=2cm? l
AT . . ‘
J —)- — = ©
- .
Creme de leite diluido (1:1) 40°C / 240 min
Titulagdo
NaOH 0,02M

Figura 28. Teste de hidrolise dos triglicerideos. (Elaborado pelo autor, 2024)
4.2.15 Anélise da hidrolise enzimatica por FTIR

O efeito simultaneo da hidrolise enzimética da lactose e dos triglicerideos obtidas
pelo contato com os filmes ativos de GEL:CMC pode ser observado por meio de analises
de FTIR, como mostrado por Ribeiro et al. (2023) e Sharma et al. (2019). A
espectroscopia no infravermelho médio é um dos métodos mais utilizados para analise de
leite e produtos lacteos e varios aspectos favorecem o uso do FTIR para o controle de
qualidade do leite, especialmente seu potencial como método de triagem para detectar
adulteracao.

Para avaliar a hidrolise da lactose e dos triglicerideos presentes no leite, foram
utilizadas amostras de creme de leite e como referéncia o creme de leite sem lactose da
mesma marca (Piracanjuba). Pedacos do filme (2 cm?) foram cortados e colocados em
contato com uma solugdo contendo 2 g de creme de leite e 2 mL de agua. O sistema foi
agitado e levado a estufa e aquecido a 40 °C por 2 h. O sistema foi agitado a cada 20 min

para homogeneizacéo e dissolucdo completa dos filmes no meio liquido. Apos o periodo
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de reacdo, os espectros foram lidos utilizando o modo de reflexao total atenuada (ATR)

do espectrometro FTIR, com 0s mesmos parametros descritos no item 4.2.11 desta se¢éo

4.2.16 Analise estatistica

A regresséo linear e o teste de Tukey, onde se aplicam, foram utilizados para
detectar o efeito da formulacdo dos filmes e da adi¢do das enzimas nas propriedades dos
filmes, ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram realizadas com auxilio do
programa estatistico STATISTIC 7.0 e Origin 9.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS VISUAIS E MICROGRAFIA DOS FILMES

Apos a evaporagdo do solvente, os filmes foram retirados das placas de Petri, 0s
aspectos visuais dos filmes controles e ativos foram avaliados e apresentaram-se
uniformes, transparentes, homogéneos e com boa flexibilidade. Observando o
desprendimento dos filmes das placas de acrilico, os filmes ativos apresentaram maior
aderéncia a superficie, explicado pelo aumento do teor de plastificante com a adi¢do da
enzima B-Gal, que contém glicerina em sua composicdo e conferiu maior elasticidade a
estrutura polimérica e maior aderéncia.

Os filmes de composicdo A (O0GEL:100CMC) apresentaram-se mais translucidos
que os demais filmes que continham GEL na composicdo e a medida que aumentou a
concentracdo da GEL na composicéo, os filmes apresentaram uma tonalidade mais escura
(amarelada), caracteristico da solucdo de GEL, como mostra as Figuras 29 e 30.

O efeito da GEL na transparéncia dos filmes foi estudado por meio do teste de
transparéncia, utilizando a quantificagdo da transmisséo de luz em comprimento de onda

especifico, discutido posteriormente neste trabalho e confirmando o observado.

A (OGEL:100CMC)

Figura 29. Efeito da adi¢do de gelatina na transparéncia dos filmes.
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1?

A (OGEL:100CMC)

Figura 30. Filmes depositados nas placas de Petri.

Os aspectos visuais dos filmes foram confirmados, tambem, por meio das imagens
de MEV. As imagens da superficie foram ampliadas x1000, porém, as imagens da secao
transversal foram ampliadas em escalas variadas para obter a melhor captura, os filmes
(devido a sua maleabilidade) ndo conseguiam ficar em um angulo de 90° variando a
inclinacdo no suporte e consequentemente a aproximacdo. Através das micrografias da
superficie e da secdo transversal foi possivel observar a formacao de uma estrutura regular
e uniforme, indicando que hé boa interagdo entre os polimeros utilizados e que n&o houve,
para os filmes, sedimentagdo das enzimas adicionadas nem comprometimento da
estrutura.

Na micrografia do filme E controle (100GEL:0CMC), Figura 31, é possivel
observar algumas manchas escuras na superficie do filme, possivelmente ligadas a

estrutura quimica da proteina da GEL, ou seja, durante a secagem, pode ter ocorrido a
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reorganizacao das cadeias de polimeros formando uma estrutura fibrosa, como observado
por Samsi et al. (2019), e/ou a deposicdo do filme na fita de aluminio pode ter acentuado
a formacdo das manchas, o filme ndo aderiu uniformemente na fita, criando pequenas
bolhas.

De maneira similar, o filme D ativo (75GEL:25CMC:LL) apresentou rugosidades
em sua estrutura ocasionadas provavelmente por vibragdes da estufa durante o processo
de evaporacdo do solvente. Estes fenémenos observados ndo estdo associados a formacéao
de poros, nem a estrutura de esponja como observado por Esteghlal, Niakousari e
Hosseini (2018) em seu estudo para filmes de GEL:CMC, no qual uma maior
concentragdo de CMC ocasionou maior estabilidade e resultou em filmes homogéneos e

com uma estrutura regular, iguais aos resultados encontrados na presente pesquisa.

Superficie

KV WD10mm 5540

SE1 3 SEI 10V WDiOmm  $S40
AC LAMUME IF/UFBA B,

CC LAMUME FIUFBA

Secio transversal

Superficie

BEI 10KV WOVOmm $835 21,000 10pm  —
AFBA o001

OA LAMUME ¥/ 10 Oct 2021

—

——

Secio transversal

Figura 31. MEV da superficie e secdo transversal dos filmes controles Ac
(0GEL:100CMC), Cc (50GEL:50CMC) e Ec (100GEL:0CMC) e dos filmes ativos Ba
(25GEL:75CMC:LL), Ca (50GEL:50CMC:LL) e Da (75GEL:25CMC:LL). *LL: 3%
(m/v) B-Gal e 2% (m/v)
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As particulas que foram capturadas na micrografia da formulagéo B ativo
(25GEL:75CMC:LL) estdo na superficie do filme e ndo em sua estrutura, caracterizando
possiveis sujidades que aderiram ao filme durante a manipulagdo. No geral, as
micrografias dos filmes foram semelhantes, garantindo que todas as formulacbes
observadas estdo com uma matriz homogénea e uma estrutura uniforme, firme, densa e
coesa.

Na imagem da fratura C do filme controle (50GEL:50CMC) e do B ativo
(25GEL:75CMC:LL) é possivel observar uma serie de estratificacdes estriadas da
superficie em que foi aplicada a forca de quebra para o interior da amostra. Este perfil
caracteristico indica que a amostra estava rigida (devido ao efeito do congelamento por
nitrogénio liquido) e fraturou-se sob efeito da forca aplicada sem mostrar tendéncia a

flexibilidade, ocasionando uma certa ranhura na estrutura da secéo transversal.

5.2 CONTEUDO DE UMIDADE E SOLUBILIDADE

Os valores correspondentes ao conteudo de umidade para as diferentes
formulacGes de filmes de GEL:CMC e o efeito da adi¢cdo das enzimas estdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2
Contelido de umidade nos filmes controle e ativos.

Formulacéo Filme Controle (%)  Filme Ativo (%)
A (0GEL:100CMC) 17,35 + 1,73%® 22,91 + 1,06°A
B (25GEL:75CMC) 15,50 + 0,22%8 19,34 + 0,144
C (50GEL:50CMC) 14,83 £ 0,708 17,10 £ 0,204
D (75GEL:25CMC) 13,59 + 0,10°A 14,43 + 0,439
E (100GEL:0CMC) 11,00 # 0,56 12,74 + 0,86%

Médias seguidas da mesma letra mindscula em mesma coluna correspondem a médias estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Médias seguidas da mesma letra maiiscula em mesma linha correspondem a médias estatisticamente iguais
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores sdo expressos pela média + desvio padréo.

Analisando o efeito da composicdo dos filmes controles, o contetido de umidade
do filme A (OGEL:100CMC) foi de 17,35 + 1,73% e diferiu significativamente (p < 0,05)

das formulagdes com a concentracdo de GEL maiores que 50%, indicando que a adigéo
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de GEL na matriz, a partir desta concentracao, reduz a umidade do filme formado. A
diferenca relativa de umidade do filme A para o C (50GEL:50CMC) foi de
aproximadamente 14,52%.

O filme E (L00GEL:0CMC) obteve um teor de umidade de 11,00 + 0,56%, sendo
36,6% menor que o filme A e diferiu significativamente das demais formulagdes (p <
0,05), indicando que a CMC possui maior absor¢do da umidade em relacéo a GEL, sendo
0 polimero mais hidrofilico.

Dessa forma, o conteldo de umidade para as blendas GEL:CMC apresentaram
valores intermediérios, sem diferenca significativa (p > 0,05) entre eles (filmes B, C e D),
com uma media de 14,64 + 0,97% de umidade.

A CMC apresenta uma pequena porc¢do hidrofébica em sua estrutura molecular e,
ao mesmo tempo, grupos hidroxila e carboxil hidrofilicos, que ddo a CMC a capacidade
de se ligar a agua e absorver umidade, tornando um polimero anfifilico, permitindo a
interacdo entre meios com diferentes polaridades. A presenca de substituintes com grupos
-CH2-COOH (carboxila) em sua cadeia polimérica promove o afastamento das cadeias
reduzindo a cristalinidade da CMC, quando comparado com a celulose “in natura”,
viabilizando a penetracdo de agua, o que confere a CMC elevada solubilidade neste
solvente, ainda que a frio. Quanto maior for o grau de substituicdo do grupo hidroxila (-
OH) da cadeia polimérica por grupos contendo carboxilas, maior sera a absorcdo de agua
e a complexidade das ligac6es de hidrogénio, aumentando a solubilidade em agua, e mais
estavel e viscosa sera a solugdo formada (Pourmadadi et al., 2023).

Geralmente, interacOes entre proteinas e polissacarideos podem ocorrer de forma
ndo covalente ou covalente (Dickinson, 2008). As interacdes ndo-covalentes sdo
inespecificas e podem ser divididas em dois grupos: atracdo e repulsdo entre polimeros
de cargas opostas. Este tipo de interacdo em solucdo contribui para a formacdo de
complexos e para a imiscibilidade (incompatibilidade termodinamica) de polimeros.
Estas interacbes sdo afetadas principalmente por fatores intrinsecos (natureza do
polimero, densidade de carga e concentracdo) e fatores extrinsecos (pH, forca ibnica,
temperatura). J& as interagdes covalentes sdo altamente especificas, estabelecendo uma
ligagdo permanente e uma interacdo irreversivel entre proteinas e polissacarideos
(Schmitt et al., 1998).

