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RESUMO

Microcépsulas de acido sorbico foram preparadas por inclusdo molecular em -
ciclodextrina (B—CD), utilizando a técnica de coprecipitacdo na razao molar de 1:1,
caracterizadas e aplicadas em filme biodegradavel ativo. Para a investigagdo de formacao de
complexo de inclusdo, foram utilizadas técnicas de Espectroscopia no infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Ressonancia magnética nuclear de protons (RMN-H'),
que permitiram verificar a interagao entre as moléculas de acido sorbico e B-ciclodextrina e
a formacao do complexo de inclusdo. Também foram realizadas andlise da capacidade de
carga do complexo e teste de estabilidade térmica, cujos resultados foram 104 mg de AS/g
de pd e a observacgdo de que o complexo € capaz de suportar as temperaturas de producao do
filme (120°C). Os filmes de amido foram elaborados por extrusao, utilizando o acido sérbico
na forma livre (F1) e na forma de complexo de inclusao (F2), e foram submetidos a
caracterizagdo quanto a permeabilidade ao vapor de 4gua, ndo sendo observado diferenca
significativa entre as duas formulacdes, e propriedades mecanicas, sendo que a formulagao
F2 apresentou uma maior capacidade de elongagdo antes da ruptura ¢ menor modulo de

elasticidade, apresentando uma menor rigidez quando comparado a F1.

Palavras-chave: Complexo de inclusdo; Conservante; Caracterizacao; RMN; Amido; Filme

ativo.
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ABSTRACT

Sorbic acid microcapsules were prepared by molecular inclusion in B-cyclodextrin
(B-CD), using the 1:1 molar ratio coprecipitation technique, characterized and applied on
active biodegradable film. For the investigation of inclusion complex formation, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Proton Nuclear Magnetic Resonance (NMR-
H") techniques were used, which allowed to verify the interaction between the sorbic acid
molecules and B-cyclodextrin and the formation of the inclusion complex. Analysis of the
load capacity of the complex and thermal stability test were also performed, the results of
which were 104 mg of AS/g of powder and the observation that the complex is capable of
withstanding the film production temperatures (120°C). The starch films were elaborated by
extrusion, using sorbic acid in free form (F1) and in the form of inclusion complex (F2), and
were submitted to characterization as to water vapor permeability, not being observed any
significant difference between the two formulations, and mechanical properties, being that
the F2 formulation presented a higher elongation capacity before rupture and lower modulus

of elasticity, presenting a lower rigidity when compared to F1.

Keywords: Inclusion complex; Conservative; Characterization; NMR; Starch; Active film.
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CAPITULO i
INTRODUCAO

Ao longo dos anos muitos alimentos sdo acometidos por contaminagdao e
deterioracdo, principalmente por fungos, o que ocasiona o descarte de grandes quantidades
de alimentos. O desenvolvimento dessa contaminagdo € visivel na superficie do produto, de
modo que altera ndo somente as caracteristicas de sabor e textura do alimento, mas também
sua aparéncia. Para inibir esse tipo de contaminagdo, sdo utilizados alguns compostos
considerados conservantes como agente antimicrobiano, entre eles encontra-se o acido
sorbico (LOPES et al., 2012).

O acido sorbico (E200) ¢ um aditivo alimentar, que atua como conservante e possui
a capacidade de inibir ou retardar o desenvolvimento de inimeros microrganismos, como
leveduras, bolores e bactérias (STOPFORTH et al., 2005), e ¢ considerado um composto
seguro e nao toxico, quando em comparagdo a outros compostos que atuam como
conservantes (EFSA, 2015).

Como forma de melhorar as caracteristicas do composto e de aplicagdo do mesmo,
os complexos de inclusdo sdo produzidos utilizando a técnica de microencapsulagdo por
inclusdo molecular, tornando-se uma alternativa viavel para o desenvolvimento das técnicas
que visam o aumento da eficiéncia e biodisponibilidade dos compostos (VIKAS et al., 2018).

As ciclodextrinas sdao oligossacarideos que possuem a capacidade de formar
complexos. As aplicagdes atraem ndo somente o setor alimenticio, mas também os campos
farmacéuticos, agroquimico e de cosméticos. A complexacdo formada ¢ capaz de mascarar
sabores desagradaveis ou odores, reduzir a volatilizacdo e evaporacdo de compostos,
proteger da luz, oxigénio e interagdes com outros componentes em sua aplicagdo (MURA,
2014).

A incorporagdo de agentes antimicrobianos em embalagens ¢ um modo de garantir a
disponibilidade de suas fung¢des durante a vida de prateleira do produto (RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2016). As embalagens sdo, em sua maioria, produzidas sob utilizagdo de
altas temperaturas o que pode acarretar em perda dos ingredientes bioativos incorporados,
todavia, essa perda pode ser reduzida se o componente ativo estiver na forma

microencapsulada (FENYVESI & SZENTE, 2018).

Diferente das embalagens convencionais que tradicionalmente atuam somente como

barreira passiva aos efeitos do ambiente, de modo a separar produto embalado do meio



externo, as embalagens ativas sdo projetadas para interagir com o produto embalado e
prolongar sua vida util. O material que constitui o sistema de embalagem ativo pode conter
compostos antimicrobianos que sao liberados do revestimento para desempenhar suas
fungdes e retardar a degradagdao do alimento, inibindo a proliferagdo de microrganismos

(FENYVESI & SZENTE, 2018; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2016).

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo geral

Elaborar microcapsulas de acido sérbico, visando obter melhora nas propriedades
fisicas do acido e facilitar a sua aplicabilidade em produtos, como em formulagdo de filmes
biodegradaveis, além de garantir as propriedades antimicrobianas deste agente conservante.

1.1.2. Objetivos especificos

o Elaborar microcapsulas de dacido sorbico por inclusdo molecular em f-
ciclodextrina;

. Caracterizar as microcapsulas obtidas quanto a capacidade de carga e liberacao,
estabilidade térmica, e por meio das técnicas de FTIR, RMN-'H;

e Aplicar o acido sérbico microencapsulado em formulagao de filme biodegradavel;

e Caracterizar o filme ativo biodegradavél, quanto a espessura, permeabilidade ao

vapor de dgua, propriedades mecanicas e cor;

e Aplicar teste de halo.



