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RESUMO

A B-galactosidase (lactase) € uma enzima de grande importancia para a industria de
alimentos. Ela € amplamente utilizada na hidrolise da lactose para obtencdo de produtos
com baixo teor de lactose. A imobilizacdo de enzimas é um método vantajoso no que diz
respeito principalmente a possibilidade de reuso das mesmas e consequente redugédo nos
custos de producdo. A quitosana € um biopolimero encontrado principalmente nas
carapacas de crustaceos e € uma alternativa como matéria-prima na formulacao de filmes
para alimentos. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver filmes de quitosana
incorporados com a enzima lactase imobilizada a fim de reduzir a lactose no leite, além
de poderem ser utilizados como uma alternativa de substituicdo do material da camada
interna de embalagens cartonadas, o polietileno. Para tal, foram formulados filmes
utilizando-se glutaraldeido como agente reticulante e duas diferentes concentracfes de
lactase (3 e 5 mL). Esses foram avaliados quanto a eficiéncia de hidrolise da lactose do
leite em diferentes temperaturas, 7 °C e 25 °C, nos periodos de 48 e 24 horas,
respectivamente, em cinco ciclos de reutilizacdo. Foram avaliadas também a influéncia
dos filmes no aumento de acidez dos leites que entraram em contato com 0s mesmos.
Uma pesquisa de aceitacao foi realizada a fim de conhecer a percepcéo dos consumidores
frente as inovacdes em embalagens de alimentos. Por fim, foram feitas analises das
propriedades mecanicas através de ensaio de perfuracdo e tracdo e comparagdo com um
filme de polietileno de baixa densidade. Os filmes analisados foram capazes de hidrolisar
mais de 60% de lactose nos cinco ciclos. Os com 5 mL de lactase hidrolisaram em mais
de 70% a lactose do leite, nas duas temperaturas, em todos os ciclos analisados. As
embalagens desenvolvidas no presente trabalho podem ser consideradas como uma boa
alternativa para serem aplicadas como embalagens de alimentos para leite. Os
consumidores entrevistados apresentaram boas intengdes de compra de um leite envasado
na embalagem em questdo. Devido a imobilizacdo das enzimas, essa embalagem pode ser
reutilizavel. Através da caracterizacdo dos filmes em relacdo as suas propriedades
mecanicas e comparacdo com o polietileno de baixa densidade, sugere-se estudos mais
profundos com relacdo a aplicacdo de agentes plastificantes na estrutura dos filmes de
quitosana.

Palavras-chave: Lactose. Imobilizacdo de enzimas. Embalagem ativa. Polietileno.
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ABSTRACT

B-galactosidase (lactase) is an enzyme of great importance for the food industry. It is
widely used in lactose hydrolysis to obtain products with low lactose content. The
immobilization of enzymes is an advantageous method with regard mainly to the
possibility of reusing them and the consequent reduction in production costs. Chitosan is
a biopolymer found mainly in shellfish shells and is an alternative raw material in the
formulation of films for food. The present work aimed to develop chitosan films
incorporated with the enzyme lactase immobilized in order to reduce lactose in milk, in
addition to being used as an alternative to replace the material of the inner layer of carton
packs, polyethylene. To this end, films were formulated using glutaraldehyde as a
crosslinking agent and two different concentrations of lactase (3 and 5 mL). They were
evaluated for the efficiency of lactose hydrolysis from milk at different temperatures, 7
°C and 25 °C, in periods of 48 and 24 hours, respectively, in five cycles of reuse. The
influence of the films on the increase of acidity of the milk that came into contact with
them was also evaluated. An acceptance survey was carried out in order to know the
perception of consumers regarding innovations in food packaging. Finally, analyzes of
the mechanical properties were made through perforation and traction tests and
comparison with a low-density polyethylene film. The analyzed films were able to
hydrolyze more than 60% of lactose in the five cycles. The films with 5 mL of lactase
hydrolyzed the lactose by more than 70%, at both temperatures, in all analyzed cycles.
The packaging developed in this work can be considered as a good alternative to be
applied as food packaging for milk. Consumers interviewed had good intentions to buy a
milk bottled in the packaging in question. Due to the immobilization of enzymes, this
packaging can be reusable. Through the characterization of the films in relation to their
mechanical properties and comparison with low density polyethylene film, further studies
are suggested regarding the application of plasticizing agents in the structure of chitosan
films.

Keywords: Lactose. Enzyme immobilization. Active Packaging. Polyethylene.
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1. Introdugéo

A lactose, principal carboidrato encontrado no leite, & constituida por dois
monossacarideos, glicose e galactose. A intolerancia a este carboidrato, por sua vez, consiste
na ma digestdo e absorgdo da lactose proveniente da reducdo da atividade da enzima [-
galactosidase, nomeada também como lactase (BATISTA et al., 2016).

Ainda segundo Batista et al. (2016), a intolerancia a lactose esta presente em 65% da
populacdo mundial. E, outros estudos apontam prevaléncia elevada na populacdo brasileira,
sendo distribuida principalmente em duas regies do Brasil: 44,1% em individuos do Sul do
Brasil e 60,8% em individuos do Sudeste do Brasil (PEREIRA; FURLAN, 2004). Visando
encontrar solugbes acerca da intolerancia a lactose - problema que acomete grande parte da
populacdo mundial e brasileira - muitas possibilidades vém sendo desenvolvidas, entre elas as
embalagens ativas.

De acordo com Aradjo (2020), a tecnologia de embalagens ativas é baseada na
incorporacgdo de substancias no material polimérico da embalagem e pode agir de trés formas:
através da migracdo para o alimento ao longo de sua vida util como, por exemplo, embalagens
antimicrobianas, aromatizantes; através da absorcdo de algum componente do alimento ou da
embalagem, como por exemplo, embalagens absorvedora de umidade ou de oxigénio; ou entdo
reagir atraves do contato com os constituintes do alimento, como é o caso da imobilizacédo de
enzimas.

A imobilizacdo de enzimas no material polimérico permite a sua reutilizacdo
diminuindo custos e, além disso, segundo Aradjo (2020), também proporciona um controle do
processo catalitico e alta seletividade, aumenta a estabilidade da enzima e permite um
processamento continuo ja que a enzima ird atuar apos o envase do alimento na embalagem.

Alguns trabalhos, como de Mendes et al. (2011) e Cardoso et al. (2009), j& foram
realizados para a imobilizagdo de enzimas em diferentes substratos. Dentre estes estudos,
destacam-se trabalhos em que foram desenvolvidas microcdpsulas de quitosana para
imobilizacdo de lactase e que utilizaram gel de alginato de calcio para imobilizar da lactase,
como em Vieira (2009). No entanto, ndo foram encontrados trabalhos que relatam a
imobilizacdo de enzimas em filmes contendo macroparticulas de quitosana, formando uma
embalagem ativa.

A quitosana (QUI) é um polimero atoxico, biodegradavel e biocompativel, e por isso é
considerado um polimero interessante de se utilizar para producao de embalagens (BAKSHI et

al., 2019). Devido a essas caracteristicas filme de quitosana pode ser considerado um promissor
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biomaterial, que pode ser utilizado como estudo para a preparagdo de embalagens cartonadas,
através da substituicdo da camada interna de polietileno. Assim, além da caracteristica
sustentavel pela utilizacdo de um polimero de origem natural, também pode ser estudada a
possibilidade de reutilizagdo da embalagem, quando a mesma possuir enzima imobilizada em
sua formulacéo.