InteracBes ndo especificas e especificas tém sua prépria funcionalidade, que é

afetada pela magnitude dessas interagdes (atracdo ou repulsdo, grau de energia de ligacao,
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etc). Interacdes especificas, fortes e irreversiveis entre a proteina e o polissacarideo
durante a formagdo do complexo s&o estabelecidas por ligacdo covalentes ou
hidrofébicas. Essa interacdo € comumente conhecida como glicosilacdo de proteinas e
polissacarideos, alcancada pela reacdo quimica de grupos amino das proteinas e grupos
carboxilicos dos polissacarideos, resultando em uma amida ligada covalentemente. A
ligagdo covalente pode ser induzida pela desidratacdo do complexo (por exemplo, através
da reacdo de Maillard), com aquecimento ou pela adigdo de um agente de reticulacdo (por
exemplo, a CMC) (Schmitt et al., 1998).

O aumento da concentracdo de GEL na matriz do filme pode ter estabelecido
interacOes especificas que reduziram a acessibilidade aos grupos carboxilicos e hidroxilas
que se ligam com a agua reduzindo o teor de umidade dos filmes formados. Em relacéo
aos filmes ativos, foi observado uma diferenca significativa (p< 0,05) no contetdo de
umidade a partir da adicdo de 25% de GEL na composicao dos filmes. Os filmes ativos
possuem maior quantidade de plastificante em sua matriz, devido ao teor de glicerina que
compde a solucdo enzimatica da 3-Gal. Dessa forma, as enzimas e a glicerina interagem
com os constituintes da matriz polimérica aumentando o espaco livre entre as cadeias,
facilitando a ligacdo e a permeacdo da dgua no filme e consequentemente, aumentando o
seu carater hidrofilico. A reducdo da umidade entre as diferentes formulagGes dos filmes
ativos é explicada, da mesma forma para os filmes controle, pela associacdo da GEL com
a CMC, reduzindo a disponibilidade de hidroxilas, resultando em menos interacdes com
a agua, afetando assim o contetdo de umidade dos filmes.

Comparando o efeito da adicdo das enzimas em relagdo ao filme controle,
observa-se que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as formulacbes A
(OGEL:100CMC), B (25GEL:75CMC) e C (50GEL:50CMC) dos filmes controles em
relacdo aos filmes ativos. Essas formulacdes sdo 0s que possuem maiores concentraces
de CMC reforcando a reducdo da cristalinidade da cadeia polimérica dos filmes devido
as ligacOes das enzimas e dos plastificantes com os grupos hidroxila, juntamente com
outros grupos da matriz hidrofilica de CMC, facilitando a permeacdo de agua, obtendo
um teor de umidade superior para os filmes ativos. Nas formulagdes D (75GEL:25CMC)
e E (100GEL:0CMC) a adigéo das enzimas nédo ocasionou efeito (p > 0,05) sobre o teor
de umidade, mostrando que a interacdo das enzimas com a GEL ndo compromete a
disponibilidade dos grupamentos responsaveis pela interacdo com a agua.

Um efeito semelhante as diferentes composic¢Ges dos filmes foi observado por

Sadi & Ferfera-Harrar (2023) produziram filmes de GEL:CMC incorporados com
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nanoparticulas de Ge-montmorilonita e antocianinas de repolho roxo como indicador de
pH colorimétrico e extrato de folhas de pistache como agente ativo, no qual houve uma
reducdo significativa (p <0,05) no teor de umidade dos filmes incorporados com as
nanoparticulas em relacdo ao filme controle (GEL:CMC) que apresentou um teor de
umidade de 18,33 = 0,23%. A reducdo de umidade foi explicada pela interacdo das
nanoparticulas com os grupamentos hidroxilas e outros grupos presentes na matriz,
reduzindo a interacdo com a agua.

Akhtar et al. (2023) encontrou valores de teor de umidade para os filmes de CMC
de 27,91 + 1,81 % havendo uma reducdo significativa (p < 0,05) do valor com a adicéo
de polissacarideos de folhas de amoreira, da mesma forma foi observado uma reducéo na
solubilidade dos filmes. Para o filme de CMC a solubilidade foi de 73,11 £1,15 % e a
medida que aumentava a concentracdo de polissacarideos este valor era reduzido devido
as ligacOes estabelecidas com a matriz, deixando os grupos hidroxila e carboxil menos
disponiveis para interagir com as moléculas de agua.

No presente estudo, todas as formulagdes, tanto para os filmes controles como
para os ativos foram 100% sollveis em &gua, mantendo a caracteristica hidrofilica dos
polimeros utilizados. O teste foi realizado em temperatura ambiente (25 £ 3°C) ea 40 *
3°C. A diferenca entre as duas temperaturas foi o tempo de solubilizacéo. Para os filmes
expostos a temperatura ambiente (25 + 3°C) a solubilizacdo completa de todas as amostras
foi em torno de 20 min de contato com a 4gua, sob agitacdo. Na temperatura 40 £ 3°C, o
tempo reduziu para 5 min.

Etxabide et al. (2024) estudou o efeito da foto reticulagio em filmes
antimicrobianos de GEL contendo nanocristais obtidos a partir d quitina e obteve
resultado semelhante a solubilidade dos filmes de GEL deste estudo, por exemplo o filme
E (100GEL:0CMC), sendo 100% soluveis em agua. Foi realizada uma foto reticulacao
em tempos variados e a medida que o tempo aumentou para até 2 h, a solubilidade foi
reduzida em 71% devido a formacao de um sistema altamente reticulado.

Este resultado indica que os filmes, solluveis em agua, irdo solubilizar
inteiramente na embalagem, garantindo a completa distribuicdo das enzimas para todo o
produto, uma vez que os filmes produzidos serdo depositados na ultima camada de uma

embalagem multicamada, em contato diereto com o produto lacteo.

5.3 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA)
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Os valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes sdo medidas
importantes para aplicagdo de materiais de embalagens na maioria dos casos, as
transferéncias de umidade através do material de embalagem de alimentos devem ser
minimizadas. As propriedades de barreiras dos filmes dependem da temperatura e da
umidade relativa do ambiente, das caracteristicas e das interacbes entre os polimeros
utilizados e o permeante, associado a polaridade de cada componente. Dentre as
caracteristicas mais importantes do filme, relacionadas a permeacao, estdo a espessura, a
estrutura quimica do polimero, sua estrutura molecular (especialmente a cristalinidade),
a energia de coesdo e 0 espaco-livre entre as macromoléculas. Estas propriedades sdo
definidas a partir do processo de obtencao dos filmes (producao) e do material (polimeros
e plastificantes) utilizados em cada formulacdo. Os dados coletados de PVA para as
diferentes formulagdes de blendas produzidas a partir dos polimeros GEL e CMC e a
comparacao entre os filmes controles e ativos estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3
Valores de PVA para as formulagdes dos filmes controle e ativos de GEL:CMC.

PVA (g.mm/h.m2. kPa)

Formulacéo Filme Controle Filme Ativo
A (0GEL:100CMC) 0,398 + 0,047 1,136 +0,087%
B (25GEL:75CMC) 0,447 + 0,031%® 1,272 +0,083*A
C (50GEL:50CMC) 0,343 + 0,052%8 1,300 + 0,060%*
D (75GEL:25CMC) 0,330 +0,176"® 1,099 + 0,173
E (100GEL:0CMC) 0,198 + 0,010°8 0,569 + 0,161°A

Médias seguidas da mesma letra mindscula em mesma coluna correspondem a médias estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Médias seguidas da mesma letra maiiscula em mesma linha correspondem a médias estatisticamente iguais
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores sdo expressos pela média + desvio padréo.

Em relacdo aos filmes controles, as formulacbes A (0GEL:100CMC) e B
(25GEL:75CMC) néo diferem significativamente (p > 0,05), indicando assim que a
adicdo de 25% de GEL na composicéo da blenda ndo altera a hidrofilicidade caracteristica
da CMC. J& as formulagbes C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) e E
(100GEL:0CMC) diferiram estatisticamente (p < 0,05) dos filmes A e B, ndo diferindo
entre si, indicando que a partir da composic¢do de 50% em relacdo ao teor de GEL, 0s

filmes apresentam menor hidrofilicidade, ou seja, a CMC possui maior permeabilidade
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ao vapor de agua do que a GEL, que pode ser explicado pelo aumento do volume livre da
matriz composta causada pelos grupos aniénicos mais volumosos da CMC, levando assim
a uma maior absorcéo de &gua através do filme, como observado por Nazmi, Isa e Sarbon
(2017) em seu estudo, comparado GEL bovina e de pele de frango reticuladas com a
CMC. Para a GEL bovina, obtiveram um valor de PVA de 1,59 + 0,18 (g.mm/h.m2. kPa),
aproximando-se do valor encontrado para os filmes ativos neste trabalho.

O valor da PVA é caracteristico de cada composicdo devido a influéncia de
diversos fatores sendo assim, He et al. (2022) avaliou o efeito da secagem no valor da
PVA em filmes de GEL:CMC e a reducdo da umidade relativa das condi¢des de secagem
resultou em valores de PVA mais altos. Para secagem a uma temperatura de 23°C a PVA
foi de 1,607 £ 0,062 (g.mm/h.m2.kPa) e para secagem a 50°C foi de 2,015 + 0,157
(g.mm/h.m2.kPa), contrariando o sugerido de que as cadeias poliméricas seriam mais
coesas sob maior temperatura de secagem, apresentando menor valor de PVA.

Observa-se um aumento na PVA dos filmes ativos em relagdo aos filmes controle
(p <0,05), explicado pela adi¢ao das enzimas 3-Gal e lipase, que consequentemente eleva
o conteudo de plastificante pela presenga de glicerina na composicdo da B-Gal. O
aumento da concentracdo de plastificante na formulacdo ocasiona uma reducdo nas
propriedades de barreira contra o vapor de dgua, devido a caracteristica hidrofilica do
plastificante, facilitando a solubilizacdo do permeante (vapor de &gua) no polimero. Os
plastificantes conferem uma flexibilidade maior a estrutura polimérica, aumentando a
mobilidade das macromoléculas, facilitando a difusdo da dgua nas moléculas do filme. O
efeito do plastificante depende da concentracdo na matriz polimérica. Além do efeito do
plastificante ha também a interagdo entre as enzimas e a matriz que promove um
afrouxamento na estrutura do filme, facilitando a permeacéo da agua.