CAPITULO ii
ESTADO DA ARTE

2.1. ACIDO SORBICO - AS

A propriedade antimicrobiana do acido sérbico foi descoberta por Miiller no ano de
1938, na Alemanha. Em 1950, o AS ja estava disponivel industrialmente e sua utilizagdo na
preservagdo de alimentos ja se tornava crescente, uma vez que era inofensivo a satde e nao
afetava as caracteristicas dos alimentos (LUCK & JAGER, 1995).

O acido sorbico (E200) ¢ um aditivo alimentar, que atua como conservante € possui
a capacidade de inibir ou retardar o desenvolvimento de inimeros microrganismos, como
leveduras, bolores e bactérias (STOPFORTH et al., 2005), e ¢ considerado um composto
seguro e nao toxico, quando em comparagdo a outros compostos que atuam como
conservantes (EFSA, 2015). Suas principais propriedades (Tabela 1).
Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas do 4cido sérbico (LUCK & JAGER, 1995).

Propriedades Acido Sérbico
Nome quimico Acido hexa-2,4-diendico
Féormula molecular CsHsO2

Massa molecular 112,13
Solubilidade em H20, 20°C (g/100mL) 0,16
Solubilidade em etanol, 95%(g/100mL) 12.60-14.50
Aparéncia P6 branco e cristalino
pH otimo <6,0

pKa (a 25°C) 4,76

Odor Inodoro

O AS e o seu sal de potdssio sdo as formas mais amplamente utilizadas do composto
e sdo conhecidas como sorbatos. Aplicagdes praticas de sorbatos incluem a preservacao de
alimentos, produtos farmacéuticos, produtos cosméticos e materiais de embalagem. Sao
considerados como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro), e seu uso pode ser
solicitado em qualquer produto alimenticio que permita conservantes. As aplicagdes praticas
de sorbato como conservante de alimentos incluem produtos lacteos, produtos de

panificacdo, frutas e vegetais e outros produtos alimenticios (SOFOS & BUSTA, 1981).



A forma acida do conservante possui maior poténcia de atividade antimicrobiana,
quando comparada ao seu sal de potassio, que possue 75% de poténcia em relagdo ao
equivalente em peso do acido, sendo necessaria uma maior quantidade de sal para atingir o
mesmo potencial antimicrobiano do acido (STOPFORTH etz al., 2005).

Os sorbatos sdo considerados os agentes antimicrobianos mais utilizados na industria
alimenticia, para a preservagdo e aumento da vida de prateleira de produtos com umidade
intermediaria (SEOW & CHEAH, 1985). Segundo Silveira e colaboradores (2007), os
acidos organicos como conservantes (sorbico, benzoico e propionico), podem ser utilizados
para aumentar a vida de prateleira de massas frescas se utilizados juntamente com o
resfriamento, uma vez que esses produtos ndo passam por tratamento térmico.

Segundo a FAO/WHO (1970), a atuagao do AS se da somente quando o mesmo esta
em sua forma nao dissociada, sendo dependente do pH, atuando em uma ampla faixa, onde
sua maior atividade antimicrobiana ¢ verificada em condi¢des acidas. Desta forma, os fatores
citados podem interferir na atividade antimicrobiana do AS, ampliando e/ou intensificando

a acdo conservante do mesmo (LIEWEN & MARTH, 1985).

2.1.1. Espectro de atuagio do AS

Para que exista uma boa acdo conservante ¢ necessario conhecer a diversidade
microbiana em que o composto atuard, analisando em vdrias concentracoes do agente
conservante. Desta forma, ¢ importante conhecer o tipo de microrganismo, componentes €
propriedades dos alimentos, pois este ultimo difere de meios sintéticos e as caracteristicas
destes podem alterar drasticamente a atividade do antimicrobiano (DAVIDSON &

BRANEN, 2005). Os espectros de acdo do AS (Tabelas 2 ¢ 3).

Tabela 2. Bactérias inibidas por acido sorbico (SOFOS et al., 1986).

Acetobacter aceti Clostridium perfringens Pseudomonas fragi
Acetobacter xylinum Clostridium sporogenes Pseudomonas flurescens
Achromobacter sp. Enterobacter aerogenes Salmonella heidelberg

Acinetibacter sp.
Bacillus cereus
Bacillus polymyxa

Bacillus stearothermopfilus

Bacillus subtilis
Campylobacter jejuni

Costridium botulinum

Escherichia coli
Lactobacillus brevis
Micrococccus sp.
Propionibacteruim zeae
Prop. Freundenreichii
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeroginosa

Salmonella monteivideo
Salmonella typhimurium
Salmonella enteritidis
Sarcinia lutea
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Virio parahaemolyticus




Tabela 3. Leveduras inibidas por acido sorbico, algumas espécies dos géneros apresentados
sdo inibidas (BELL et al., 1959).

Candida Brettanomyces
Debarymyces Endomycopsis
Rhadotorula Sccharomyces
Torulopses Zygosaccharomyces
Cryptococcus Torulaspora
Hansenula

Outros géneros/espécies em destaque para o espectro de atuacdo do AS sdo Listeria
monocytogenes estudadas por Silveira et al. (2007), A. Niger por Stratford et al. (2013) e
Corynebacterium por Al-Dagal & Bazaraa (1999) e algumas espécies de Penicillium

segundo concluiram Finol et al. (1982).

2.1.2. Mecanismos de oxidacao e degradacao quimica de AS

A forma cristalina do acido soérbico possui uma consideravel estabilidade, contudo,
¢ instavel em solugdo aquosa dando origem a varios produtos decorrentes da sua degradacao,
e estes alteram a coloragcdo da solugcdo (ARYA, 1980; CAMPOS & GERSCHENSON,
1996). O aumento da temperatura também ¢ capaz de ocasionar a degradacdo do acido, este
sublima sob aquecimento (CHICHESTER & TANNER JR, 1972).

Virios estudos demonstraram a capacidade do &cido sérbico de interagir com varios
outros aditivos ou constituintes de alimentos (SEOW & CHEAH, 1985), degradando-se,
principalmente, por autoxidagdo na presenca de oxigénio, e formando malonaldeido e outros
carbonilos (ARYA, 1980).