Considerando as alegacdes expostas acima, esse trabalho é focado em analisar a
atividade enzimatica de filmes de quitosana com lactase imobilizada, e comparar as
propriedades mecénicas do filme produzido com o filme de polietileno presente em embalagens

cartonadas.

2. Revisao de literatura

2.1.  Quitosana

A quitina foi descoberta em 1811, pelo professor francés Henri Braconnot. Ele isolou a
quitina em algumas espécies de fungos e a nomeou de fungina. O termo “quitina” significa
tanica ou cobertura, e faz referéncia a sua dureza por funcionar como uma capa protetora de
invertebrados. Em 1823, Odier deu o nome quitina quando esta foi isolada em insetos e foi 0
primeiro a relatar a semelhanca entre as substancias presente na armadura dos insetos e nos
tecidos vegetais. Observou-se posteriormente a presenga de quitina na carapaca de caranguejo
e sugeriu-se que ela seria 0 material formador do exoesqueleto de insetos e, possivelmente, de
aracnideos, segundo Nascimento et al. (2016).

A quitosana é um biopolimero que possui uma estrutura molecular quimicamente
similar a celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais. Os grupos hidroxila (OH")
estdo dispostos na estrutura geral dos biopolimeros, mas a principal diferenca entre eles € a
presenca de grupos amino (NH:) na estrutura da quitosana. De acordo com Lima (2015), ela é
solivel em meio &cido diluido, formando um polimero catidnico, com a protonagdo do grupo
amino (NHs"), que confere propriedades especiais diferenciadas em relacdo as fibras vegetais.
A Figura 1 mostra a estrutura quimica dos biopolimeros celulose, quitina e quitosana.



12

Figura 1 — Estrutura dos biopolimeros celulose, quitina e quitosana.

CH 0

] NHCOCH, _dnm MH, 5]

Celulose Quitina Quitosana

Fonte: Mendes et al. (2011)

No estado solido, a quitosana é um polimero semicristalino. Sua morfologia vem sendo
estudada, tendo na literatura a mencdo de muitos polimorfismos. Ela é obtida a partir da
desacetilacdo quimica ou enzimatica da quitina, como mostrado na Figura 2, que € o segundo
biopolimero mais abundante na natureza, ficando atras apenas da celulose. Segundo
Nascimento et al. (2016), a quitina € encontrada em carapagas de crustaceos, em insetos,

moluscos e na parede celular de fungos.

Figura 2 — Processo de obtencdo da quitosana a partir da quitina purificada por
desacetilacéo alcalina.
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Quimicamente, a quitosana ¢ uma poliamina. Ainda segundo Nascimento et al. (2016),
esta € um polimero natural, de baixa toxicidade, passivel de ser manufaturada em forma de
filmes, fibras, laminas e géis. Possui importantes propriedades bioldgicas, fisiologicas e
farmacolégicas. E uma molécula bastante funcional, desempenhando atividade cicatrizante,
imunoestimulatoria, antitumoral, hemostatica, anticoagulante, mucoadesiva, hipolipémica,
antimicrobiana, dentre outras. Tem sido proposta também como suporte polimérico para
liberacdo de gene, liberacdo controlada de farmacos, cultura celular, pele artificial e suturas

cirdrgicas, entre outros.

2.2. Lactose

A lactose € o principal carboidrato do leite e encontra-se presente em grande quantidade
no soro (em torno de 70%) e no leite integral (em torno de 5%). Segundo Pereira et al. (2012),
trata-se de um dissacarideo sintetizado nas células alveolares da glandula mamaria através da
reacdo de um radical de D-glicose e outro de D-galactose unidos por uma liga¢ao B-1,4-
glicosidica. E encontrada sob duas formas isoméricas cristalinas o hidratada e B anidra, as quais
apresentam propriedades fisicas distintas, como visto na Figura 3. Em solucdo, hd a
transformacdo de uma forma na outra até se alcangar o equilibrio, fenémeno denominado

mutarrotacao.

Figura 3 — Estrutura quimica dos isdmeros da lactose.

Beta-lactose

Fonte: Pereira et al. (2012)
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As fracdes de alfa e beta lactose possuem solubilidades distintas e a mutarrotacao torna-
se um fator importante na cristalizacdo e dulgor do leite (HOLSINGER, 1997).

A lactose é uma importante fonte de energia para o organismo humano proporcionando
16,8 kJ.g-1 . Ela é usada em dietas, visto que os niveis de glicemia sdo reduzidos quando
comparados aos niveis de glicemia atingidos com o consumo de glicose. A hidrdlise da lactose
em monoses (glicose e galactose) aumenta este indice, sendo os monossacarideos, mais
facilmente digeriveis e solGveis (PEREIRA et al., 2012).

Segundo Zychar (2017), a lactose apresenta baixo poder adogante e baixa solubilidade
em agua, sendo digerida no intestino delgado atraves da enzima dissacaridase também
conhecida como lactase. A enzima lactase esta localizada no revestimento do intestino delgado,
e atua sobre a lactose, sendo responsavel por hidrolisar a ligacao glicosidica. O resultado desta
hidrolise sdo monossacarideos de glucose e galactose, que serd convertida em glicose
posteriormente. A hidrélise da lactose é de extrema importancia, pois aumenta a solubilidade e
digestibilidade do leite. Além disso, deficiéncias na enzima lactase ocasionam transtornos
intestinais como diarréia e grande desconforto abdominal, a ma digestdo da lactose ¢ nomeada
Intolerdncia a Lactose (IL).

Na industria de alimentos a lactose merece destaque na fabricagdo de iogurtes e queijos
(fermentacdo da lactose), e em outros alimentos ndo lacteos, como sopas, bebidas, produtos
carneos e misturas de especiarias. Na industria farmacéutica a lactose é comumente usada nas

formulagcdes como excipiente em capsulas e comprimidos.

2.3. Enzima B- galactosidase

De acordo com Pereira et al. (2012) e Araujo (2020), a p-galactosidase é uma das
enzimas mais utilizadas na industria de alimentos. Ela pertence ao grupo das enzimas
conversoras de sacarideos da familia das hidrolases e esta diretamente ligada com a lactose.
Para ser absorvida, a lactose precisa ser hidrolisada no intestino pela -galactosidase, chamada
simplesmente de lactase. No corpo humano, a lactase é encontrada mais abundantemente no
jejuno (a porcdo do intestino delgado compreendida entre o duodeno e o ileo), sendo esta
enzima um dos varios dissacarideos contidos na borda das células epiteliais do intestino
delgado. Sua funcdo é, especificamente, hidrolisar a lactose em aguUcar, glicose e galactose. A

Figura 4 ilustra este processo de hidrolise.
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Figura 4 —Hidrdlise enzimatica da lactose catalisada por p-galactosidase
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Fonte: Moreira et al. (2018)

Na maioria dos mamiferos, a atividade da lactase diminui ap6s o desmame, mas, em
alguns grupos étnicos, como nos caucasianos da Europa Ocidental, a atividade da lactase pode
persistir na vida adulta, permitindo total digestdo de grandes quantidades de lactose na dieta
(MATTAR; MAZO, 2010). No entanto, esta se tornando cada vez mais comum problemas
como a ma ingestdo da lactose, que ocorre devido a um declinio na atividade da enzima [3-

galactosidase.