Entre os filmes ativos as formulagbes A (0GEL:100CMC), B (25GEL:75CMC),
C (50GEL:50CMC) e D (75GEL:25CMC) né&o diferiram significativamente (p > 0,05),
diferindo apenas de E (L00GEL:0CMC) (p < 0,05). Esse resultado indica que a associagdo
da enzima e da CMC, trazendo maior contetdo de plastificante, provocou uma reducdo
significativa nas propriedades de barreira ao vapor de agua dos filmes, aumentando a
PVA, mas este efeito foi reduzido no filme E (100GEL:0CMC), reforgando o resultado
obtido para os filmes controle de que a GEL possui maior barreira ao vapor de agua do
que a CMC.

A diferenca entre as propriedades de barreira ao vapor de &gua dos filmes foi

observada, também, pela saturacdo da silica com a umidade permeada em maior
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proporcao para os filmes contendo maior quantidade de CMC na formulagdo, como
mostra a Figura 32 com a silica mais saturada (rosa) para o filme A e menos saturada
(azul) para o filme E.

Legenda: A (0GEL:100CMC), B (25GEI:75CMC), C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) e E
(100GEL:0CMC). Ativos: 3% (m/v) B-Gal e 2%(m/v) lipase.

Figura 32. Permeacéo de agua através da matriz polimerica dos filmes ativos para a silica
gel nas diferentes formulagdes testadas.

5.4 TRANSMISSAO DE LUZ E TRANSPARENCIA

Os resultados da espectrofotometria UV-vis, em comprimentos de onda
selecionados, dos filmes controles e ativos de GEL:CMC em diferentes composic¢oes
estdo dispostos na Tabela 4.

A adicdo de 25% de GEL, filme B (25GEL:75CMC), na composic¢éo do filme
controle provocou uma reducado significativa (p < 0,05) na transmisséo de luz UV (280
nm) comparado ao filme A (OGEL:100CMC). A formulacdo E (100GEL:0CMC) obteve
uma transmissdo de 1,969 + 0,836 %, com uma absor¢éo de luz UV de aproximadamente
98%, indicando que a GEL possui melhor propriedade de barreira contra luz UV do que
a CMC, que apresentou uma transmisséo de 68,180 = 1,247 %. Os valores mais baixos
de transmitancia de luz UV nos filmes de GEL podem ser atribuidos a presenca de
aminoacidos aromaticos ao longo da estrutura polipeptidica da GEL (Bakry, Isa &
Sarbon, 2017).
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Tabela 4

Valores de transmisséo de luz em comprimentos de onda selecionados dos filmes controles e ativos de GEL:CMC com diferentes formulagoes.

Transmisséo de luz (%)

200 nm 280 nm 350 nm 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm 800 nm
Controle
A 0,572 £0,204% 68,180 + 1,2472 80,797 + 0,863? 84,403 + 1,013? 86,417 + 1,004 87,334 + 0,953 87,852 + 0,900P 88,250 + 0,884
B 0,622 £0,0112 19,646 + 0,808 61,370 + 0,830%¢ 75,657 + 0,687 85,190 + 0,492bcde 88,071 £ 0,443%¢ 89,194 + 0,425 89,678 + 0,4242¢
o 0,629 £0,0222 8,835 + 3,563 52,668 + 4,820b° 71,083 + 3,185P 82,508 + 1,683¢% 86,096 + 1,171 87,678 +0,931%¢ 88,449 + 0,796
D 0,628 £0,007* 18,664 + 3,399¢ 72,687 + 1,586% 84,628 + 0,5462 89,374 £ 0,121 90,268 + 0,0912 90,624 + 0,056% 90,694 + 0,0402
E 0,672 £0,021* 1,969 + 0,836¢f 45,199 + 6,788¢ 69,760 + 3,776" 81,556 + 1,621° 84,639 + 1,109¢ 85,935 + 0,951°¢ 86,608 + 0,885¢
Ativo
A 0,031 £0,022° 47,750 + 4,865 78,935 + 1,890? 85,719 + 00,9172 89,115 + 0,428 90,135 + 0,282? 90,623 + 0,206° 90,895 + 0,1722
B 0,088 £0,029° 13,800 * 4,552 54,549 + 5,466 70,566 + 3,685P 82,919 + 1,642¢% 87,418 + 0,661 89,233 + 0,237% 90,102 + 0,264%
C 0,029 £0,019° 1,575 + 0,422¢f 50,089 + 12,908¢ 71,611 +7,211° 84,782 + 2,578¢d 88,375 +1,247%¢ 89,744 +0,7772 90,341 + 0,5972
D 0,079 +0,013* 1,860 + 0,518¢ 55,925 + 15,123% 77,324 +7,145% 87,361 + 1,884%¢ 89,485 + 0,706% 90,309 + 0,3522 90,656 + 0,248?
E 0,063 £0,016° 0,793 + 0,277 55,177 + 6,954 77,670 + 2,239% 87,366 + 0,197%¢ 89,118 + 0,573%® 90,118 + 0,658? 90,472 + 0,6422

Legenda: A (OGEL:100CMC), B (25GEI:75CMC), C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) ¢ E (100GEL:0CMC). Ativos: 3% (m/v) B-Gal e 2%(m/v) lipase. *Médias seguidas
da mesma letra em mesma coluna correspondem a médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05).0s valores sdo expressos pela média + desvio padrao.

Tabela 5

Transparéncia dos filmes controles e ativos de GEL:CMC com diferentes formulagdes.

Formulacéo A B C D E
Controle 47,354 + 4,182%A 30,512 +1,758"4 25946 +3,795°4 23,819 +2,151PA 12,145 + 3,444°A
Ativo 23,654 + 2,845 21,908 +2,307%A 16,150 + 7,437~ 15,894 + 3,454~ 11,962 + 3,305

Legenda: A (OGEL:100CMC), B (25GE1:75CMC), C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) ¢ E (100GEL:0CMC). Ativos: 3% (m/v) 3-Gal e 2%(m/v) lipase. Médias seguidas
da mesma letra mindscula em mesma linha correspondem a médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05). Médias seguidas da mesma letra maiuscula em mesma
coluna correspondem a médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os valores sdo expressos pela média + desvio padrao.
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A incorporacdo das enzimas nos filmes ativos provocou uma reducgéo significativa (p <
0,05) da transmissdo de luz UV para os filmes de CMC, filme A (0GEL:100CMC),
aumentando a absorc¢éo de luz UV de aproximadamente 32% para 52%, explicado pelas
possiveis associa¢cdes moleculares entre o polimero e as enzimas que vibram de maneira
especifica, diferente das ligacGes existentes no filme controle, absorvendo maior
quantidade de luz.

Na luz visivel este efeito ainda € observado nos filmes controle, havendo diferenca
significativa (p <0,05) entre os dois polimeros, filmes A (0GEL:100CMC) e E
(100GEL:0CMC). Este efeito € minimizado nos filmes ativos, ndo diferindo
estatisticamente (p > 0,05) entre as duas composicgdes.

Corroborando com o observado em relacdo ao aspecto visual dos filmes, houve
diferenca significativa (p <0,05) do filme controle A (OGEL:100CMC) com as demais
formulag@es indicando que a CMC forma filmes mais transparentes do que a GEL. Da
mesma forma, houve diferenca entre as duas formulacdes (A e E) quando analisados 0s
filmes ativos.

Nota-se para os filmes ativos que as blendas B (25GEL:75CMC, C
(50GEL:50CMC) e D (75GEL:25CMC) possuem as caracteristicas dos dois polimeros,
ou seja, sdo estatisticamente iguais ao filme A (OGEL:100CMC) e concomitantemente ao
E (100GEL:0CMC). J4 para os filmes controles as blendas ndo diferem estatisticamente
entre si (p > 0,05) mas diferem (p < 0,05) dos filmes A e E.

Em relacdo ao efeito da incorporacdo de enzimas, s6 foi significativo (p <0,05)
para o filme A (OGEL:100CMC), indicando que a adi¢do da enzima reduz a transparéncia
dos filmes de CMC, devido as interacOes entre a enzima e o polimero.

5.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG)

A analise termogravimétrica € comumente utilizada para avaliar a perda ou o
ganho de massa de uma espécie em funcdo do tempo ou da temperatura. As curvas de TG
e as DTG (derivada primeira da TG) para os precursores sorbitol, GEL, CMC e a enzima
lipase séo apresentadas na Figura 33.

A GEL apresentou trés eventos de degradacdo, o primeiro até 200 °C referente a
perda de agua existente sob diferentes formas na GEL, em especifico, como a agua

associada ao interior ou da superficie da tripla hélice, por meio das ligagdes de hidrogénio,
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ou até mesmo agua situada entre as camadas de proteinas, com uma perda de 23% da
massa. A &gua fortemente ligada a proteina pode estar presente nos filmes até 170°C
(Coppola et al., 2012). O segundo evento variando entre 200 - 472 °C e perda de massa
de 53%, esta associado a decomposicao dos grupos de aminoacidos ligados a proteina,
quebra de peptideos, acidos nucleicos, carboidratos e estruturas de tripla hélice da GEL
(Bastos et al., 2021). E o terceiro evento térmico a partir de 472 °C no qual ocorre a
degradacéo da rede de GEL e compostos organicos residuais (Sadi, Ferfera-Harrar, 2023).

A massa residual ao final do processo foi de 5,7%.
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Figura 33. TGA e DTG dos precursores dos filmes poliméricos: Sorbitol, CMC, GEL e
lipase.

A CMC apresentou dois eventos principais, o primeiro atribuido a perda de agua
livre (25-91°C) e agua ligada (até 207°C), representando 14% da massa da amostra e 0
segundo evento a degradacdo térmica das cadeias laterais e grupos carbonilicos entre 207-
335°C, com méaximo de degradacdo em 286°C. A perda de massa foi de 40% e a massa
residual da amostra foi 38%, apresentando maior massa residual entre 0s componentes
(Akhtar et al., 2023). O sorbitol apresentou um Unico evento que representa a degradacao
térmica da estrutura, na faixa de 215 — 365°C com uma perda de massa de 99%, havendo
a decomposicao de quase toda a estrutura.

O primeiro evento de degradacao apresentado pela lipase (25 — 152°C) com perda
de massa 5,7%, estd associado a perda de agua superficial e agua ligada a estrutura
molecular da enzima. O segundo evento (254 — 387°C) com uma perda de massa de
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73,7%, com pico de degradacédo (ponto em que ocorre a inflexdo da curva de degradacéo)
em 306,4°C e a massa residual é de 7,12%. N&o foi possivel realizar a TG da lactase por
estar em meio aquoso, sendo observado seu efeito a partir da comparagdo dos filmes
controles (sem adicdo de enzima) com os filmes ativos (com adi¢do de enzima). Os

valores obtidos de TG para os filmes controles e ativos estdo apresentados na Figura 34.
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Legenda: A (0GEL:100CMC), B (25 GEL:75CMC), C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) e E
(100GEL:0CMC). Ativos: 3% (m/v) B-Gal e 2%(m/v) lipase.