Na aplicagdo do AS na preservagdo de alimentos, a degradacdo acido ¢ lenta e o
consumo do alimento contendo o conservante se da, geralmente, antes que ocorra qualquer
alteracdo aparente no teor de AS; desta forma muitos outros componentes do alimento
podem sofrer oxidacdo antes do acido (LUCK & JAGER, 1995).

A degradacdo do AS em alimentos e/ou sistemas modelo pode ocorrer por diversas
maneiras, desde mecanismos de oxidacao, interagdes com constituintes ou aditivos presentes
em alimentos, agdo microbiana e degradagao por a¢ao de temperatura (SEOW & CHEAH,
1985).

Lopes e colaboradores (2012) observaram, em experimentos eletroquimicos, o
mecanismo de degradagdo do AS. A oxidacao pode ser verificada nas ligagdes duplas entre
os carbonos C2-C3 ou C4-C5 (Figura 1). Contudo, por estar mais proxima do grupo
carbonila, a ligacdo C2-C3 possui menor chance de sofrer auto-oxidagdo. Assim, o

mecanismo de oxidagdo do AS proposto por esses autores, envolve principalmente a



hidrolise da liga¢ao dupla entre os carbonos C4 e C5, seguida de adicdo de OH na posi¢ao

C5 e desprotonagdo quimica do produto de oxidagao.

N ©

OH

Figura 1. Estrutura molecular do 4cido sorbico (EFSA et al., 2019).

Campos e Gerschenson (1996) estudaram o efeito de alguns aditivos utilizados em
conjunto com o acido sorbico em sistemas e verificaram a degradagdo do AS em sistemas
contendo glicina, glicina e glicerol e na presenca de nitrito, juntamente com cloreto de sodio.
Gliemmo e colaboradores (2001) verificaram a destruicdo do 4cido sorbico em sistema
contendo aspartame e glicose. Saxby et al. (1982) relataram a rapida degradagdo do AS em
modelos de matrizes alimentar contendo diéxido de enxofre em excesso. A degradagdo do
acido soérbico por microrganismo também foi observada, fungos podem realizar um processo

de degradagao por meio da descarboxilagdo do acido sérbico (MARTH et al., 1966).
2.2. CICLODEXTRINA

As ciclodextrinas (CD) sdo uma familia de oligossacarideos ciclicos compostos por
monodmeros de a-D-glicose, unidos por ligacdes a-1,4-glicose. As CDs possuem um exterior
hidrofilico e uma cavidade interna hidrofobica, que podem interagir com vdarias moléculas
organicas / inorganicas para formar complexos de inclusao pela da formagao de unidades
ndo covalentes ligadas (WANG et al., 2016).

Os trés principais oligossacarideos que correspondem as ciclodextrinas o-, B- € y-
ciclodextrina possuem propriedades semelhantes: sdo cristalinos, homogéneos, nao-
higroscopicos, constituidos de macro-anéis formados a partir de unidades de glucopiranose.
A a-ciclodextrina (também denominada de a-dextrina de Schardinger, ciclomalto-hexaose,
ciclohexaglucano, ciclohexaamilose, aCD, ACD ou C6A) ¢ formada a partir de seis unidades
de glucopironase, ja a PB-ciclodextrina (B-dextrina de Schardinger, ciclomaltoheptaose,

cicloheptaglucano, cicloheptaamilose, BCD, BCD ou C7A) formada a partir de sete unidades



de glucopironase, e a y—ciclodextrina (y-dextrina de Schardinger, ciclomaltooctaose,
ciclooctaglucano, ciclooctaamilose, yCD, GCD, C8A) formada a partir de oito unidades
(SZEJTLI, 2004). Representagdes das estruturas das ciclodextrinas (Figura 2), e as principais

propriedades (Tabela 4).

o
m\ 6* u

aCD
ficD yCD

Figura 2. Estrutura da a, B e y-ciclodextrina (SZEJTLI, 1988).

Tabela 4. Propriedades fisicas e quimicas das ciclodextrinas (SA BARRETO et al., 2008;
SZEJTLI, 1988).

Propriedades o-CD pB-CD y-CD
Unidades de glicose 6 7 8

Peso molecular 972 1135 1297
Diametro da cavidade 0,47-0,53 0,60-0,65 0,75-0,83
Volume da cavidade (nm) 1740 2620 4720
Solubilidade aquosa (25°C) (%) 14,5 1,85 23,2
Moléculas de dgua na cavidade 6 11 17
Forma cristalina hexagonal monoclinica quadrada
Temperatura de fusdo °C 250-260 255-265 240-245
Toxicidade Sem restrigdo Toxico por via parenteral Sem restrigdo

De acordo com Szente ef al. (2016), existem alguns desafios, ao se analisar as CDs,
que devem ser considerados em sua utilizagdo: as CDs, na maioria dos casos, ndo tém
caracteristicas proprias de absorbancia UV para deteccao, o que pode afetar o comprimento
de onda e o valor de absorbancia dos espectros UV e visivel de moléculas visitantes e
componentes da matriz, podendo ocasionar reagdes quimicas com reagentes.

Contudo, a utilizacdo das CDs como material encapsulante possui diversas

vantagens, Venturini (2008) cita a prote¢ao do ingrediente ativo contra oxidagao, reacdes



induzidas pela luz, degradagdo de substincias por microorganismo, decomposi¢do pelo
calor, volatilidade e sublimagdo, além disso ocorrem ainda algumas modificacdes na
reatividade do substrato, que inicialmente era hidrofobico, torna-se hidrofilico quando

complexado, e, de acordo com Marques (2010), a redugao de higroscopicidade.

2.2.1. Complexo de inclusao

Uma das propriedades mais interessantes das CDs ¢ a habilidade de formar
complexos de inclusao do tipo hospedeiro/hospede com uma ampla variedade de moléculas
(SZENTE et al., 2016). Esta caracteristica ¢ equivalente ao encapsulamento molecular e ¢ a
principal base para a aplicacdo desse composto nos setores farmacéuticos, agroquimicos,
cosméticos e alimenticios. A inclusdo molecular proporciona modificagdes benéficas nas
propriedades fisico-quimicas das moléculas “hospede” (MURA, 2014), sendo considerado
um método de encapsulacdo simples e de baixo custo, quando comparado aos outros
métodos existentes (MARQUES, 2010).