Os termos lactase ndo persistente ou deficiéncia de lactase vem sendo utilizados como
sinbnimos de ma ingestao da lactose. Os individuos com ma ingestao de lactose podem ou nao
manifestar os sintomas clinicos de intolerancia a lactose (IL) em fungéo do grau de decréscimo
da atividade da lactase. Dessa forma, a deficiéncia da lactase pode existir, sem que
necessariamente o individuo manifeste os sintomas de IL (PEREIRA et al., 2012). Para o
aparecimento dos sintomas decorrentes da deficiéncia primaria de lactase é necessaria uma
reducdo de pelo menos 50% da atividade da enzima, o que explica parte da variacdo na

tolerancia a pequenas doses de lactose por individuos com intolerancia (BATISTA et al. 2016).

A exclusdo do leite da dieta de pacientes portadores de ma ingestdo da lactose pode
acarretar prejuizos nutricionais e consequentes danos a saude. Por isso, existem no mercado
produtos alternativos, com reduzidos teores de lactose, capazes de suprir as necessidades
nutricionais desses pacientes. Ainda assim, a busca por inovaces com relacdo a enzima lactase
continua sendo feita, para que num futuro proximo todos os individuos sejam capazes de

consumir alimentos com alto teor de lactose sem enfrentar preocupacoes.
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2.4. Imobilizacdo de enzimas

As enzimas sdo proteinas com propriedades cataliticas e em geral obedecem ao
mecanismo de catalise que relaciona a velocidade da reacdo com o equilibrio de formacédo do
complexo enzima-substrato. De acordo com Quilles (2014), assim como 0s catalisadores
quimicos, elas proporcionam uma rota reacional alternativa a rota convencional, com uma
menor energia de ativacdo e, consequentemente, um menor tempo de reacdo. Ao final da
catalise, a enzima é regenerada na sua forma inicial, disponivel para catalisar outra molécula de
substrato. Porém, a principal desvantagem do uso de enzimas é o tempo reacional, muito
superior quando comparado com os catalisadores quimicos, além de apresentarem elevado
custo.

Pensando nessa ultima questdo, os métodos de imobilizacdo de enzimas ou células sdo
empregados com a finalidade de reaproveitamento das enzimas e consequente minimizacéo dos
cutos. Além disso, 0 método de imobilizacdo torna a enzima inerte ao meio reacional, por estar
ligada, quimica ou fisicamente, em um suporte soélido, de forma a minimizar ou eliminar a
contaminacao do produto final pela mesma. Ainda segundo Quilles (2014), a imobilizacéo de
enzimas também pode ser utilizada como método para reutilizacdo ou purificacdo de proteinas,
0 que reduz custos e permite 0 emprego de operacdo continua em biorreatores. Outro ponto
importante com relacdo as enzimas quando imobilizadas é que elas apresentam, em muitos
casos, maior estabilidade, tanto sob condi¢bes de armazenamento como em condig¢oes
operacionais (em relacdo a desnaturacdo por calor, por solventes orgéanicos ou por autolise).
Isso ocorre principalmente por apresentarem uma estrutura mais rigida quando se ligam ao
suporte. Além disso, a enzima imobilizada ndo penetra facilmente na pele, e por isso, existe
baixa ou nenhuma alergenicidade (SHELDON; VAN PELT, 2013).

De acordo com Aradjo (2020), mesmo sendo um processo com inlmeras vantagens,
apos a imobilizacdo as enzimas podem sofrer modificagdes nas suas propriedades quimicas e
fisicas. Os efeitos da imobilizacdo sobre a estabilidade, as propriedades cinéticas e
especificidade, além da produtividade da enzima devem ser considerados. Porém, a medida que
se faz uma escolha criteriosa do método de imobilizacdo e suporte adequado, assim como o tipo
de solvente e a avaliagdo e otimizacdo da quantidade de agua e solubilidade dos substratos e

produtos, os problemas podem ser evitados ou diminuidos.
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2.4.1. Suportes a base de quitosana para imobilizacdo de enzimas

Assim como em estudos realizados por Cao (2005), alguns carboidratos insoluveis,
como o amido, a celulose e a quitosana, bem como proteinas como a gelatina e a albumina, vém
sendo utilizados como suporte para a imobilizacdo de enzimas. Nesse sentido, os biopolimeros
naturais sao considerados uma alternativa interessante, do ponto de vista econémico, no que diz
respeito a sua utilizacdo como suporte para imobilizacdo de enzimas. Dentre as proteinas, no
entanto, os polissacarideos apresentam maior destaque para aplicacdo deste método, por serem
considerados seguros do ponto de vista bioldgico, além de bastante hidrofilicos, garantindo um

ambiente adequado para muitas enzimas (CANTONE et al., 2013).

Dentre os polissacarideos, é sabido que a quitosana possui inumeras aplicagdes. Mais
especificamente na area de alimentos, devido as suas propriedades antimicrobianas, a quitosana
é usada para reducdo do crescimento microbiano e também como coberturas de alimentos ou
revestimentos protetores em frutas e legumes processados. Em estudo recente, realizado por
Goy et al. (2016), foi possivel observar que a quitosana e seu derivado, N,N,N-
trimetilquitosana, ambos os materiais sob a forma de gel, mostraram atividade antimicrobiana
contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Também foi realizado um estudo,
por Divya et al. (2017), no qual a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de quitosana
contra os patdgenos Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa foi comparada com a atividade antimicrobiana da quitosana e quitina
contra esses mesmos patdgenos. Os autores verificaram que as nanoparticulas de quitosana
apresentaram atividade antimicrobiana superior contra todas as bactérias, demonstrando uma

boa aplicabilidade das mesmas como agente antimicrobiano.

Na selecdo de um suporte para determinada aplicacdo, € importante analisar suas
propriedades fisicas e quimicas, bem como a possibilidade de regeneragdo do material
(MENDES et al.,, 2011). No caso da quitosana, a sua aplicagio como suporte para a
imobilizacdo de enzimas deve-se as suas diferentes configuracbes geométricas (como po,
escamas, hidrogeis, membranas, fibras e outras), alta afinidade por proteinas e
biocompatibilidade, além da presenca de diferentes grupos funcionais, como hidroxila e amino,
permitindo a utilizacdo de diferentes métodos de imobilizagdo (BERGER et al., 2004;
KUMAR, 2000).
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2.5. Embalagens cartonadas

Segundo Valim et al. (2015), as embalagens longa vida, introduzidas no Brasil em 1957,
apresentam grande aceitacdo no mercado por oferecerem vantagens como barreira a entrada de
luz, agua, ar e microrganismos, de forma a evitar a destruicdo de importantes vitaminas e
nutrientes nos alimentos. A protecdo no contato do alimento com o oxigénio também é outro
fator importante, pois assim séo evitadas reacdes de oxida¢do que possam levar a deterioracao
do mesmo. As empresas que comercializam embalagens desta categoria, ttm o foco em
desenvolvimento de embalagens para leite que sejam capazes de proteger o valor nutricional e
0 sabor do produto envasado. Além disso, o composito também oferece protecdo no momento

do transporte e durante 0 manuseio para consumo.