Figura 34. TG dos filmes controles (a) e filmes ativos (b).
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Os resultados sugerem que a interacdo entre os dois polimeros favorece a
resisténcia térmica dos biofilmes, além de reduzir o teor de perda de agua no primeiro
evento térmico devido a alta afinidade quimica e eletrostatica dos polimeros, formando
uma rede polimérica mais fortemente ligada e impedindo que a agua ligada as estruturas
mais internas ou de ligacGes mais fortes, seja liberada. O aprimoramento da estabilidade
térmica pode ser atribuido a interacdo intermolecular e intramolecular entre os polimeros.
A presenca da CMC na solucdo formadora de filme de GEL é capaz de aumentar a
estabilidade térmica dos filmes devido a sua estrutura mais cristalina e afinidade com a
GEL. A decomposicdo térmica dos filmes de GEL:CMC € deslocada para uma
temperatura mais alta em comparacéo aos filmes de GEL.

Para os filmes, o primeiro estagio de perda de massa é observado a partir das
temperaturas iniciais de aquecimento, associadas a perda de dgua livre e ligadas adsorvida
na rede de filmes, sendo o filme A (OGEL:100CMC) o que possui maior taxa de adsor¢ao
pela caracteristica hidrofilica do material.

Observando os valores dos residuos, pode-se afirmar que os filmes B
(25GEL:75CMC), C (50GEL:50CMC) e D (75GEL:25CMC) sao mais termorresistentes
em relacdo aos filmes A (OGEL:100CMC) e E (100GEL:0CMC) com os polimeros
isolados, sendo 0 mais termorresistente o filme B, com 25% de GEL e 75% de CMC na
composicdo e um residuo de 32% em relacdo a massa inicial da amostra. Para esta
composicdo de filme, a perda de massa no primeiro evento térmico (25-176°C) que esta
associada a perda de agua da estrutura, foi de aproximadamente 9%, enquanto o filme A
(0GEL:100CMC) obteve uma perda de massa de 28% no primeiro evento e um residuo
de aproximadamente 21%. A adicdo de 25% de GEL na estrutura do filme de CMC
provocou uma reducdo de 19% na perda de massa pela formacao de complexos altamente
ligados entre os polimeros. Em relacdo ao filme B (25GEL:75CMC) o aumento da
resisténcia térmica foi de 100% comparado ao filme E (L00GEL:0CMC) e a perda de
agua no primeiro evento de degradacdo houve uma reducdo de 10%. Dentre as outras
composigdes da blenda (C-50GEL:50CMC e D- 75GEL:25CMC) foi observado que a
medida que aumenta o contetdo de GEL na blenda a resisténcia térmica diminui.

As curvas de TG dos filmes controles e ativos de GEL:CMC, com suas diferentes
composigdes, mostram que a adi¢do da enzima afeta a estabilidade térmica dos filmes,
sendo reduzida em relagdo ao filme controle. Como ja foi discutida, a B-Gal apresentava
um teor de glicerina em sua composicao, o que tornou os filmes com um maior volume

molecular no qual os grupos hidroxila dos plastificantes (sorbitol e glicerina) limitavam
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as ligacOes de hidrogénio entre os polimeros enfraguecendo a interacao entre as cadeias

proteina-polissacarideos (Bakry, Isa & Sarbon, 2017).

As curvas DTG dos filmes controles e ativos estdo apresentadas na Figura 35, 0s

picos foram determinados por meio da deconvolucao das curvas DTG, obtidas no Origin

9.0.
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H& o aparecimento de um evento, em todos as formula¢des dos filmes ativos,
antes do evento principal de degradacdo dos polimeros, variando de 136-263°C, que pode
estar associado a degradagdo térmica da enzima B-Gal, como foi relatado por Bernal,
Lopez & Mesa (2007), em que a B-Gal imobilizada apresentou degradacéo térmica entre
152- 272°C.

Nos filmes com mistura de polimeros, Figura 35 (b-d), observa-se que as enzimas
possuem maior interacdo com o filme de maior concentracdo de CMC na formulacao
(filme B- 25GEL:75CMC) sendo o pico de menor intensidade em relacdo aos demais
filmes. No filme D (75GEL:25CMC) foi possivel observar a separacdo dos picos no
evento principal de degradagdo térmica, confirmando a maior interacdo da enzima com a
CMC. A perda de massa aproximada dos filmes foi mostrada na Tabela 6, ilustrando
melhor o aumento da estabilidade das blendas (B — 25GEL:75CMC, C — 50GEL:50CMC
e D — 75GEL:25CMC) obtendo temperaturas superiores para a decomposi¢do de uma
massa especifica em relacdo aos filmes dos polimeros isolados (composi¢cdo A
(OGEL:100CMC) e E (100GEL:0CMC)) e o filme B (25GEL:75CMC) obteve maior
residuo de massa correspondente a 32,2%.

Tabela 6
Dados da TG dos filmes controles e ativos de GEL:CMC.

Temperatura (°C)

*Perda de massa (%0) \ A B C D E
504 Conj[role 39,4 103 68,4 55,1 48,7
Ativo 38,8 51,6 44,8 65,6 38,1
10% Conj[role 49,3 204,7 117,3 94,2 80,52
Ativo 58,9 80,8 70,1 96,85 52,78
2504 Controle 110,1 271 268,1 270,5 256,5

Ativo 143,3 211,2 204,6 232,7 154
Controle 275,0 317,5 321,9 315,8 306,9

S0% Ativo 265,5 288 290,6 306 286,5
— Controle |  419,5 >637,9 >6380 5517 426

Ativo 4944 637,6 4759 5444 4318

Massa Controle 20,7 32,2 28,4 20,9 16,1
residual (%) | Ativo 24,3 25,6 20,7 18,3 5,6

*Aproximadamente.
Formulagbes: A (0GEL:100CMC), B (25 GEL:75CMC), C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) e E
(100GEL:0CMC). Ativos: 3% (m/v) B-Gal e 2%(m/v) lipase.
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Yaradoddi et al. (2020), em seu estudo de desenvolvimento de embalagens
sustentaveis utilizando material a base de CMC e GEL apresentou a analise
termogravimétrica em trés estagios de degradacgdo, variando entre 43-192°C, 192-373°C
e 373-692°C. Os autores concluiram que os materiais foram difundidos uniformemente e
foram fortemente combinados. Além disso, os residuos dos filmes de mistura foram
aumentados com o aumento do componente CMC, o que implicava que a adi¢cdo de CMC
contribuiu para a propriedade de estabilidade térmica. O primeiro estagio esta associado
a perda de &gua livre e ligada, o segundo estagio entende-se que houve degradacdo ou
deformacéo dos constituintes da CMC e da GEL e o terceiro estagio, gases significativos,
como mondxido de carbono (CO) e didxido de carbono (CO>), 4gua e alguns compostos

volateis, sdo liberados com outros residuos carbonaceos.

5.6 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Um calorimetro exploratério diferencial (DSC) foi usado para determinar o
comportamento térmico de cada filme produzido. As curvas de DSC para os filmes ativos
e controles de GEL:CMC estdo presentes na Figura 36. Comparando os filmes controles
de GEL (E — 100GEL:0CMC) e CMC (A — 0GEL:100CMC), observa-se um amplo
evento endotérmico atribuido a desidratacdo e decomposi¢cdo dos componentes instaveis,
com valor méximo em torno de 87 e 95°C, respectivamente, e um deslocamento dos picos
endotérmicos dos filmes ativos, Figura 36. (b), de mesma composicdo para 78 e 84°C,
indicando que a adicdo das enzimas reduz a estabilidade térmica dos filmes,
provavelmente envolvendo ligacdes com os grupamentos (-OH) laterais dos polimeros
com interagdes mais fracas e consequentemente menos estaveis termicamente. Além
disso, ocorre a degradacdo de aminoécidos a base de proteina, que sdo os principais
componentes dos filmes de GEL, e o grupo carbonilo das cadeias laterais da CMC (Tran
etal., 2023).

As interagOes intermoleculares e intramoleculares da GEL e do polissacarideo
aumentam a estabilidade térmica das membranas, atribuida a uma reagdo de ligagédo
cruzada entre as macromoléculas e a formagdo de ligagbes de hidrogénio estaveis e
estruturas ordenadas sendo possivel a identificacdo de picos de transicdo vitrea (Tg) e
picos de fuséo (Tm) (Chen et al., 2024). No entanto, a medigdo das temperaturas T4 da
CMC e GEL por DSC sao dificeis uma vez que a alteracdo da capacidade térmica ou sinal

no fluxo de calor € usualmente muito mais fraco do que o dos polimeros convencionais.
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(100GEL:0CMC). Ativos: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.
Figura 36. Curvas DSC dos filmes GEL:CMC controles (a) e ativos (b).

Na Figura 36 (a), é possivel observar o deslocamento dos picos endotérmicos, nos

filmes com mistura dos polimeros, para temperaturas maiores e na formulagdo B

(25GEL:75CMC) hd um pequeno evento endotérmico, provavelmente associado a grupos

72



instaveis ligados a estrutura com um pico principal, provavelmente, acima de 200°C,
indicando maior estabilidade térmica.

O perfil para o comportamento térmico é mantido para os filmes ativos, Figura 36
(b), porém, a interacdo das enzimas com os grupos hidroxila e carboxila dos polimeros e
0 Seu posicionamento na matriz polimérica ocasiona um enfraquecimento nas ligacGes
entre polimeros, demandando menor energia para a fusdo. Observa-se que hd o
aparecimento de dois picos, o primeiro provavelmente associado a enzima fracamente
ligada aos grupos laterais das moléculas na matriz e o segundo associado aos
componentes dos polimeros. No filme B ativo (25GEL:75CMC:LL) ha um pico de baixa
intensidade em 162°C, podendo ser compativel com a degradacdo de grupamentos da
enzima, com temperatura mais elevada, confirmando melhor estabilidade térmica do

filme.

5.7 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

Os resultados da analise de difracdo de raios X para os precursores dos filmes,
estdo apresentados na Figura 37. Foi analisado o plastificante sorbitol e os polimeros
utilizados (GEL e CMC), em forma de p6 fino. A GEL apresentou um difratograma
caracteristico de uma amostra amorfa, com uma extensa reflexdo entre 20 = 15-35°,
indicando que a macromolécula de GEL é predominantemente em uma conformacéo
irregularmente enrolada, apresentando uma cristalinidade relativa de 8,3%.