A princial caracteristica das CDs ¢ sua estrutura cilindrica, com cavidade interna
hidrofobica e externa hidrofilica, e aberta em ambas as extremidades, que favorece o
aprisionamento de uma variedade de moléculas organicas, formando assim um complexo de
inclusdo. As caracteristicas fisico-quimicas das CDs (hospedeiro), molécula organica
(hospede) e consequentemente seus complexos de inclusdo sao quem determinam a dindmica
do equilibrio (SA BARRETO et al., 2008).

O contato entre as moléculas “hospede” que ocupam a cavidade interna da
ciclodextrina “hospedeira” no complexo de inclusdo nao € fixo ou permanente, e as ligacdes
sdao um equilibrio dindmico. Desta forma, a for¢a da ligacao existente ¢ dependente do quao
apropriada ¢ a molécula a cavidade, ou seja, depende do bom encaixe “hospedeiro-héspede”
no complexo, bem como das interacdes locais entre os atomos da superficie (DEL VALLE,
2004). De acordo com Venturini et al. (2008) as for¢cas que influenciam na formagdo do
complexo sdo decorrentes das caracteristicas de cada substancia.

Os complexos podem ser formados em solu¢do ou no estado cristalino, sendo a agua
o solvente mais utilizado; todavia, a complexacao pode também ser realizada na presenca de
solvente ndo aquoso (DEL VALLE, 2004). Na preparacao de complexos de inclusdo, o
etanol ¢ um solvente comum usado juntamente com a agua, pois pode ser facilmente
deslocado pela molécula hospede e ser facilmente removido por evaporacio (AREE &

CHAICHIT, 2003).



De acordo com Del Valle (2004), ¢ importante considerar dois fatores-chave para
formag¢do de um complexo de inclusdo, relacionados a compatibilidade geométrica e
interacdes termodinamicas. A figura 3 apresenta um exemplo de complexagdo, onde as
moléculas de dgua do interior da cavidade da CD sdo deslocadas para fora, assim que a

molécula hidrofébica hospede € aprisionada.

o ® o ©
@ 0%,

Figura 3. Representacao esquematica da formagao do complexo de inclusdo (MURA, 2014).

As dimensdes das moléculas héspedes devem ser compativeis com o tamanho da
cavidade da ciclodextrina, para que o hdspede seja ‘aprisionado’ de maneira correta. Em
relacdo as interagdes termodindmicas entre os componentes do sistema formador do
complexo, ¢ necessario uma forca motriz capaz de substituir as moléculas de dgua que
ocupam inicialmente a cavidade interna da ciclodextrina, por moléculas ‘hospede’
apropriadas (DEL VALLE, 2004).

As forgas de interacdo utilizadas para deslocar o equilibrio para formacdo do
complexo estdo relacionadas a polaridade da molécula ‘hospede’, nimero de ligagdes de
hidrogénios, reducao das forgas repulsivas entre os ambientes hidrofobico e o aquoso,
aumento das interacdes hidrofobicas a medida que a molécula ‘hdspede’ € inserida na
cavidade interna da CD, onde ocorre ajustes conformacionais por forgas de Van Der Waals
(DEL VALLE, 2004).

Moléculas (hospedes) hidrofobicas sdo incluidas na cavidade da ciclodextrina
formando complexos de clivagem, desta forma uma ou mais moléculas hospedes podem ser

capturadas por uma ou duas CDs (DEL VALLE, 2004). Segundo Marques (2010), também



10

¢ possivel incluir somente parcialmente o “hdspede’ na cavidade da CD, de forma que apenas

uma parte especifica da molécula héspede fique exposta fora do complexo.

2.2.2. Métodos de complexacgao

Nao existe uma metodologia universal para a preparacdo dos complexos com
ciclodextrina, contudo, os procedimentos existentes sdo considerados simples (SZEJTLI,
1988). Os métodos mais comuns na preparagdo de complexos de inclusdo sdao co-
precipitacdo, slurry, kneading e mistura fisica, e a quantidade de agua utilizada diminue,

respectivamente, a cada método (HEDGES, 1998).

2.2.2.1. Coprecipitacio

Este método ¢ geralmente utilizado em ensaios laboratoriais. A técnica consiste em
adicao da molecula ‘hdspede’, ou sua solugdo, em solugdo aquosa de ciclodextrina, sob
agitacdo e aquecimento, para que a CD seja completamente dissolvida. O equilibrio do
complexo ¢ atingido sob resfriamento lento (SZEJTLI, 1988; HEDGES, 1998). Apos, a d4gua
presente pode ser removida por liofilizacdo, secagem por pulverizacao ou qualquer outro
método (SZEJTLI, 1988).

A coprecipitagdo possui como vantagem a facilidade de observacao da formagao do
complexo, pela inclusdao do “hospede” na cavidade interna da CD, todavia, ¢ somente
utilizado para producdo em escala laboratorial, pois faz uso de uma quantidade elevada de
agua. Sua utilizacdo permite provar a viabilidade de complexag¢do de uma molécula em
particular e posterior caracterizagdo do complexo formado para aplicagdo em outras

metodologias (HEDGES, 1998; DEL VALLE, 2004).

2.2.2.2. Mistura fisica

Este método consite na mistura da ciclodextrina com o “hdspede” sem a adi¢ao de
agua (HEDGER, 1998; PATIL, 2010; DELL VALE, 2004). Essa metodologia nao ¢
eficiente para fazer complexos de inclusdo, pois o tempo de complexagdo pode levar dias,
no entanto, sua utilizacdo ¢ indicada para formar complexos com “hdspedes” liquidos ou
Oleos, onde o “hdspede” serve como solvente para o “hospedeiro” e a complexacao ¢
completada mais rapidamente (HEDGER, 1998).

A ndo necessidade de adicionar 4gua ¢ a principal vantagem do método, a menos que

seja necessaria uma etapa de lavagem. Como desvantagem, tem-se o risco de complexagdo
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incompleta, devido a falhas na mistura em casos de produ¢do em grande escala (DEL

VALLE, 2004).