Tais embalagens apresentam um carater de composito laminado ja que, de acordo com
Valim et al. (2015), séo formadas principalmente por uma combinacdo de 75% em massa de
papel, 20% de polietileno e 5% de aluminio. Essas embalagens cartonadas na empresa sdo
produzidas através de multicamadas desses materiais, como ilustra a Figura 5.

Figura 5 — Camadas de uma embalagem cartonada.

Polietileno
Polietileno .o e SN

Aluminio
Polietileno

Polietilono

Fonte: Tetra Pak (2020)

A partir da imagem é possivel perceber a presenca de 4 camadas de polietileno

juntamente com uma folha de aluminio e uma camada de papel-cartéo.
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De acordo com a Tetra Pak®, cada material possui sua funcéo nesta embalagem, sendo
0 papel-cartdo considerado o principal material, devendo proporcionar estabilidade, resisténcia
e suavidade para a superficie de impresséo; a folha de aluminio responsavel pela protecéo contra
0 oxigénio e luz, mantendo sabor e valor nutricional do alimento; e o polietileno, que além de
proteger contra a umidade externa, também funciona como adesivo entre o papel-cartdo e o

aluminio.

2.5.1. Polietileno em embalagens cartonadas

Segundo Ferreira e Santana (2015), uma molécula de polietileno €, na sua forma mais
simples, composta por atomos de carbono ligados covalentemente a um par de atomos de
hidrogénio. Nas extremidades desta cadeia estdo grupos metila, como mostra a Figura 6.

Figura 6 — Estrutura quimica do polietileno

L
7T
H H/,

Fonte: Rodrigues (2018)

Apesar da mesma cadeia principal, este polimero pode apresentar variacdes a partir de
ramificacbes, modificando as propriedades do material. Quanto menor a quantidade de
ramificacOes, mais elevado serd o grau de cristalinidade do material, levando a um maior
empacotamento e, consequentemente, a uma maior densidade do polimero. Por outro lado, uma
maior quantidade de ramificacdes levara, analogamente, a uma menor densidade do material.
De acordo com Ferreira e Santana (2015), para casos em que este polimero apresentar menor
densidade (entre 0,90 e 0,94 g/cm3), tem-se o Polietileno de Baixa Densidade (PEBD). J& para
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casos em que o polimero apresentar maiores densidades (entre 0,94 e 0,97 g/cm3), tem-se 0
Polietileno de Alta Densidade (PEAD).

No caso das embalagens Tetra Pak®, o polietileno usado para produgdo da embalagem
é o polietileno de baixa densidade (PEBD). Entre as principais caracteristicas deste material,
estd uma combinacdo entre tenacidade, boa resisténcia ao impacto, alta flexibilidade, facil
processabilidade e estabilidade. Ainda, segundo Rodrigues (2018), este é o termoplastico mais
empregado na fabricagdo de embalagens flexiveis, justamente por se tratar de um material com
boa resisténcia mecanica, quimica e térmica. Além disso, esse polimero é muito resistente a

agua e atacado por poucos agentes oxidantes.

Por essas e outras caracteristicas desejaveis ja citadas anteriormente, em embalagens
cartonadas para alimentos é importante que este polimero apresente uma boa resisténcia a
ruptura e punctura, para que o produto nao corra o risco de entrar em contato com a folha de

aluminio.

3. Material e métodos
3.1. Desenvolvimento dos filmes

Primeiramente foi necessario realizar a sintese de alguns constituintes do filme e, a partir

desses, foram desenvolvidos os filmes finais.

Foram formulados filmes de quitosana (QUI) com enzima lactase imobilizada em
macroparticulas de quitosana (MPQS) reticuladas com glutaraldeido (GLU), em duas diferentes
concentragdes de lactase: 3 e 5 mL. Foram realizadas analises especificas com cada um deles a
fim de se ter uma comparacdo entre os filmes incorporados com as diferentes quantidades de

constituintes.

Os materiais utilizados como principais constituintes dos filmes foram: Quitosana, com
alto peso molecular (PM = 71,3 kDa) e grau de desacetilacdo de 85,9%, adquirida com a
Polymar Ciéncia e Nutri¢do S/A; Glutaraldeido 25% em &gua e Acido Lético P.A., obtidos com
a Sigma-Aldrich; Lactase derivada de Kluyveromyces lactis (MAXILACT LGI 5000), com
atividade > 5000 U/g, fornecida pela Globalfood.

Concomitante ao desenvolvimento dos filmes, também foi obtido um filme de

polietileno de baixa densidade (PEBD) do fornecedor Reciplast Industria de Embalagens,
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modelo 23836, para suporte na comparacdo das propriedades mecénicas com os filmes de
quitosana desenvolvidos. A amostra de filme PEBD estava acompanhada de ficha técnica do
produto, onde foram obtidas as principais informacdes sobre este material.

O desenvolvimento dos filmes foi feito conforme a Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma de desenvolvimento dos filmes

Sintese da solugio Adicdo das MPQS de QUI com
filmogénica de quitosana enzima lactase imobilizada

Preparo das MPQS
de QUI

Fonte: Do autor, 2021.

3.1.1. Preparacdo das macroparticulas de quitosana

Com base em Klein et al. (2012), as macroparticulas de quitosana foram preparadas pelo
método de precipitacdo do seguinte modo: a quitosana foi dissolvida (2% massa/volume) em
acido latico a 0,35M atraves de ultrassom durante 15 minutos para remogéo das bolhas de ar.
A solucdo foi entdo adicionada, sob agitacdo lenta, gota a gota na solucdo de coagulacédo
(hidroxido de sddio 1M e etanol 26% volume/volume), conforme Figura 8. As macroparticulas

obtidas foram lavadas com agua destilada até atingir a neutralidade.

Figura 8 — Gotejamento da solugéo de quitosana na solucao coagulante.

Fonte: Do autor (2019)
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3.1.2. Preparacgdo de B-galactosidase imobilizada em particulas de quitosana

reticuladas com glutaraldeido

Ainda conforme Klein et al. (2016), Klein et al. (2012) e Wang et al. (2011), com
modificacdes, as macroparticulas de quitosana foram entdo incubadas durante 8 horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo suave, em solucéo tampdo fosfato de sddio 0,02M (pH 7,0)
com glutaraldeido (2,8% masssa/volume). Em seguida, foi adicionada a enzima J-
galactosidase, utilizando-se duas diferentes concentragdes, 3 e 5 mL, onde ocorreu a reticulacdo
(cross-linking) das macroparticulas e as enzimas, com auxilio do glutaraldeido. As solugdes
foram mantidas a temperatura ambiente por 15 horas, sob agitacdo suave. Apos a reticulacéo,
lavagens sucessivas com tampédo acetato 0,1M (pH 4,5), NaCl (1M) e etilenoglicol (30%
volume/volume) permitiram eliminar interaces i6nicas e hidrofébicas entre a enzima e o

suporte (ativado).