A CMC apresentou um pico caracteristico em torno de 260 = 9° ¢ entre 18° a 28°,
com maior intensidade em 20°, configurando uma estrutura semi-cristalina, e indice de
cristalinidade relativo de 49%, semelhante ao encontrado por Tavares, et al. (2020) com
um indice de cristalinidade de 51%, quando avaliou o efeito da adi¢do de CMC em filmes
de amido de milho. Os autores discutem que a cristalinidade da CMC pode estar
relacionada com o método aplicado na obtencdo da celulose antes da sintese da CMC.
Por exemplo, no processo de branqueamento das fibras ocorre a remocao da lignina e da
hemicelulose que s&o conhecidas por contribuir com sua amorfosidade, obtendo entéo
uma CMC com maior grau de cristalinidade em relacdo a uma CMC obtida de fibras
limpas.

O sorbitol apresentou-se como o material mais cristalino e a cristalinidade relativa

foi de 79,3% , corroborando com o resultado obtido por Queiroz, et al. (2023) que obteve
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um indice de cristalinidade relativa para o sorbitol de 80,8%. Os resultados das analises

de difracéo dos raios X dos filmes de GEL:CMC estéo apresentados na Figura 38.
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Legenda: A (0GEL:100CMC), B (25GEL:75CMC), C (50GEL:50CMC), D (75GEL:25CMC) e E
(100GEL:0CMC).

Figura 38. Difracédo de raios X dos filmes GEL:CMC controles.
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Um pico de difragdo em torno de 26= 8° foi observado e ¢ atribuido a gelificagao
devido a renaturacdo de cadeias de GEL em uma estrutura semelhante a coldgeno de tripla
hélice discutido, semelhantemente, por Mosleh et al., 2024. E uma renaturagéo parcial de
hastes de coladgeno nativo, enquanto uma parte substancial das cadeias de GEL
permanecem em uma contor¢do aleatéria de bobina. As hélices se posicionam
alternadamente entre as porcdes de bobina ndo se agregando ao gel (Lopez-Angulo et al.,
2020).

Quando resfriada, a solucdo de GEL retoma a estrutura tripla-hélice caracteristica
do colageno, formando um hidrogel. Isso ocorre porque as moléculas de agua se
posicionam nos intersticios e ocorre a formacdo de ligacBes de hidrogénio com 0s
grupamentos CO e NH (Kamath & Park, 1993). Sendo assim, as estruturas tripla-hélices
tendem a se embalar em pacotes na superficie do filme, ocasionando a difracdo dos raios
X. O pico acentuado é formado e a sua posicdo depende da umidade residual do filme.
Esta banda também foi relatada por Pereda, et al. (2011) em seu estudo sobre compositos
de GEL-quitosana e filmes de dupla camada com potencial atividade antimicrobiana.
Além disso, eles observaram o aumento de cerca de 6,4% na cristalinidade da GEL
hidrolisada em forma de filme comparando com a GEL em p06, valor proximo ao
encontrado neste trabalho, com um aumento de aproximadamente 5% em relacdo a
cristalinidade da GEL nativa. Para o filme A controle (OGEL:100CMC) também foi
observado um halo nesta regido, é possivel que esteja associado a separacdo de fase dos
componentes durante o processo de casting ou interacdes entre a CMC e o sorbitol.

O significativo pico entre 20= 13°- 28°, presente em todos os filmes, corresponde
a fase amorfa das estruturas e estd associado a presenca de agua, glicerol, CMC e bobinas
aleatdrias de GEL. A medida que a concentracdo de CMC na formulacédo dos filmes foi
aumentada, a intensidade do pico referente ao componente amorfo foi reduzida devido as
interacdes ocorridas entre a GEL e a CMC, por meio das substituicdes das hidroxilas da
CMC por componentes da estrutura da GEL e do sorbitol, tornando a estrutura mais
complexa e com ligagOes mais coesas. Um pico cristalino aparece nas formulagfes com
maiores concentracbes de GEL (E- 100GEL:0CMC, D- 75GEL:25CMC e C-
S50GEL:50CMC) em 28 = 26,6°, correspondendo provavelmente a um residuo molecular
de microcristalito desorganizado do grupo lateral anidnico mais volumoso da CMC, que
interrompeu a formacéao de rede cristalina durante a preparacdo do filme. Este resultado
é semelhante ao encontrado por Harizah, Isa e Sarbon (2016) avaliando o efeito da goma

xantana em filmes de GEL:CMC, em que o pico cristalino foi identificado em 26 =29,07°,
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no filme controle (sem adicdo da goma xantana). Outros picos foram identificados e estdo
atribuidos as diversas interacdes entre os componentes dos filmes e principalmente do
efeito do sorbitol que apresenta maior cristalinidade, como os picos na regidao 26 = 29,6°,
41,7° e 44,2°.

Para confirmar o observado nos difratogramas, foi calculado a cristalinidade
relativa referente aos filmes controles e ativos por meio da proporcionalidade entre a area
amorfa e cristalina, Tabela 7, sendo possivel observar que os filmes com maior proporgao
de CMC na formulacdo apresentam uma cristalinidade mais elevada em até 5,8%. A
cristalinidade também sofreu efeito da adicdo das enzimas, sendo reduzida em maior
proporc¢éo nas blendas (B (25GEL:75CMC), C (50GEL:50CMC) e D (75GEL:25CMC)),
devido ao enfraquecimento das interacdes entre a GEL e a CMC. A formulagdo que sofreu
menor efeito foi o E (100GEL:0CMC), mostrando maior interacdo das enzimas com 0s

grupos aniénicos volumosos da CMC.

Tabela 7
Indice de cristalinidade relativa dos filmes (GEL:CMC) controles e ativos.

Cristalinidade Relativa (%o)

Formulacéo Filme Controle Filme Ativo
A (OGEL:100CMC) 19,1% 15,7%
B (25GEL:75CMC) 17,0% 11,2%
C (50GEL:50CMC) 14,0% 9,5%
D (75GEL:25CMC) 13,6% 8,7%
E (L00GEL:0CMC) 13,3% 11,8%

A difracéo dos raios X foi quantificada para os filmes ativos e estdo apresentados
na Figura 39. O comportamento foi semelhante ao observado para os filmes controles
variando, na maioria das formulacbes, a intensidade do pico correspondente a fase
amorfa, aumentando ou reduzindo a intensidade, variando assim o indice de cristalinidade
relativo. Observa-se que nenhum novo pico de difracdo apareceu no espectro de DRX
quando a GEL foi adiciona a estrutura dos filmes, indicando uma boa interagdo com os
polimeros e o sorbitol, além da reducdo da intensidade do pico de difracdao proximo a 20=
8°, indicando possivelmente interagdes de hidrogénio entre a GEL e as enzimas reduzindo

a estrutura de tripla hélice, da mesma forma que a adi¢do de CMC.
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Intensidade (u.a.)

Angulo de difragdo (20)

Legenda: A (0GEL:100CMC:LL), B (25GEL:75CMC:LL), C (50GEL:50CMC:LL), D
(75GEL:25CMC:LL) e E (100GEL:0CMC:LL). LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Figura 39. Difracdo de raios X dos filmes GEL:CMC ativos.

5.8 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

Os espectros FTIR dos precursores CMC, GEL, sorbitol, lipase e p-Gal, Figura 40
(a), foram utilizados como referéncia para identificar a influéncia de cada material e as
modificagOes que ocorreram na estrutura dos filmes. A GEL exibiu uma larga banda de
absorcdo entre 3500 e 3000 cm™ que corresponde as caracteristicas sobrepostas do
alongamento O-H dos grupos hidroxila e alongamentos -NH da amina, que caracteriza a
amida A (3387 cm™) e a amida B (3109 cm™). O alongamento O-H indica a presenca de
agua ligada por ligagdes de hidrogénio a amida. As bandas de vibragdo dos grupamentos
simétricos de -CHs; foram observados em 2924 cm™. Duas bandas de absorgdo
discerniveis sdo observadas em 1635 e 1550 cm™ que podem ser atribuidas & amida |
com alongamento C=0 ou liga¢des de hidrogénio acopladas com COO" e amida Il com
vibragdes para o alongamento N-H, respectivamente, uma vez que a GEL é uma mistura
de peptideos e proteinas obtidos da hidrolise parcial do colageno (Sadi, Ferfera-Harrar,

2023). Bandas em 1257 cm™ refletem vibrag6es do plano de amida I11 dos alongamentos
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C-N e -NH da amida ligada e banda em 1041 cm™ atribuidos ao alongamento C-O do
grupo carboxila. A banda de baixa intensidade na regido da amida Il1 € devido a perda do
estado de tripla hélice durante o processo de extracdo da GEL(Hassan et al., 2021).

A CMC apresentou uma banda larga em torno de 3394 cm™ correspondendo ao
alongamento O-H de grupos hidroxila e bandas fracas em 2924 cm™ devido ao
alongamento C-H simétrico de grupos de metileno, respectivamente (Zhang et al., 2023).
A banda em torno de 1635 é atribuida ao alongamento C=0 dos grupos carboxilicos e a
banda 1419 cm™ com o alongamento O-H no plano. A banda em 1049 cm™ pode ser
caracteristica do alongamento C-O-CH. presente nas bandas de absorcéo da estrutura da
celulose.

O espectro do Sorbitol apresentou bandas com maiores intensidades em 3379 e
2924 cm correspondentes aos alongamos -OH e C-H, respectivamente. Os poliois tém
bandas de alcance entre 1500 e 1200 cm™®, como a banda destacada em 1419 cm™, essas
bandas sdo atribuidas a sobreposicdo de C-H em planos e -OH em curvaturas nas
moléculas de poliol. A banda em 1049 cm foi atribuida as vibragdes do alongamento C-
OH (Pourfazard et al., 2018).

Os espectros FTIR-ATR das enzimas lipase e B-Gals livres revelam varias bandas
referentes a diferentes grupos funcionais. A banda registrada entre 3500 e 3000 cm™ esta
associada as vibragdes dos grupos O-H e -NH presentes nas enzimas. As bandas entre
3000 e 2800 cm™ sdo devido ao alongamento C-H assimétrico e simétrico (Souza et al.,
2019). As bandas registrados em 1666, 1442 e 1226 cm™ para a lipase e 1651, 1419 e
1219 cm™ para a B-Gal sdo atribuidos, respectivamente, a amida I relacionada a vibragio
do estiramento C=0, a amida Il correspondente a vibrages de flexdes N-H e
alongamento C-N, e amida Il atribuida ao alongamento C-C, C-N e vibrac@es de flexdo
N-H (Sharma et al., 2019; Mohammadi et al., 2020). A intensa banda em torno 1041 cm?
corresponde provavelmente a alongamentos C-O de grupos carboxilicos presentes na
estrutura das enzimas.