2.2.3. Complexacao de ciclodextrina com acidos organicos

Muitos estudos sugerem a formagao de complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e
acidos organicos, verificando uma interagdo existente entre os componentes, todavia, essa
interagdo ainda ¢ incerta (BARILLARO et al., 2008), e de dificil interpretacdo (ZHANG et
al., 2010).

Schlenk & Sand (1960) estudaram a associagdo de ciclodextrinas com acidos
organicos de estrutura simples, em solu¢do aquosa, e reportaram que o tamanho e estrutura
da molecula orgénica sdo fatores decisivos para formag¢do do complexo, uma vez que a
compatibilidade da molécula hospede com a cavidade da ciclodextrina, determina a
estabilidade do complexo. A estrutura molecular do hdospede pode também interferir na
configuracao de rotagdo optica da CD, e o acido sorbico possui essa caracteristica, devido a
insaturagdo presente ao longo de sua cadeia estrutural.

A complexacdo de acidos organicos em ciclodextrinas tem sido amplamente
estudada: Complexos de inclusdo de ciclodextrina com acido ascérbico (SAHA et al., 2016),
acido maleico, fumarico e tartarico (BARILLARO et al., 2008), acido cinamico (UEKAMA
et al., 1975), acido benzdico (SALVATIERRA et al., 1996), acido férmico e acético (AREE
et al., 2003), além do acido sorbico (ZHANG et al., 2010), que objetivou a caracterizacao

estrutural do complexo de inclusdo contendo o acido sorbico.

2.2.4. Caracterizacio do complexo

A caracteriza¢do dos complexos de inclusdo ¢ de fundamental importancia e visa
melhorar sua aplicabilidade. A necessidade de informacdes mais profundas sobre os
complexos € necessaria para melhor comprensao dos fendmenos envolvidos na inclusao tipo
“hospedeiro-hospede”. Para a caracterizacao ¢ requerida a utilizacdo de varios métodos
analiticos diferentes, uma vez que cada técnica explora uma caracteristica especifica do
complexo e baseia-se na detec¢cdo de qualquer variacdo das propriedades fisicas e quimicas
do ‘héspede’, ocasionadas pela formagdao do complexo de inclusao (MURA, 2014). Alguns

métodos de caracterizagao sao descristos a seguir:
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2.2.4.1. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

No caso a técnica FTIR-ATR baseia-se no principio de que a radiacdo infravermelha
¢ completamente refletida apos passar por um prisma de alto indice de refragdo (MURA,
2015), permitindo a deteccao da formagao do complexo, e apontando diferentes grupos
funcionais tanto na molécula héspede, como na hospedeira, na complexagao, ao analisar as

mudangas na forma e posigdo das bandas de absorbancia (CANAVA et al., 2008).

2.2.4.2. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de prétons (RMN-H')

O método de RMN-H! é considerado completo em relagio as informagdes obtidas na
investigacdo das interagdes entre CDs e o hdspede. Os espectros fornecem informacgdes
especificas sobre a estrutura do complexo e sua orientagdo dentro da cavidade (MURA,
2014). A formacao do complexo de inclusdo resulta em desvios dos protons C3-H e C5-H
para o interior da cavidade, devido a inclusao da molécula ‘hospede’. Ja os protons C1-H,
C2-H e C4-H nao sofrem ateragdes, permanecendo no exterior da cavidade (SZEJTLI,

1988).
2.3. FILMES BIODEGRADAVEIS ATIVOS

Diferente das embalagens convencionais, que tradicionalmente atuam somente como
barreira passiva aos efeitos do ambiente, de modo a separar o produto embalado do meio
externo, as embalagens ativas sdo projetadas para interagir com o produto embalado e

prolongar sua vida util (FENYVESI et al., 2018; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2016).

O material que constitui o sistema de embalagem ativo pode conter compostos
antimicrobianos ou outros compostos, que sao liberados do revestimento, para desempenhar
suas fungdes e retardar a degradacdo do alimento, inibindo a proliferacdo de microrganismos
(FENYVESI et al., 2018; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2016). Desta forma, a
quantidade de compostos antimicrobianos ¢ reduzida, considerando a quantidade geralmente
incorporada diretamente nas formulagdes dos produtos alimenticios (GHANSENLOU et al.,
2013).

Agentes antimicrobianos tém sido aplicados em filmes e/ou revestimentos
alimenticios como forma de elevar a eficiéncia no controle da seguranga alimentar, quanto
a contaminacdo dos alimentos. S3o geralmente incorporados em polimeros para a producao
de embalagens ativas o acido sorbico e seus sais de potassio (SOUSA, 2013). Alguns estudos

sobre a incorporagdo de sorbato em filmes j& foram realizados por Rodriguez-Martinez et al.
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(2016), Hu et al. (2017), Dobre et al. (2012), Guillard et al. (2009), Sousa et al. (2013),
Sousa et al. (2016), Hauser & Wunderlich (2011), Flores et al. (2007).

A biodegradabilidade do material de embalagem ¢ de grande importancia atualmente,
desta maneira, a utilizagao de polimeros renovaveis e inatos, como forma de substituicao dos
materiais tradicionais utilizados na fabricagdo de embalagens sintéticos, de origem
petrolifera e ndo biodegraddveis (KUMAR & MAITI, 2015), sdo uma interessante
alternativa. Por exemplo, em especial o uso do amido, considerado biodegradavel,
comestivel, ndo depende de fontes fosseis e amplamente encontrado na natureza
(SADEGHIZADEH-YAZDI et al., 2019).

A substitui¢@o de polimeros nao degradaveis pela industria de embalagem plasticas
promove beneficios ao meio ambiente, j& que o material de descarte se degrada mais
facilmente sem acumulo (CHEVALIER et al, 2018; KUMAR & MAITI, 2016;
JARAMILLO et al., 2016).

2.3.1. Amido

A funcionalidade e forma do amido variam muito entre espécies botanicas, o que
atribui diversas propriedades ao mesmo (COPELAND et al., 2009). Todavia, esse
carboidrato ¢ comumente utilizado na industria alimenticia, com diversas fungdes, como
modificador de textura, viscosidade, adesdo, reten¢ao de umidade, formagao de gel e filmes
(WATERSCHOOT et al., 2015, COPELAND et al., 2009).