3.1.3. Sintese da soluc¢do do filme de quitosana

Com base em Dias et al. (2014) e Liu et al. (2016), a solugéo filmogénica de QUI foi
preparada dissolvendo-se 2,0 g de QUI em 100 mL de solucdo de éacido latico 1%
(volume/volume). A mistura de acido latico e QUI foi deixada em repouso durante vinte e
quatro horas para a hidratacdo do polissacarideo. Para a completa dissolucéo, esta solucédo foi
agitada durante 15 minutos (500 rpm) em ultra-turrax a temperatura ambiente (24 °C). A

solucdo filmogénica foi filtrada com a ajuda de organza para remocao da QUI ndo solubilizada.

Um filme de quitosana foi sintetizado inicialmente, a fm de avaliar a eficiéncia da

solucéo filmogénica.

Figura 9 — Filme de quitosana apds secagem e retirada da placa.

Fonte: Do autor (2019)
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3.1.4. Sintese do filme de QUI com lactase imobilizada em MPQS reticuladas com
GLU

Em torno de 100 macroparticulas de quitosana, com lactase imobilizada, foram
incorporadas em 30 mL da solucéo filmogénica de quitosana (item 3.1.3). Por fim, os filmes
foram vertidos em placas mantendo-se uma proporcéo de 30mL de solugdo para 100 cm?. Os
filmes secos foram armazenados sob temperatura controlada de 25 + 1 °C e umidade relativa de
50%.

Nesta etapa, foram sintetizados filmes com as diferentes quantidades de lactase que
foram imobilizadas (3 e 5 mL) e cada formulagdo dos filmes foi feita em trés repeticdes. Os
filmes com 3 mL de lactase imobilizada em MPQS reticuladas com GLU foram denominados

GL3, enquanto aqueles com 5 mL foram denominados GL5.

3.2.  Ensaios
3.2.1. Avalizagéo enzimatica

A fim de analisar a atividade enzimatica da lactase, foi realizado o teste de atividade
enzimatica. Para isso, foram recortados pedagos de 4cm x 5¢cm (20 cm?) dos diferentes tipos de

filmes, em triplicata.

Os ensaios foram feitos com leite UHT destanado mantido na geladeira (7 °C) e com
leite mantido na temperatura ambiente (25 °C). Os filmes foram imersos em 20mL de leite
desnatado, promovendo um raio de alcance de 1 cm? de filme/mL de leite, e as medicgdes
ocorreram da seguinte forma: nas primeiras 7 horas, para ambas as temperaturas, foram
realizadas andlises crioscopicas a cada hora. Apos esse tempo, foi feita uma leitura para ambas
as temperaturas, quando completadas 24 horas. Para a temperatura de 7 °C, foi feita uma ultima
leitura quando completadas 48 horas, visto que para o leite refrigerado é indicado consumo em

até 48 horas apds aberto.

Ao final de cada ciclo, por 24 ou 48 horas, os filmes foram retirados do leite, lavados
com agua destilada e armazenados até o préximo uso. A Tabela 1 exemplifica a rotina de
medigdes através das anélises de crioscopia.
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Tabela 1 — Delineamento experimental: tratamentos de 3 e 5 mL de lactase avaliados nas
duas temperaturas (7 e 25 °C) e diferentes tempos.

7°C 25°C
Medig&o 1: apds 1h Medigdo 1: apds 1h
Medicdao 2: ap6s 2h Medicdo 2: apés 2h
Medig&o 3: apds 3h Medigdo 3: apds 3h
Medicdo 4: ap6s 4h Medicdo 4: apés 4h
Medicéo 5: ap0s 5h Medicéo 5: ap0s 5h
Medig&o 6: apds 6h Medigdo 6: apds 6h
Medicdo 7: ap6s 7h Medicdo 7: apds 7h
Medicéo 8: apos 24h Medicéo 8: apos 24h

Medicéo 9: ap6s 48h -

Ao todo, foram feitos 5 ciclos semelhantes aos da Tabela 1, a fim de avaliar se os filmes

desenvolvidos ainda poderiam ser reutilizados por mais 4 vezes.

As temperaturas e tempos de analise foram escolhidos com base na proposta de
aplicacdo da embalagem cartonada. A temperatura de 25 °C refere-se a condicdo de
armazenamento do leite a temperatura ambiente e a temperatura de 7 °C refere-se a condicéo

de armazenamento do leite a temperatura refrigerada.

Para as medicdes, 5 mL de leite de cada frasco foram medidos em um crioscépio para
verificar se houve a hidrolise da lactose. Todas as amostras de leite que entraram em contato
com os filmes foram descartados e substituidas por novas amostras a cada nova medicdo. Todas
as amostras de leite, antes de serem utilizadas para analise da hidrolise da lactase, foram
previamente analisadas quanto ao seu teor de lactose em um analisador automatico de leite por
ultrassom (Lactoscan Ultrasonic Milkonal Yzer). O valor obtido diz respeito a concentragéo de

acucar no leite.

O ensaio foi realizado com auxilio de um criscopio (MK 540 FLEX, Instruments for
laboratories TR Ltda.). Neste método de andlise, o percentual de hidrolise pode ser estimado a
partir da variacdo do indice crioscopico e ponto de congelamento do leite, pois a hidrdlise tem
efeito decrescente sobre esta propriedade (CZARNOBAY et al., 2017). O ponto de

congelamento do leite foi determinado de acordo com o método da norma I1SO 5764 (ISO-IDF,
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2009). O célculo da hidrdlise da lactose foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante
da enzima utilizada (Globalfood), de acordo com as equacdes:

X

AT= -K x < ()

Onde:

AT = Depressao do ponto de congelamento;
K = Constante de depressdo do ponto de congelamento molecular (K = 1,86);
x = Concentracdo de agucar no leite (teor de lactose, medido no ultrassom);

M = Peso molecular do agucar.

Crioscopio (100% deslactosagem) = (AT2 — AT1) + Ci 2

Onde:

AT1 = Depressao do ponto de congelamento da lactose;
AT2 = Depressdo do ponto de congelamento da glicose e galactose;

Ci = Indice crioscépico inicial do leite (valor obtido no crioscopio).

cf—ci

Hidroélise da lactose (%) = — , ,
crioscopia (100% deslactosagem)—Ci

x 100 (3)

Onde:

Cf = Indice crioscopico final do leite (valor obtido no crioscopio).
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3.2.2. Andlise do pH

Concomitante a analise de atividade enzimatica, também foi realizada uma medicdo do

pH das amostras de leite que estiveram em contato com os filmes.

Para cada amostra de leite analisada em criscopio fazia-se, também, a medicédo de seu
pH. O pH étimo do leite para consumo deve apresentar pH entre 6,6 e 6,8. E, de acordo com a
Portaria 146/1996 (MAPA, 1996), a acidez dos leites UHT desnatado, semidesnatado,

parcialmente desnatado e integral, deve estar na faixa de 0,14 a 0,18 g de acido latico/100 mL.