O espectro do filme controle A (OGEL:100CMC), Figura 40 (b), apresentou
bandas caracteristicos do p6 de CMC, Figura 40 (a), com uma ligeira mudanca na
intensidade das bandas, atribuida aos grupos funcionais do plastificante e das ligacoes
formadas, com maior intensidade em 1319 cm™ do estiramento simétrico C-H e reducéo
em 1041 cm™, indicando boa miscibilidade entre eles. Em relagéo ao espectro do filme

ativo A (OGEL:100CMC), observa-se um aumento na intensidade das bandas, indicando
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que as enzimas ligam-se a estrutura do filmes nos grupamentos laterais sobrepondo as

bandas e com maior intensidade na banda 1033 cm™ dos grupamentos C-O das enzimas.
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Figura 40. (a) Espectros FTIR para o sorbitol, GEL em p6, CMC em po, lipase e lactase;
(b) filmes controle GEL-CMC,; (c) filmes ativos — GEL:CMC. Ativos: 3% (m/v) B-Gal e
2%(m/v) lipase.

O espectro do filme E (100GEL:0CMC) mostra que a GEL apresentou menor
interacdo com o sorbitol, aumentando a intensidade da banda na regido entre 1600-1200
cm! associado aos estiramento C-H em planos e -OH em curvaturas nas moléculas de
sorbitol. Os espectros para os filmes ativos, Figura 40 (c), apresentaram um aumento da
intensidade na regido de 1100 e 900 cm™ caracteristicos das enzimas adicionadas.

Conforme os espectros FTIR de filmes B, C e D controles, Figura 40 (b), é
evidente que os filmes de mistura GEL:CMC exibem caracteristicas semelhantes aos
filmes dos polimeros isolados e os filmes com maior concentracdo de CMC possui maior
intensidade na banda 1041 cm™ correspondente ao grupamento C-O da CMC. Com a
adicdo da enzima houve o aumento da intensidade da banda 1033 cm™, para o
alongamento O-H e C-O, explicado pelas interagdes moleculares entre o grupo hidroxila
da CMC e o grupo carboxilico da GEL, além da interacdo com os grupos OH do sorbitol
aumentando a carga superficial da estrutura (Nguyen et al., 2023).

5.9 ENSAIOS DE TRACAO
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Os resultados obtidos para a resisténcia maxima a tracao, alongamento e modulo
de elasticidade dos filmes ativos e controles foram apresentados graficamente e feita a
correlacdo linear dos dados. A resisténcia maxima a tracdo € uma propriedade
fundamental dos materiais que descreve a maxima tensao que um material pode suportar
antes da ruptura e € uma medida da forca por unidade de area (se¢éo transversal), sendo
a espessura fundamental para a medida. A espessura média dos filmes controles e ativos
foram medidas e estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8
Espessura média dos filmes GEL:CMC ativos e controles.

Espessura (mm)

Formulacéo Filme controle Filme ativo
A (OGEL:100CMC) 0,046 + 0,006° 0,054 + 0,004°
B (25GEL:75CMC) 0,052 +0,004* 0,062 + 0,006°
C (50GEL:50CMC) 0,067 + 0,007° 0,078 + 0,009%
D (75GEL:25CMC) 0,090 + 0,0082 0,091 + 0,006%
E (L00GEL:0CMC) 0,091 + 0,003% 0,093 + 0,003%

Médias seguidas da mesma letra mindscula em mesma coluna correspondem a médias estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A espessura média dos filmes foi maior a medida que aumentava-se a
concentracdo de GEL na composi¢éao, sendo 0,091 + 0,003 mm para os filmes de GEL —
E (100GEL:0OCMC) e de 0,046 + 0,006 mm para os filmes de CMC - A
(OGEL:100CMC), constituindo metade do valor de espessura do filme E. . Isto porque na
solucdo formadora de filme de GEL a concentracdo do polimero foi de 8% em relacdo ao
volume da solucdo, enquanto a concentracdo de CMC foi de 3%. Dessa forma, quando a
solugéo passava pelo processo de evaporagédo do solvente (casting) a massa residual era
maior para os filmes contendo GEL e aumentava proporcionalmente a sua concentracgéo.
Embora, ndo houve diferenca significativa entre as formulagoes D (75GEL:25CMC) e E
(100GEL:0CMC), devido a baixa concentragdo da CMC na solucédo, ndo influenciando
no valor da espessura. A adicdo da enzima nao influenciou a espessura dos filmes por sua
baixa concentracdo na solugdo formadora de filme.

A correlacdo linear dos valores da resisténcia maxima a tracao para as formulacgdes

foi significativa (p < 0,05) para os filmes controles e ativos e estdo representados na
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Figura 41. Na faixa estudada, a adi¢cdo de 1% de GEL na composicao do filme reduz o
valor da resisténcia em 0,13 MPa para os filmes controle e 0,11 MPa para os filmes ativos.

Comparando os valores encontrados para a resisténcia maxima a tracéo dos filmes
de GEL:CMC controles e ativos, observa-se que na concentracdo adicionada neste
trabalho, as enzimas néo alteraram significativamente (p > 0,05) o limite de resisténcia
do filme E (L00GEL:0CMC). Ja o filme com 100% de CMC (filme A — 0GEL:100CMC)
houve reducdo da resisténcia maxima a tragdo com a adicdo da enzima em sua estrutura,
havendo um enfraquecimento da sua rede cristalina justificada pelas interacdes dos
grupos hidroxila e carboxila com o glicerol presente na enzima [3-Gal e também associado
a ocupacdo dos espacos vazio da estrutura polimérica pelas enzimas adicionadas,
provocando um afastamento da estrutura e reducdo da resisténcia. Este efeito é
confirmado pela reducdo do indice de cristalinidade relativa, obtida por meio da difracédo

dos raios X, quando comparados os filmes controles e ativos.
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Figura 41. Resisténcia maxima a tracdo dos filmes ativos e filmes controles em relacéo
ao contetdo de GEL na composicao dos filmes (%).

A deformacdo do filme ocasionada pela forgca aplicada no corpo de prova em
relagdo ao comprimento inicial até a ruptura, estd representada nos valores de

alongamento, Figura 42. A partir dos valores obtidos para os filmes controles por meio
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da correlacéo linear significativa (p < 0,05), nota-se que o conteido de GEL presente na
formulacéo exerce influéncia em relagéo ao alongamento, ou seja, a medida que aumenta-
se a concentracdo de GEL em 1% na formulagdo, provoca uma reducdo de
aproximadamente 0,032% na elongacao até a ruptura pela alteracdo da estrutura do filme
em relacdo a forgas intermoleculares, aumentando o grau de interacdo e tornando a matriz
polimérica menos flexivel.

Da mesma forma, para os filmes ativos a adi¢do de 1% de GEL provoca a
reducdo de 0,074% do alongamento mas, neste caso, a flexibilidade entre as cadeias é
aumentada devido ao posicionamento da enzima nos espacos vazios entre as moléculas,
enfraquecendo as interacGes existentes entre os polimeros e o plastificante, além de
formar novas interacfes corroborando com o resultado obtido para resisténcia maxima a
tracdo, no qual apresentou menores valores de resisténcia para os filmes ativos.

Quando a concentracdo de CMC na estrutura dos filmes é maior, provavelmente,
fortes interagcdes nas zonas de juncéo da estrutura de GEL s&o formadas, correspondentes
a zona cristalina da estrutura, aumentando a resisténcia a tracdo. Como consequéncia,
ocorreu também um aumento de grupos aniénicos volumosos, que se localizaram entre
as cadeias peptidicas na regido amorfa, enfraquecendo as interacdes entre as cadeias e

permitindo melhor extensibilidade da estrutura.
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Figura 42. Alongamento dos filmes ativos e filmes controles em relagdo ao contetdo de
GEL na composigéo dos filmes (%).
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Os polimeros sdo materiais com cadeias longas e flexiveis, o que resulta em
maodulos de elasticidade menores em comparagdo a outros materiais como 0s metais. O
maodulo de elasticidade em polimeros € influenciado pela densidade de entrelagamentos
das cadeias moleculares, o grau de cristalinidade e pela presenca de aditivos. Ele mede a
resisténcia de um material ao ser deformado elasticamente, de maneira reversivel, quando
uma tenséo é aplicada.

A correlacdo linear aplicada para os filmes controle foi significativa (p < 0,05),
indicando que a adicdo de 1% de enzima na composic¢ao do filme provoca uma reducéo
de 5,19 MPa no valor do modulo de elasticidade, Figura 43.

Quando avaliado a adicao de enzima (filmes ativos), ha diferenca significa (p <
0,05) em relacdo aos filmes controle, mas os valores obtidos ndo apresentaram correlagdo
linear significativa (p > 0,05), indicando que a quantidade de enzima presente e como
consequéncia o aumento da quantidade de plastificante na estrutura cuja acdo consiste em
diminuir a intensidade de ligacdo das moléculas do polimero, reduziram a cristalinidade
do material, reduzindo a resisténcia a deformacao na regido elastica de maneira que o
modulo de elasticidade ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) para todas as

formulagoes.
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Figura 43. Modulo de elasticidade dos filmes ativos e filmes controles em relagdo ao
contetdo de GEL na composigdo dos filmes (%).
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Quando as enzimas foram adicionadas a solucdo filmogénica, ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) para as mesmas composi¢des poliméricas quanto a resisténcia,
mostrando que as enzimas nédo interagem na zona de juncédo da estrutura do filme.

De maneira similar, Shabahzi et al. (2021) incorporou 6leo essencial de Mentha
longifolia L. em filmes nanofibrosos de GEL e CMC com o objetivo de produzir
embalagens ativas para aumentar a vida Gtil de camardo gigante de dgua doce e o efeito
da adicédo do 6leo essencial foi significativo em relagdo aos valores dos testes mecanicos.
A concentracdo das solucBes filmogénicas de CMC foi de 2% (m/v) e de GEL 10%
(m/v) e a composicao da solucdo formadora de filme foi de 50:50. A adicdo do oOleo
essencial provocou uma reducdo na forca de tracdo explicado pela interacdo do 6leo
essencial com a matriz polimérica, havendo uma substituicdo parcial de fortes interacfes
intermoleculares na rede dos polimeros, gerando filmes mais fracos, como ocorre no

presente estudo pela adicdo das enzimas a estrutura polimérica.