Considerado a matéria prima de origem natural mais utilizada pela industria de
embalagens, o amido ¢ utilizado em formulagdes de filmes biodegradéveis, devido a sua alta
disponibilidade e baixo custo (GHASEMLOU et al., 2013; MENDES et al., 2016;
BEMILLER & WHISTLER, 2009). Além disso, ¢ produzido em escala industrial, ponto de
grande importancia para insercao deste, na fabricagdo de embalagens (LUCHESE et al.,
2018).

O amido ¢ um polissarideo disponivel nos vegetais, principalmente em suas raizes e
tubérculos (BASIK et al., 2017). Composto por duas macromoléculas: amilose, um
polissacarideo essencialmente linear, e amilopectina, um polissacarideo ramificado
considerado insoluvel em agua fria, devido as ligacdes de hidrogénios que mantem a uniao
das cadeias de amido (DOMENE-LOPEZ et al., 2019; LI et al., 2011). Essas duas
macromoléculas, embora sejam residuos de glicose, apresentam diferentes propriedades

fisico-quimicas devido as suas diferentes estruturas (LI et al., 2011), sendo que grande
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quantidade de amilose ou amilopectina presente no granulo afeta de maneira significativa a
funcionalidade do amido (GAO et al., 2014).

E um polissacarideo semi-cristalino (15-45%), sendo esta cristalinidade dependente
da proporg¢ao de amilose/amilopectina, pois as regides cristalinas sao formadas pelas cadeias
curtas ramificadas da amilopectina. J4 a amilose propicia, juntamente com as ramificagdes
da amilopectina, uma regido amorfa (CAZON et al., 2017).

Como forma de obter um filme de amido termoplastico (TPS), deve-se submenter os
granulos de amido a gelatinizacdo com um plastificante, sendo os de uso recorrente
monossacarideos, dissacarideos, oligossacarideos (glicose, frutose) e poliois (glicerol,
sorbitol) (DOMENE-LOPEZ et al., 2019). A incorporagio de outros biopolimeros e
plastificantes ¢ a solugdo encontrada, de modo a superar as fragilidades, problemas
mecanicos e de propriedades de barreira de vapor de agua dos filmes obtidos de polimeros

biodegradaveis (TANG et al., 2012).

2.3.2. Processo de extrusao

Existem diversas técnicas que podem ser empregadas na producdao de filmes
biodegradaveis, sdo exemplo: casting, extrusdo, calandragem, moldagem por inje¢do, entre
outros (OTONI et al., 2017).

A extrusdo consiste em um processo termomecanico, onde os materiais sdo fisica e
quimicamente transformados, quando submetidos a tensdes térmicas ¢ mecanicas, geradas
pelos parafusos rotativos e os barris aquecidos (EMIN et al., 2016).

A técnica de extrusdo ¢ utilizada a fim de viabilizar a producao de filmes de amido
em escala industrial, onde emprega-se processo continuo com baixa quantidade de agua, alta
temperatura e forgas de cisalhamento que garantem a transformagao dos granulos de amido
em amido termoplastico (JI et al., 2017).

A gelatinizagdo e a fusdo sdo dois fenomenos utilizados para a obtengdo de um
material termoplastico a partir do amido, para a produgdo de filmes. Esses processos
possibilitam a destruicdo da organizacao dos granulos de amido, obtendo-se assim uma
matriz polimérica homogénea e amorfa (BALAN, 2013).

No processamento de filmes de amido termoplasticos (TPS) pode ser utilizada
técnica de extrusdo por sopro (figura 4), onde o TPS ¢ expandido por sopro em uma forma
tubular. A adi¢ao de plastificantes, capazes de diminuir a temperatura de fusao do amido e
aumentar a flexibilidade do mesmo € necessaria para a producao de filmes mais elésticos e

menos quebradicos (BRANDELEIRO et al., 2010). Além disso, promove mudancas
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estruturais no amido, como gelatinizacdo, fusdo e fragmentacdo (MARTINEZ et al., 2014a,

2014b).

Extrusora

F@

Fluxo de ar Bobina
Figura 4. Diagrama de fluxo de processamento de filme com extrusdo por sopro (Adaptado LI et al.,

2014).

2.3.3. Propriedades do filme
2.3.3.1. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade consiste no transporte de gases e vapores através da embalagem,
sendo resultado dos efeitos da solubilidade e difusdo das moléculas de vapor. Na etapa de
solubilidade o permeado se dissolve na matriz do filme na parte superior, difundindo-se
através do filme, impulsionado por um gradiente de concentragdo, e evapora do outro lado
da superficie. A diferenga na solubilidade de gases pode influenciar na difusividade dos
gases através do filme. A segunda etapa, difusdo, ¢ dependente do tamanho, forma e
polaridade da molécula penetrante, grau de reticulagdo e movimento da cadeia polimérica

(SIRACUSA, 2012).
2.3.3.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas dos filmes constituidos de amido, sdo de grande
importancia, pois sdo as que mais podem restringir a aplicacdo dos filmes poliméricos
(CARMO & PAIVA 2015). Essas propriedades podem mudar significativamente com
alteragdes de temperatura ¢ umidade durante realizacao dos testes, do mesmo modo para as

embalagens sintéticas tradicionais (MALI, 2010).
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2.3.3.2.1. Médulo de elasticidade

O moédulo de elasticidade, também conhecido como mddulo de Young (E) ¢ um
indicador da rigidez do filme. Quanto maior for o médulo, menor sera deformacao elastica
resultante da aplicacdo de uma tensao (CALLISTER, 2007). Corresponde a parte linear
referente a uma curva tensdo-deformacgdo, em que a deformacdo que o material sofre ainda

¢ considerada reversivel (ASTM, 2009).

2.3.3.2.2. Elongacio na ruptura

A elongac¢do na ruptura (¢) trata-se da forma como o material pode deformar-se até a

ruptura, deformacao total, relacionado a variagdo no comprimento (CALLISTER, 2007).

2.3.3.2.3. Tensao maxima

A tensdo maxima na ruptura (o) € a resisténcia oferecida pelo material no ponto de

ruptura (CALLISTER, 2007).