Através das medidas de pH, foi possivel encontrar a acidez usando a equacdo dada por
Magri (2015):

Acidez (°D) = 114,49 — 15,26 X pH (4)

Em seguida, o fator de correcdo (f) era obtido através das seguintes equacdes
(PEREIRA et al., 2001):

Acimade 22,5°D, °D:f =[(°D x4 +9)—7] x 0,008 (5)

Abaixode 22,5°D: °D:f =[(°D x4 +9)—7] x0,008—[(°D x4 +9)—10] X
0,002

(6)

Ap0s o célculo, o fator de corregéo é descontado do indice crioscopico determinado pelo

equipamento, para a obtencdo dos indices crioscépicos de acordo com a acidez da amostra.

A variacgdo da acidez do leite entre O e 4 horas foi calculada para verificar um possivel
aumento neste indice, exercido pelos filmes de GL3 e GL5 neles incubados. O aumento da
acidez foi expresso em porcentagem de &cido latico. Para a conversao, 1 °D é o equivalente a
0,01 g de &cido latico/100 mL (RODRIGUES et al., 1995).
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3.2.3. Pesquisa de aceita¢ao

Uma pesquisa de aceitacdo foi realizada com o intuito de analisar a opinido do publico
quanto a intencdo de compra de leites acondicionados em embalagens cartonadas contendo o
filme desenvolvido. Nessa pesquisa, montada através do Google Forms, foi avaliada a aceitacao
dos consumidores, com enfoque na regido Sudeste do Brasil, com relagéo a utilizagdo de um
filme constituido de quitosana e enzima lactase na parte interna de embalagens cartonadas,
reutilizacdo desta embalagem para aproveitamento das enzimas imobilizadas e, anélise da
importancia do projeto levando em consideracdo a porcentagem de individuos que
apresentaram resposta positiva sobre o desconforto abdominal apds o consumo de lacteos, e/ou

intolerancia ou alergia a lactose.

A partir disso, foi montado o formulario presente no Apéndice A deste trabalho, com as
seguintes perguntas: 1. Qual a sua idade?; 2. Qual seu sexo?; 3. Em qual estado vocé reside
atualmente?; 4. Vocé ja foi diagnosticado com intolerancia ou alergia a lactose?; 5. Vocé
costuma apresentar ou ja apresentou desconfortos abdominais apds a ingestdo de alimentos
lacteos?; 6. Vocé costuma apresentar ou ja apresentou episodios de diarreia ap6s a ingestdo de
alimentos lacteos?; 7. Se vocé tivesse a opcao de escolher por um leite comercializado em uma
embalagem capaz de quebrar a lactose, podendo ser reutilizada para a quebra da mesma por até
cinco vezes, vocé optaria por compra-lo ao inves do tradicional (COM LACTOSE)?; 8. Se vocé
tivesse a opcao de escolher por um leite comercializado em uma embalagem capaz de quebrar
a lactose, podendo ser reutilizada para a quebra da mesma por até cinco vezes, VOcé optaria por
compra-lo ao invés do LEITE SEM LACTOSE?

3.2.4. Espessura

A espessura dos filmes foi determinada com um micrémetro digital com resolucdo de
0,0001 mm (Qualitylabor, modelo MEP/Q, Perus). Foi realizada a média aritmética de 10
medidas aleatérias para cada tipo de filme sintetizado e para o filme de polietileno de baixa

densidade.
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3.2.5. Ensaio de tracao

As propriedades de tensdo de ruptura (MPa), médulo de elasticidade (MPa) e elongacao
(%) dos filmes foram medidas e calculadas com o auxilio da maquina universal para ensaios
INSTRON, modelo 5500R, localizada no Centro de Tecnologia de Embalagem (Cetea). Foram
preparados e submetidos a tracdo 10 corpos de prova de cada filme, com 1 cm de largura e 10
cm de comprimento, obtidos de acordo com a norma ASTM-D882-10 (ASTM, 2010), com
adaptacdes de fixacdo por duas garras corrugadas distantes 8,0 cm entre si, com uma delas

(garra superior) movimentando-se a uma velocidade de 12 mm/min.

Segundo Garcia et al. (2000), a tensdo de ruptura refere-se a Ultima tensdo suportada
pelo material antes da quebra. E definida como a forca méxima obtida durante a deformagao da
amostra. A elongacéo trata-se da deformacéo total, relacionada com a variagcdo do comprimento

inicial e final sofrida pelo material durante toda a analise.

Ja 0 mddulo de elasticidade ou médulo de Young é a relacéo entre a resisténcia a tragdo
e a porcentagem de alongamento, correspondente a porcédo linear de uma determinada curva
tensdo-deformacao sofrida pelo filme e que pode ser ainda reversivel. Este parametro indica a
rigidez do filme, ou seja, quanto maior o valor do modulo de elasticidade mais rigido serd o
filme (OLIVEIRA, 1996).

Os célculos de tensdo de ruptura e médulo de elasticidade, foram obtidos através das
equac0es a seguir.

Tensdo de ruptura (MPa) = % (5)

Mdbdulo de elasticidade (MPa) = e (6)

g
Ag
Onde:
Fp4,- forca maxima obtida, em Newton;
a: Area da seco transversal, em milimetros quadrados;

o: Tensdo na zona elastica, em MPa;

¢: Deformacéo na zona elastica, adimensional.
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Para esse ensaio, também foi comparada a performance dos filmes confeccionados com
a ficha técnica do filme PEBD obtido com a Reciplast, que aplica a mesma norma para calculos

de tensdo de ruptura, modulo de elasticidade e alongamento.

3.2.6. Ensaio de perfuracgdo

O teste de punctura, ou perfuracéo, foi realizado no texturdbmetro TA.XT.plus Texture
Analyser, localizado no Centro de Tecnologia de Embalagem (Cetea). Os corpos de prova com
6,5 cm de diametro foram fixados em suporte circular. Uma sonda metalica de ponta esférica,
com didmetro de 0,5cm a uma velocidade de 25,2 mm/min, foi responsavel pela perfuracdo das
amostras. Foram determinados a forca de perfuracdo (N) e o deslocamento na perfuragcdo (mm),
de acordo com a norma ASTM-F1306-16 (ASTM, 2016).

Neste ensaio, foram comparados os filmes GL3 e GL5 com uma amostra do filme de

PEBD confeccionado pela Reciplast Industria de Embalagens.

4. Resultados e discussao

4.1. Desenvolvimento dos filmes

4.1.1. Preparacdo das macroparticulas de quitosana

Durante este preparo, a formacdo das macroparticulas de quitosana era percebida
durante o gotejamento. A cada gota da solucdo de quitosana despejada na solucdo de

coagulacdo, era perceptivel a formacdo de encapsulamento da quitosana pela solucéo.

Nas Figuras 10a e 10b, na sequéncia, é possivel observar o momento apos a formacéo

das macroparticulas e, ao fim, as particulas ja lavadas com auxilio do filtro.
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Figura 10 — a) Macroparticulas logo apds a sintese. b) Macroparticulas retidas em organza,

apos a lavagem com &gua destilada.

Fonte: Do autor (2019)

As macroparticulas formadas apresentaram aparéncia e textura gelatinosas e densas. O

tamanho compara-se ao de um grao de arroz.

4.1.2. Preparaciao de B-galactosidase imobilizada em particulas de quitosana

reticuladas com glutaraldeido

A imobilizacdo da lactase nas MPQS realizada conforme a metodologia ndo apresentou
dificuldades ou complexidades durante o preparo.