5.10 HIDROLISE DA LACTOSE

O método colorimétrico empregado para a determinacdo de acUcares redutores
utiliza o &cido 3,5-dinitrosalicilico como agente oxidante do reativo DNS. Este método
foi descrito primeiramente por Sumner e Graham (1921), com objetivo de avaliar a
presenca de acUcares redutores (glicose) na urina de pacientes portadores de diabetes.
Com o passar dos anos, surgiram algumas variacGes, destacando-se o método proposto
por Miller (1959), o qual vem sendo utilizado nos ultimos anos em diferentes aplicacdes,
fornecendo uma alternativa nao especifica para métodos mais aprofundados e demorados
como cromatografia gasosa e HPLC.

A reacdo ocorre conforme a Figura 44, na qual o &cido 3,5-dinitrosalicilico reage
com o carbono carbonilico de aclcares redutores e se reduz a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, um composto corado, cuja absor¢do maxima da luz ocorre a 540 nm.

A curva-padrao de glicose obtida pelo método de regresséo linear dos minimos quadrados
e a variacdo colorimétrica das concentracdes padrdes medidas, estdo apresentadas nas
Figuras 45 e 46. A partir da curva-padréo € possivel fazer uma estimativa da concentragdo
dos acgucares redutores presentes na amostra hidrolisada (lactose padrdo em contato com
os filmes ativos) e comparar com a amostra controle (lactose padrdo 5% m/v), uma vez

que, a hidrolise da lactose libera glicose e galactose na solucdo, aumentando a
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concentracdo dos aclcares redutores, provocando maior reducdo do acido 3,5-

dinitrosalicilico, intensificando a coloragdo e a intensidade de absor¢do no comprimento

de onda selecionado. O aumento de 0,1 unidade da absorbéancia corresponde ao aumento

de 10,28 mg/mL de glicose.

COOH CHO
OH —'_OH
+HO——
O,N —10OH
N2 L oH
CH,0OH

Acido 3,5- dinitrosalicilico
(Amarelo)

Glicose

Acido 3- amino-5-nitrosalicilico
(Laranja)

CH,0H

Acido glucénico

Figura 44. Esquema das reacGes envolvidas no método DNS.
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pelo método DNS.
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Da direita para esquerda: Branco, 0,07 mg/mL, 0,7 mg/mL, 7 mg/mL, 14 mg/mL, 35 mg/mL, 70 mg/mL.

Figura 46. Variacdo colorimétrica da reacdo do &cido DNS com diferentes concentracoes
de glicose para elaboracéo da curva padrao.

Os resultados obtidos a partir da hidrélise da lactose presente na solugéo padréo,
expressos em concentragao de actcar redutor (mg/mL) por tempo de reacdo (min), estdo
apresentados na Figura 47. No tempo zero (inicio da reacdo) a solucédo de lactose padrédo
utilizada obteve um valor estimado de concentracao de agucar redutor de 33,8 mg/mL.
Com base neste valor, foi possivel avaliar a eficiéncia dos filmes ativos em hidrolisar a
lactose, pela quantificacdo da glicose liberada. Sendo este método pouco qualitativo para
glicose pois o reagente pode ser reduzido por outros agucares presentes na solucao, mas,
apresenta um valor de variacdo da concentracdo desses agucares a partir da hidrolise da
latose.

Além dos filmes ativos, foi testada a hidrolise da lactose utilizando a enzima em
sua forma livre, na mesma concentracdo que foi imobilizada nos filmes ativos de
GEL:CMC. Para a enzima livre, a concentracdo de actcar redutor em 240 min de reacao
foi de 88,70 mg/mL, indicando que a quantidade de enzima utilizada oferece boa taxa de
hidrélise obtendo uma concentracdo de acglUcar redutor maior que duas vezes a
concentracdo na solucdo padrdo. O mesmo ocorreu quando a solucao foi posta em contato
com os filmes ativos. Todas as formula¢Bes apresentaram uma concentragdo de aglcar
redutor 100% maior que o encontrado para a solucao padrao a partir de 180 min de reacao
e a maior taxa de hidrolise ao final dos 240 min foi obtida para o filme C
(50GEL:50CMC:LL) e D (75GEL:25CMC:LL) com concentragdo de agUcar redutor de
97,24 mg/mL e 93,06 mg/mL, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente (p <0,05).
As demais formulagdes e a enzima livre nédo diferiram estatisticamente entre si (p <0,05),

porém houve diferenca significativa com os filmes C e D (p > 0,05).
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Legenda: EL: Enzima livre (B-Gal 3% m/v), A (0OGEL:100CMC:LL), B (25GEL:75CMC:LL), C

(50GEL:50CMC:LL), D (75GEL:25CMC:LL) e E (100GEL:0CMC:LL). LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v)
lipase.

Figura 47. Hidrolise da lactose presente na solucdo padréo de lactose 5% (m/v) por meio
da B-Gal livre e dos filmes ativos em relacdo ao tempo de reacdo.

E importante ressaltar que foi utilizado uma area de filme de 10 cm2 em 10 mL de
solucdo para avaliar a eficiéncia hidrolitica. Com isso, apenas uma pequena parte da
enzima imobilizada nos filmes foi utilizada, sendo a &rea total do filme 176,71 cm2 com
0,9 mL de enzima incorporada e na area de filme utilizada no teste (10 cm?2) a quantidade
de enzima presente na solucdo corresponde proporcionalmente a 0,051 mL de enzima.
Para 0 mesmo volume de solucdo, a quantidade de enzima livre adicionada foi de 0,3 mL.
A atividade enzimatica especifica dos filmes e da enzima livre foi calculada a partir da
concentracdo agucar redutor acrescentado a solu¢do. Uma unidade de atividade foi entéo
definida como a quantidade de enzima (mL) utilizada para formar 1 umol de agulcar
redutor por minuto de reacdo, mostrado na Figura 48.

Como a reacdo hidrolitica ocorre em sitios ativos especificos na molécula da
enzima (catélise enzimatica ocorre por meio de aproximacao e orientacdo), o processo de
imobilizacdo afeta sua atividade catalitica, que € frequentemente influenciada pela
reatividade de grupos de aminoacidos em um meio de reacdo aquoso. Esta informacao

sugere que no processo de imobilizagdo das enzimas nos filmes poliméricos, houveram
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reacOes ou posicionamentos especificos que favoreceram a atividade da enzima,
indicando que o filme ativo possui maior atividade enzimética que a enzima livre,
podendo reduzir os custos do processo de obtengdo de produtos zero lactose e favorecer

reacOes de transgalactosilacao.
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Legenda: EL: Enzima livre (B-Gal 3%m/v), A (0OGEL:100CMC:LL), B (25GEL:75CMC:LL), C

(50GEL:50CMC:LL), D (75GEL:25CMC:LL) e E (100GEL:0CMC:LL). LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v)
lipase.

Figura 48. Atividade enzimatica especifica para a -Gal livre e filmes ativos na hidrolise
de lactose.

Quando o AA incorporado as embalagens ativas € uma enzima (biocatalisador), a
utilizacdo de embalagens produzidas a partir de proteinas ou polissacarideos tem
contribuido para que haja um aumento da biocompatibilidade entre a embalagem e o
biocatalisador, criando um microambiente favoravel, beneficiando a atividade enzimaética
(Mohidem et al., 2023).

No estudo realizado por Cargnin, Gasparin & Paulino (2020) em que -Gal foi
imobilizada em hidrogeis de pectina, concentracbes mais altas de glicose foram
produzidas nas enzimas imobilizadas quando comparadas com sua forma livre, associado
a maior resisténcia mecénica e térmica do hidrogel, além de ocorrer a desnaturacdo da

enzima livre no contato direto com a lactose, reduzindo a concentracdo de glicose, da
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mesma forma que ocorreu no presente estudo. Este efeito pode ser melhor avaliado por
meio da cinética enzimatica.

A estabilidade dos filmes ativos a estocagem sob refrigeracéo foi testada apds um
periodo de 150 dias. O mesmo teste enzimatico foi aplicado e os resultados estdo
apresentados na Figura 49.

A atividade enzimatica dos filmes ativos foi mantida apos o periodo de teste. Nao
houveram perdas significativas (p < 0,05) na taxa de hidrolise dos filmes, sendo um
resultado favoravel para o processo de imobilizacao da enzima nos filmes de GEL:CMC.
Ja para a enzima livre, houve uma reducdo significativa (p > 0,05) na taxa de hidrolise,
sendo o valor obtido apds 150 dias correspondente a 89,5% do valor inicial, confirmando

as vantagens da imobilizagdo a longo prazo.
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Legenda: LAC 5%: Solucédo padrdo de lactose 5% mg/mL; EL: Enzima Livre (B-Gal 3% m/v); A: filme
0GEL;100CMC:LL; B: filme 25GEL:75CMC:LL; C: filme 50GEL:50CMC:LL; D: filme
75GEL:25CMC:LL e E: filme 100GEL:0CMC:LL. LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Figura 49. Estabilidade da p-Gal livre e dos filmes ativos apos 150 dias de estocagem
sob refrigeragéo.

5.11 HIDROLISE DE TRIGLICERIDEOS

O resultado da hidrolise de triglicerideos avaliada pelo teor de acidos graxos

(mg/mL) liberados da amostra de creme de leite por um tempo de reagdo equivalente a
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240 min, estd demonstrada graficamente na Figura 50. Observa-se que a amostra de creme
de leite (CL) apresentou um teor inicial de &cido graxo correspondente a 51,14 + 1,43
mg/mL. Em contato com a enzima livre (EL) os triglicerideos do creme de leite sdo
hidrolisados e liberam acidos graxos importantes para a manutencdo da satude em uma
concentracdo de 450 + 5,85 mg/mL. Os filmes ativos apresentaram um valor de acidos

graxos hidrolisados em torno de 353 + 23 mg/mL.
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Legenda: EL: Enzima Livre (Lipase 2% m/v); A: filme OGEL;100CMC:LL; B: filme 25GEL:75CMC:LL,;

C: filme 50GEL:50CMC:LL; D: filme 75GEL:25CMC:LL e E: filme 100GEL:0CMC:LL. LL: 3% (m/v)
B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Figura 50. Teor de 4cido graxo liberado pela hidrélise de triglicerideos por meio da lipase
livre e dos filmes ativos por tempo de reacao.