2.3.3.2.4. Espessura

Este parametro ¢ muito importante nas analises de filmes plésticos e ¢ definido como
a distancia entre as duas superficies do material. Atraves desta propriedade ¢ possivel obter
informacdes sobre a homogeneidade de um filme, bem como de suas propriedades

mecanicas e de barreiras (CETEA, 1996)

2.3.3.2.5. Cor

A imagem de um produto esta sempre relacionado a cor e ao brilho das embalagens,
uma vez que € a unica forma de exposicao ao consumidor antes da sua compra (MARCH &
BUGUSU, 2007; COSTA, 2008)

Geralmente, filmes que utilizam como base o amido, apresentam certa opacidade ou
barreira a transmissao de luz. Quando adicionados de materiais como: proteinas, lipidios,
plastificantes e emulsificantes, sofrem reagdes que resultam em mudancas de cor

(SAKANAKA, 2007).

2.3.4. Atividade Antimicrobiana

2.3.4.1.Teste de halo

E um teste de sensibilidade antimicrobiano que mede a capacidade de um agente

antimicrobiano em inibir o crescimento de bactérias in vitro (WHO, 2006)



17

REFERENCIAS

AL-DAGAL, M. M.; BAZARAA, W. A. Extension of shelf lite of whole and peeled shrimp
with organic acid salts and bifidobacteria. Journal of Food Protection,v. 62,n. 1, p. 51-56,
1999.

AREE, T.; CHAICHIT, N. A new crystal form of B-cyclodextrin-ethanol inclusion complex:

channel-type structure without long guest molecules. Carbohydrate Research, v. 338, p.
1581-1589, 2003.

AREE, T.; SCHULZ, B.; RECK, G. Crystal structures of B-cyclodextrin complexes with
formic acid and acetic acid. Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry,
v. 47, p. 39-45, 2003.

ARYA, S.S. Stability of sorbic acid in aqueous solutions. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 28, n. 6, 1980.

ASTM — American Society for Testing and Materials. Standart test method for tensile
properties of thin plastic sheeting — D882-09. Pennsylvania, 2009.

BALAN, G. C. Elaboracao e aplicacdo de filme a base de amido na conservaciao de
queijo tipo mussarela. 49 p. Trabalho de Conclusdao de Curso de Graduacdo do Curso
Superior de Tecnologia de Alimentos. Universidade Tecnologica Federal do Parand.
Londrina, 2013.

BARILLARO, V.; DIVE, G.; BERTHOLET, P. et al. Theoretical and experimental
investigations of organic acids/cyclodextrin complexes and their consequences upon the
formation of miconazole/cyclodextrin/acid ternary inclusion complexes. International
Journal of Pharmaceutics, v. 347, p. 62-70, 2008.

BASIAK, E.; LENART, A.; DEBEAUFORT, F. Effect of starch type on the physico-
chemical properties of edible films. International Journal of Biological Macromolecules,
v. 98, p. 348-356, 2017

BELL, T. A.; ETCHELLS, J. L.; BORG, A. F. Influence of sorbic acid on the growth of
certain species of bacteria, yeasts, and filamentous fungi. Journal of Bacteriology, v. 77, n.
5, p- 573-580, 1959.

BEMILLER, J.; WHISTLER, R. Starch: chemistry and technology. 3rd ed. [S.1.]: Elsevier,
2009.



18

BRANDELEIRO, R. P. H.; YAMASHITA, F.; GROSSMANN, M. V. E. The effect
of surfactant Tween 80 on the hydrophilicity, water vapor permeation, and

the mechanical properties of cassava starch and poly(butylene adipate-coterephthalate)
(PBAT) blend films. Carbohydrate Polymers, v. 82, p. 1102—1109, 2010.

CALLISTER JR, W. D.; Materials Science and Enginnering: An Introduction; Wiley:New
York, 2007.

CAMPOS, C. A.; GERSCHENSON, L. N. Effect of certain additives on sorbate stability.
Food Research International, v. 29, n. 2, p. 147-154, 1996.

CANAVA, C.; CRUPL V.; FICARRA, P. et al. Physicochemical characterization of
coumestrol/B-cyclodetrins inclusion complex by UV-vis and FTIR-ATR spectroscopies.
Vibrational Spectroscopy, v. 48, p. 172-178, 2008.

CARMO, K. P.; PAIVA, J. M. F. Filmes biodegradaveis de amido e composi¢des com outros
materiais. Revista Virtual de Quimica, v.7, n. 6, p. 2377-2386, 2015.

CAZON, P. VELAZQUEZ, G.; RAMIREZ, J. A. et al. Polysaccharide-based films and
coatings for food packaging: a review. Food Hydrocolloids, v. 68, p. 136-148, 2017.

CENTRO DE TECNOLOGIA DE EMBALAGENS — CETEA. Ensaios para avaliaciao de
embalagens plasticas flexiveis. Campinas, p. 2019, 1996.

CHEVALIER, E.; ASSEZAT, G.; PROCHAZKA, F. et al. Development and
characterization of a novel edible extruded sheet based on different casein sources and
influence of the glycerol concentration. Food Hydrocolloids, v. 75, p. 182-191, 2018.

CHICHESTER, D. F.; TANNER JR, F. W. Handbook of food additives. 2. ed. Cleveland:
CRC Press LLC, 1972.

COPELAND, J. L.; BLAZEK, H.; SALMAN, M.C. Tang, Form and functionality of starch,
Food Hydrocolloids, v. 23, p. 1527-1534, 20009.

COSTA, D. L. M. G. Produciao por extrusio de filmes de alto teor de amido
termoplastico de mandioca com poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT). 2008.
90p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.



19

DAVIDSON, P. M.; BRANEN, A. L. Antimicrobials in food. Chapters 1 (3rd ed.). Florida,
USA: CRC Press, Taylor & Francis Group, 2005

DEL VALLE, E. M. M. Cyclodextrins and their uses: a review. Process Biochemistry, v.39,
p. 1033-1046, 2004.

DOBRE, L.; STOICA-GUZUN, A.; STROESCU, M. et al. Modelling of sorbic acid
diffusion thourg bacterial cellulose-based antimicrobial films. Chemical Papers, v. 66, n. 2,
p. 144-151, 2012.

DOMENE-LOPEZ, D.; GARCIA-QUESADA, J. C.; MARTIN-GULLON, L et al.
Influence of starch composition and molecular weight on physicochemical properties of
biodegradable films. Polymers, v. 11, 2019.