4.1.3. Sintese do filme de quitosana

Ao final da sintese, obtiveram-se filmes sem a presenca de bolhas e com coloracéo

amarelada, caracteristica de filmes de quitosana, como mostra a Figura 10.
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4.1.4. Sintese do filme de QUI com lactase imobilizada em MPQS reticuladas com
GLU

Durante a secagem dos filmes, foi notada uma melhor dispersdo das macroparticulas
concentrada no centro do filme, e pouco nas periferias, conforme exemplifica a Figura 11.

Figura 11 — Filme final preparado com lactase imobilizada em MPQS.

Fonte: Do autor (2019)

Sugere-se que tal forma de dispersdo ocorreu, principalmente por conta de um possivel
formato mais céncavo das placas de Petry utilizadas para secagem, que podem ter levado a
concentracdo de macroparticulas na parte central do filme.

4.2. Ensaios
4.2.1. Avaliacdo enzimatica

A Tabela 2 apresenta os resultados referentes a hidrélise da lactose presente no leite
desnatado por meio dos filmes GL3 e GL5 nas temperaturas utilizadas (7 °C e 25 °C), nos cinco

ciclos realizados.
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Tabela 2 — Resultados da hidrolise da lactose para os diferentes filmes nas temperaturas de 7

e 25 °C.
7°C 25 °C
GL3 GL5 GL3 GL5

CICLOS  idrolisede  Hidrolisede  Hidrolisede  Hidrolise de
lactose (%) lactose (%0) lactose (%) lactose (%)

1 100+0,13  100£0,22  100+021  100+0,13

2 100+008  100+1,19  100+016  100+0,10

3 100£0,12  100£0,92 100013  100+0,02

4 7785+016  98,65+187  100+020 100+ 0,12

5 68,34+205 7683+248  60,55+24 100+ 0,17

Os resultados coletados e mostrados na tabela indicam que a hidrolise completa da
lactose ocorre logo no primeiro ciclo em contato com a embalagem, para os diferentes tipos de

filmes e temperaturas.

Além disso, € possivel perceber que a enzima continuou atuando em todos os ciclos
analisados para as diferentes formulages, indicando bons resultados mesmo apds os cinco
ciclos de contato entre o leite e os filmes, onde a porcentagem minima de atividade enzimatica
capturada foi de 60,55%. Wolf et al. (2019), que imobilizou a lactase em um hidrogel a base de
quitosana para aplicar este sistema na producdo de leite com baixo teor de lactose, também

verificou essa capacidade de atuagdo em diferentes ciclos no biocatalisador.

Ao fazer a comparacao entre os filmes com diferentes porcentagens de lactase, observa-
se que os filmes com maior quantidade da enzima obtiveram melhor desempenho ao final dos

ciclos, com capacidade de hidrélise superior a 75% em ambas as temperaturas.

Por fim, esta analise também proporcionou uma estimativa de funcionalidade dos

filmes, em especial os do tipo GL5 por, pelo menos, 5 ciclos. A eficécia da hidrélise pode variar
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a depender da temperatura a que o leite for submetido e ao armazenamento adequado da
embalagem (25 °C e 50% de umidade).

4.2.2. Anélise do pH

Durante as primeiras quatro horas de cada ciclo de atividade enzimatica, era também

analisado o pH que o leite apresentava. As Figuras 12a) e b) contendo estes resultados estéo

expostas a seguir.

Figura 12 — Variacao do pH do leite em contato com os diferentes filmes.
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Os resultados obtidos demonstram um aumento consideravel na acidez (diminui¢do do
pH) de todas as amostras de leite no primeiro ciclo, para as temperaturas de 7 °C e 25 °C. Para
a temperatura de geladeira (7 °C), apds este primeiro ciclo, a acidez diminui drasticamente, o
que sugere que o acido latico utilizado nas formulagdes pode ter migrado para o leite neste
primeiro contato, diminuindo seu pH. Tal variacdo, comprometeu a qualidade dos leites, que

passaram a apresentar acidez acima do permitido (pH inferior a 6,6) no primeiro ciclo.

Para o leite na temperatura ambiente (25 °C), um aumento significativo de acidez ocorre
também nos outros ciclos. Para o primeiro ciclo sugere-se novamente uma possivel migracdo
de &cido latico para a amostra. J& para os ciclos seguintes, a diminui¢cdo no pH do leite pode
estar relacionada com o acondicionamento incorreto do leite apds aberto. Segundo Raho
Ghalem & Zouaoui (2013), isso pode levar a um crescimento microbiano e potencial aumento
na acidez, que pode ser atribuido ao uso de carboidratos pelas bactérias. Além da liberacéo de
aminoacidos no meio, o consumo de lactose leva a produgéo de acidos latico e férmico, e uma
pequena quantidade de CO», que induzem um aumento significativo da acidez do leite
contaminado. Conforme indicado na embalagem do leite desnatado, ap6s aberto, o produto deve
ser mantido refrigerado. Assim, novamente algumas amostras de leite apresentaram nivel de
acidez acima do permitido: GL3 no primeiro e quarto ciclos, e GL5 no primeiro, quarto e quinto

ciclos.

Nesta analise, a diferenca nas porcentagens de lactase ndo aparentou ter influéncia

significativa.

4.2.3. Pesquisa de Aceitacao

A pesquisa de aceitacdo teve um alcance de 155 individuos, com idades que variaram
principalmente de 15 a 64 anos. A maioria declarou-se residente do estado de Minas Gerais
(51,9%), mas uma porcentagem consideravel também era residente dos estados do Rio de
Janeiro (18,8%) e Sao Paulo (24,7%).

De acordo com os resultados apresentados no Apéndice A, apesar de apenas 8,4% dos
individuos declararem ja ter sido diagnosticados com intolerancia ou alergia a lactose, 47,7%

dos entrevistados admitiram ja ter sentido desconfortos abdominais ap6s a ingestdo de
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alimentos lacteos e derivados. Além disso, 48,4% afirmam ter apresentado episodios de diarreia

apos a ingestdo desse tipo de alimento.

A porcentagem de intencdo de compra do leite na embalagem desenvolvida ao invés das
opcOes tradicionais no mercado mostraram-se consideraveis (em torno de 74% dos individuos
entrevistados). No entanto, em torno de 25% ainda demonstrou rejeicdo, sugerindo alguma

davida ou desinteresse com relacdo a embalagem desenvolvida.

4.2.4. Espessura

Os filmes apresentaram espessura média conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Espessura dos filmes

Espessura
GL3 GL5 PEBD
46 £5um 45+ 4 um 23+ 2 um

E importante ressaltar que as propriedades mecénicas dos filmes podem sofrer
influéncia da espessura. O controle da espessura € muito importante, pois através dela pode-se
avaliar a uniformidade dos polimeros, a repetibilidade da medida de suas propriedades e a
validade das comparacdes entre os filmes (RODRIGUEZ et al., 2012).

No caso de embalagens cartonadas, é desejavel que a espessura do filme para o processo
de laminacdo esteja na faixa de 14 — 30 um. A espessura nessa faixa garante maior facilidade

de laminacdo, além de ter influéncia no peso e custo da embalagem final (JORGE, 2013).