Para avaliar a atividade enzimatica especifica da lipase livre e dos filmes ativos
foi feita a correlacdo da area de filme com a quantidade de enzima adicionada, sendo que
para uma area de 2 cm? (utilizada no teste em 2 mL de creme de leite) a quantidade de
enzima correspondente foi de 0,0082 g e para a mesma quantidade de amostra foram
utilizados 0,04 g de enzima livre (2% m/v). O célculo foi feito a partir da concentracdo
de &cido graxo acrescentado a solu¢do. Uma unidade de atividade foi entdo definida como
a quantidade de enzima (g) utilizada para formar 1 umol de agucar redutor por minuto de

reagdo, mostrado na Figura 51.
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Semelhante ao que foi analisado para imobilizagdo da -Gal, durante o processo
de imobilizacdo h& um favorecimento a estrutura da enzima, provavelmente, promovendo
conformacgbes mais abertas possibilitando a lipase ser imobilizada com ativagéo
interfacial aprimorada, beneficiando as interacdes efetivas entre enzima e substrato. Além
disso, pode ter ocorrido forte ancoragem das enzimas na estrutura dos filmes devido as
interacOes das enzimas com os grupos funcionais dos polimeros, aumentando assim sua
atividade e estabilidade. A atividade dos filmes ativos foi 2 vezes maior que a atividade

apresentada para a enzima livre, favorecendo o processo de imobilizacéo.
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Legenda: EL: Enzima Livre (Lipase 2% m/v); A: filme OGEL;100CMC:LL; B: filme 25GEL:75CMC:LL,;
C: filme 50GEL:50CMC:LL; D: filme 75GEL:25CMC:LL e E: filme 100GEL:0CMC:LL. LL: 3% (m/v)
B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Figura 51. Atividade enzimética especifica para a lipase livre e filmes ativos na hidrolise
de triglicerideos.

A estabilidade da enzima livre e dos filmes ativos a estocagem sob refrigeracéo
foi testada apds um periodo de 150 dias. O mesmo teste enzimatico foi aplicado e os
resultados estéo apresentados na Figura 52. Nao houve diferenga significativa no valor da
taxa de hidrdlise quando comparados o teste inicial e apos 150 dias para cada amostra. A
taxa de hidrolise permaneceu a mesma, indicando que os filmes possuem boa estabilidade

enzimética também para a lipase, favorecendo o processo de imobilizacao.
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Guan et al. (2021), realizaram um estudo comparativo entre lipases livres e
imobilizadas em nanotubos de a-lactalbumina para aumentar a liberagéo de acidos graxos
que conferem sabor caracteristico aos queijos com baixo teor de gordura. Os resultados
obtidos para a atividade enzimatica foram semelhantes ao encontrado no presente
trabalho, sendo que as enzimas imobilizadas obtiveram uma atividade consideravelmente
superior & enzima livre e ou autores explicam que este aumento esta atribuido as lipases
serem fortemente adsorvidas na superficie do nanotubo e o equilibrio conformacional ser

deslocado para a forma aberta com alta atividade.
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Legenda: CL: Creme de Leite; EL: Enzima Livre (Lipase 2% m/v); A: filme 0GEL:100CMC:LL; B: filme
25GEL:75CMC:LL; C: filme 50GEL:50CMC:LL; D: filme 75GEL:25CMC:LL e E: filme
100GEL:0CMC:LL. LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Figura 52. Estabilidade da lipase livre e dos filmes ativos ap6s 150 dias de estocagem
sob refrigeragéo.

5.12 ANALISE DA HIDROLISE ENZIMATICA POR FTIR

Para confirmar a eficiéncia dos filmes na hidrolise de lactose e lipidios em
produtos lacteos foi realizado o teste em creme de leite através da espectroscopia FTIR-

ATR. O creme de leite zero lactose foi utilizado como referéncia, Figura 53.
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Figura 53. (a) FTIR-ATR para o creme de leite (CL) e CL zero lactose; CL em contato
com os filmes ativos: (b) A (OGEL:100CMC:LL), (c) B (25GEL:75CMC:LL), (d) C

(50:GEL:50CMC:LL), (e) D (75GEL:25CMC:LL) e E (100GEL:0CMC:LL). LL: 3%
(m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Normalmente, as ligacOes de acidos graxos sao identificadas por bandas na faixa
de 3000 e 2800 cm™ ligados a gordura B, Figura 54 (a), advindo das ligacdes CH;

presentes nas cadeias acil dos lipidios do leite, respectivamente triglicerideos e
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fosfolipidios e as bandas entre 1800 e 1700 cm™ correspondentes a gordura A, Figura 54
(b), com a vibracdo do estiramento C-O das ligacdes estéricas dos triacilglicerois ligados
a associagdo proteina-lipidio através do grupo carbonil (Nguyen et al., 2023). As bandas
naregido entre 1700 e 1500 cm™ corresponde a Amida I e Il dos grupos funcionais C=0,

N-H e a regifo de 1500 a 900 cm™ associada a Amida I11 (C-N) e aos carboidratos (C-
O/C-C/C-0-0/ C-H).
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Figura 54. (a) 3000 - 2800 cm™: Gordura B; (b) 1800-1700 cm™: Gordura A e (c) 3000-
1700 cm®: Hidrolise da gordura e liberagdo de AG. Legenda: Aa (O0GEL:100CMC:LL),
Ba (25GEL:75CMC:LL), Ca (50:GEL:50CMC:LL); Da (75GEL:25CMC:LL) e Ea
(I00GEL:0CMC:LL).* LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.

Observando o espectros do creme de leite e do creme de leite zero lactose,
observa-se que com a hidrolise da lactose hd uma variacao na intensidade das bandas mais
intensa na regido | entre 3500 - 3000 cm™ e naregio 111 entre 1700 - 900 cm™. A primeira
pelo consumo de -OH na quebra da ligagdo glicosidica, além das interac6es dos polimeros
com os componentes do creme de leite e a segunda relacionada a auséncia das ligacoes
glicosidicas devido a hidrélise da lactose em moléculas menores de glicose e galactose
alterando a vibragdo dos grupos (C-O, C-C, C-O-O, C-H) (Pinto et al., 2021),
representada na Figura 55. Quando o creme de leite foi colocado em contato com 0s
filmes ativos houve ainda maior reducdo na intensidade das bandas nestas regides,
indicando hidrdlise da lactose quando comparada com o creme de leite zero lactose.

Na regido Il, comparando o creme de leite e o creme de leite zero lactose
praticamente ndo houveram alteragdes. Porém, quando em contato com os filmes ativos
observa-se uma reducdo na intensidade das bandas em 2885 cm™ correspondente ao
estiramento CH. da gordura B e na regido 1l um aumento na intensidade das bandas pela
hidrolise dos lipidios em &cidos graxos, Figura 54 (c). Indicando assim, que os filmes

ativos, atuam satisfatoriamente na hidrélise da lactose e dos lipidios. Sendo o filme B
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(25GEL:75CMC) com o maior potencial hidrolitico, apresentando maior reducdo da
lactose e maior taxa de hidrolise de triglicerideos.
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Figura 55. 1700 - 900 cm™: Hidrolise da lactose. Legenda: Aa (OGEL:100CMC:LL), Ba
(25GEL:75CMC:LL), Ca (50:GEL:50CMC:LL); Da (75GEL:25CMC:LL) e Ea
(100GEL:0CMC:LL).* LL: 3% (m/v) B-Gal e 2% (m/v) lipase.
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6. CONCLUSAO

O desenvolvimento de blendas poliméricas é uma estratégia para superar as
deficiéncias de filmes individuais baseados em polimeros. Neste trabalho, blendas
poliméricas de GEL e CMC foram produzidas e a biocompatibilidade entre os polimeros
foi confirmada por meio de anélises morfoldgicas. As propriedades fisicas e quimicas das
blendas foram avaliadas, obtendo a melhor composicao para incorporacdo das enzimas
lipase e B-Gal, para seu uso em embalagens de produtos lacteos, especificamente produtos
sem lactose com reduzido teor de triglicerideos, aumentando suas propriedades
nutracéuticas. A CMC foi caracterizada como o polimero com maior hidrofilicidade,
obtendo maiores niveis de PVA e teor de umidade, maior resisténcia mecanica e melhores
propriedades térmicas. A CMC também formou filmes mais transparentes e, quanto maior
sua proporcao na solucao filmogénica, melhores as propriedades da blenda. Em relagéo
as propriedades enzimaticas, os filmes ativos foram capazes de hidrolisar a lactose e 0s
triglicerideos presentes na amostra. As blendas se destacam como um bom suporte para
imobilizacdo enzimatica, aumentando a estabilidade térmica e apresentando boas taxas
de hidrolise quando em contato com um produto lacteo. O desenvolvimento de
embalagens ativas utiliza uma tecnologia de baixo custo e oferece maior seguranga para
pessoas intolerantes a lactose, evitando contaminagao cruzada e € um processo promissor
para suporte de outros agentes ativos. As matrizes sdo completamente solveis em agua,
permitindo liberacdo completa do agente ou ingrediente ativo adicionado e podem ser
utilizadas tanto na industria alimenticia quanto na farmacéutica. A co-imobilizacdo
enziméatica em materiais de embalagens ainda é pouco explorada, possibilitando obter
processos inovadores com a técnica. Além disso, os filmes ativos podem promover
transformacbes que vdo agregar valor nutricional, como a producdo de GOS e
modificacbes na gordura do leite aumentando o teor de acidos graxos benéficos a salde.
A hidrdlise enzimatica é beneficiada quando as enzimas estdo imobilizadas nos filmes o
que viabiliza a producdo e utilizagéo dos filmes ativos como componentes de embalagem
para produtos lacteos. De maneira geral, a formulacéo C (50GEL:50CMC) apresentou-se
como a composicao de blenda com melhores resultados para produgdo em maior escala,
com boas propriedades fisicas, mecénicas, de barreiras, térmicas e enzimaticas com a

obtengédo de um processo promissor de embalagem ativa.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos resultados obtidos é possivel confirmar a eficacia dos filmes ativos
quanto a hidrolise da lactose e dos triglicerideos. Se faz necessario um estudo mais
detalhado quanto aos subprodutos da hidrdlise e a quantificacdo dos mesmos. Sendo
assim, com técnicas especificas, como a cromatografia gasosa e analises de HPLC, pode-
se determinar a presenca dos GOS e acidos graxos conjugados. A cinética enzimatica
pode ser explorada determinando a atividade enzimaética, as constantes de hidrdlise,
velocidade de reacdo e parametros 6timos para a hidrolise. Dessa forma o filme ativo
pode ser ainda melhor caracterizado quanto aos seus beneficios aos produtos lacteos e aos

consumidores.
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