4.2.5. Ensaio de tracdo

Pelos resultados obtidos na Tabela 4, é possivel observar uma expressiva diferenca entre
os valores encontrados para os filmes de quitosana e o de polietileno. Para os filmes de
quitosana com diferentes quantidades de lactase, os valores encontrados para tensao de ruptura

ndo apresentam diferencas significativas, o que sugere que a porcentagem de lactase ndo é
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responsavel por afetar na tensdo destes filmes. Assim, a discrepancia existente entre os valores
encontrados para os filmes confeccionados e 0 PEBD pode estar relacionada a composicao da
solucdo filmogénica e, também, a presenca das macroparticulas dispersas nos filmes de

quitosana, criando pontos concentradores de tensdes.

Tabela 4 — Propriedades de tracdo dos filmes quitosana e do filme de PEBD.

_ Tens&o de B Modulo de
Filmes Elongacéo (%) o
ruptura (MPa) elasticidade (MPa)
GL3 4,92+ 1,03 12,64 + 1,19 75,44 + 17,80
GL5 4,51+ 0,55 14,93 + 4,60 61,99 +12,58
PEBD 25,4+ 2,51 4725+ 8,4 78,7 + 3,93

Novamente, entre os filmes a base de quitosana e MPQS, ndo houve diferenca
significativa na propriedade de elongacdo. Enquanto isso, o filme de PEBD utilizado para

andlise, apresenta uma porcentagem de elongacéo bastante expressiva, superior a 400%.

Observou-se que o filme de PEBD apresenta valor de modulo de Young proximo aos
valores obtidos para os filmes de quitosana com MPQS e lactase. Como o modulo de
elasticidade é obtido através da curva linear do grafico de tensdo-deformacéo, sugere-se que

todos os filmes apresentam caracteristicas semelhantes na fase elastica.

Assim, para atender as caracteristicas existentes hoje na camada interna de polietileno
de embalagens cartonadas, uma op¢do seria a introducdo de agentes plastificantes na
composicdo da solucdo filmogénica de quitosana. De acordo com Horn (2012), a adicdo de
plastificantes pode promover mudancas nas propriedades mecénicas dos filmes, podendo se
tornar menos quebradigos e mais flexiveis, pois ocorre uma diminuicéo nos valores de tensdo

na ruptura, concomitante com um aumento nos valores de alongamento.

Nesse sentido, a acdo do plastificante consiste em diminuir a intensidade de ligacéo
entre as moléculas do polimero. Este aditivo é responsével por diminuir essas forgas, reduzindo

a atracdo intermolecular e consequentemente, aumentando a flexibilidade da cadeia polimérica.
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S&o entdo provocadas interferéncias nas condi¢oes de processamento e propriedades do produto

final, tais como dureza, temperatura de amolecimento, flexibilidade, e outras (REIS, 2019).

4.2.6. Ensaio de perfuracéo

Os resultados obtidos no teste de punctura estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Teste de perfuracédo para os diferentes filmes produzidos e o filme PEBD.

) Forca de perfuracéo Deslocamento na perfuragdo
Filmes
(N) (mm)
GL3 6,17+ 0,84 2,87+£0,13
GL5 593+115 3,28 £0,22
PEBD 17,55+ 1,57 9,18 + 1,56

N&o houve diferenca significativa nos parametros forca de perfuracdo e deslocamento

na perfuracéo entre os filmes GL3 e GL5.

Para o PEBD no entanto, apesar da menor espessura do filme, a forca requerida para
romper o filme foi ainda maior, e com uma diferenca significativa se comparada com GL3 e
GL5. Este resultado reforca os valores encontrados no ensaio de tracdo, onde € necessario maior
esforco para ruptura do filme PEBD e obtém-se um maior alongamento do mesmo.

5. Conclusao

Os filmes desenvolvidos apresentaram bons resultados com relacdo a hidrélise da
lactose para o leite desnatado em diferentes temperaturas (7 °C e 25 °C). Além disso, a a¢do da
enzima lactase imobilizada nos filmes, foi capaz de atuar com eficacia nos cinco ciclos testados.
Os filmes com maior concentragcdo de enzimas (5 mL) obtiveram melhor performance em
ambas as temperaturas, levando a uma preferéncia pela utilizacdo destes filmes para aplicacao

em embalagens cartonadas.
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Os valores de pH obtidos no primeiro ciclo para ambas temperaturas e formulacdes,
apresentou-se improprio para consumo humano, o que sugere uma influéncia do contato da
embalagem com o leite como responséavel por esse aumento de acidez. Especificamente para o
caso do contato de GL5 com leite a 25 °C, orienta-se consumo apenas se a embalagem estiver
hermeticamente fechada, evitando-se contaminacdo microbioldgica e potencial aumento

expressivo de acidez.

Os resultados da pesquisa de aceitacdo da embalagem mostraram-se satisfatorios no que
diz respeito & intengdo de compra de um leite envasado na embalagem desenvolvida, por parte

da maioria dos entrevistados (em torno de 70%).

Com relagdo a avaliagdo das propriedades mecénicas, os valores obtidos para 0s
parametros avaliados nos filmes GL3 e GL5 apresentaram resultados significativamente
inferiores aos do filme de PEBD. Assim, tentativas de formulacdo de solugdes filmogénicas
contendo agentes plastificantes em diferentes concentracdes podem ser feitas, a fim de ser obter

filmes com maior capacidade de elongacdo e resisténcia a perfuracao.

Por fim, para real atuagdo na industria alimenticia, novos filmes devem ser
desenvolvidos e testados, inclusive com opcdes alternativas de agente reticulante, devido a
toxicidade e incompatibilidade do glutaraldeido com o organismo humano.
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APENDICE A - Respostas do questionario online.

N %
Idade
0-14 anos 0 0
15-24 anos 89 57.4
25-64 anos 65 41.9
Acima de 65 1 0.6
Sexo
Feminino 90 58.1
Masculino 65 41.9
Prefiro nédo dizer 0 0
Estado que reside atualmente
Rio de Janeiro 29 18.7
Séo Paulo 39 25.2
Minas Gerais 80 51.6
Espirito Santo 1 0.6
Outro 6 3.9
Jé foi diagnosticado com intolerancia ou alergia a lactose
Sim 13 8.4
Né&o 142 91.6
Desconforto abdominal apos ingestao de alimentos lacteos e
derivados?
Sim 74 47.7
Né&o 60 38.7
N&o me lembro 21 13.5
Episédios de diarréia apds ingestdo de alimentos lacteos e
derivados?
Sim 62 40
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N&o 75 48.4

N&o me lembro 18 11.6

Compraria leite comercializado em embalagem capaz de

quebrar a lactose, podendo ser reutilizada por até 5 vezes, ao

invés do leite embalado de forma tradicional?

Sim 113 72.9

Nao 33 21.3

Outro 9 5.8

Compraria leite comercializado em embalagem capaz de

quebrar a lactose, podendo ser reutilizada por até 5 vezes, ao

invés do leite sem lactose embalado de forma tradicional?

Sim 116 74.8

Né&o 24 15.5

Outro 15 9.7
Onde:

N - quantidade de individuos que respondeu.

% - porcentagem de individuos que respondeu.
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