EFSA ANS Panel (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food),
2015. Scientific Opinion on the re-evaluation of sorbic acid (E 200), potassium sorbate (E
202) and calcium sorbate (E 203) as food additives. EFSA Journal,v. 13,n. 6, p. 91, 2015.

EFSA FAF Panel (EFSA Panel on Food Additives and Flavourings); YOUNES M.;
AQUILINA G.; et al. Scientific Opinion on the follow-up of the re-evaluation of sorbic acid
(E200) and potassium sorbate (E202) as food additives. EFSA Journal, v. 17, n. 3, p. 21,
2019.

EMIN, M. A.; TEUMER, T.; SCHMITT, W.; et al. Mensurement of the true melt
temperature in a twin-screw extrusion processing of starch based matrices via infrared
sensor. Journal of Food Engineering, v. 170, p. 119-124, 2016.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United States. Evaluation of Food
Additives. FAO/WHO, Geneva, Italy. 1970.

FENYVESI, E.; SZENTE, L. Cyclodextrin-enabled polymer composites for packaging.
Molecules, v. 23, 2018.

FINOL, M. L.; MARTH, E. H.; LINDSAY, R. C. Depletion of sorbate from different media
during growth of penicillium species. Journal of Protection, v. 45, n. 5, p. 398-404, 1982.

FLORES, S.; HAEDO, A. S.; CAMPOS, C. et al. Antimicrobial performance of potassium
sorbate supported in tapioca starch edible films. European Food Research and Technology,
v. 225, p. 375-384, 2007.



20

GAO, H.; CAL J.; HAN, W.; et al. Comparison of starches isolated from three different
Trapa species. Food Hydrocolloids, v. 37, p. 174-181, 2014.

GHASEMLOU, M. et al. Physical, mechanical and barrier properties of corn starch films
incorporated with plant essential oils. Carbohydrate Polymer, v. 98, p. 1117-1126, 2013.

GLIEMMO, M. F.; CAMPOS, C. A.; GERSCHENSON, L. N. Interaction between
potassium sorbate and aspartame in aqueous model sugar systems. Journal of Food Science,
v. 66, n. 3, p. 428-431, 2001.

GUILLARD, V.; ISSOUPOV, V.; REDL, A. et al. Food preservative content reduction by
controlling sorbic acid release from a superficial coating. Innovative Food Science and
Emerging Technologies, v. 10, p. 108-115, 2009.

HAUSER, C.; WUNDERLICH, J.; Antimicrobial packaging films with a sorbic acid based
coating. Procedia Food Science,v. 1, p. 197-202, 2011.

HEDGES, A. R. Industrial Applications of Cyclodextrins. Chemical Reviews, v. 98, p. 2035-
2044, 1998.

HU, S.; YU, J.; WANG, Z. et al. Effects of sorbic acid-chitosan microcapsules as
antimicrobial agent on the properties of ethylene vinyl alcohol copolymer film for food
packaging. Journal of Food Science, v. 82, 1. 6, 2017.

HUANG, Y.; WILSON, M.; CHAPMAN, B. et al. Evaluation of the efficacy of fout weak
acids as antifungal preservatives in low-acid intermediate moisture model food systems.
Food microbiology, v. 27, p. 33-36, 2010.

JARAMILLO, C. M.; GUTIERREZ, T. J.; GOYANES, S.; et al. Biodegradability and
plasticizing effect of yerba mate extract on cassava starch edible films. Carbohydrate
Polymers, v. 151, p. 150-159, 2016.

JI, Z.; YU, L.; LIU, H. et al. Effect of pressure with shear stress on gelatinization of starches
with different amylose/amylopectin ratios. Food Hydrocolloids, v. 72, p. 331-337, 2017.

KUMAR, S.; MAITI, P. Controlled biodegradation of polymers using nanoparticles and its
application. Royal Society of Chemistry, v. 76, p. 25-33, 2015.



21

KUMAR, S.; MAITI, P. Understanding the controlled biodegradation of polymers using
nanoclays. Polymer, v. 6, p. 67449—67480, 2016.

LI, H.; CHANG, J.; QIN, Y. et al. Poly(lactide-co-trimethylene carbonate) and
polylactide/polytrimethylene carbonate blown films. International Journal of Molecular
Sciences, v. 15, p. 2608-2621, 2014.

LL P. M.; LIU, Z.; WEI, L. et al. Extrusion processing and characterization of edible starch
films with different amylose contents. Journal of Food Engineering, v. 106, p. 95-101,
2011.

LIEWEN. M. B.; MARTH, E. H. Growth and inhibition of microorganisms in the presence
of sorbic acid: a review. Journal of Food Protection, v. 48, n. 4, p. 364-375, 1985.

LOPES, I.C.; SANTOS, P. V. F.; DICULESCY, V. C. et al. Sorbic acid and its degradation
products: electrochemical characterization. Analytical Letters, v. 45, p. 408-417, 2012.

LUCHESE, C. L.; BENELLI, P.; SPADA, J. C. et al. Impact of the starch source on the
physicochemical properties and biodegrability of different starch-based films. Journal
Applied Polymer Science, v. 135, p. 46564, 2018.

LUCK, E.; JAGER, M. Antimicrobial Food Additives: characteristics, uses e effects. 2. ed.
Berlin: Springer, 1997.

MALI S.; GROSSMANN, M. V. E.; YAMASHITA, F. Filmes de amido: producao,
propriedades e potencial de utilizacdo. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 31, n.1, p.
137-156, 2010.

MARQUES, H. M. C. A review on cyclodextrin encapsulation of essential oils and volatiles.
Flavour and Fragrance Journal, v. 25, p. 313-326, 2010.

MARSH, K.; BUGUSU, B. Food packaging: roles, materials, and environmental issues.
Journal of Food Science, Chicago, v. 72, n.3, p. R39-R55, 2007.

MARTH, E. H.; CAPP, C. M.; HASENZAH., L.et al. Degradation ofpotassium sorbate by
Pencillium species. Journal of Dairy Science, v. 49, p. 1197-1205, 1966.

MARTINEZ, M.M. CALVINO, A. ROSELL,C.M. GOMEZ, M. Effect of different
extrusion treatments and particle size distribution on the physicochemical properties of rice
flour. Food Bioprocess Technol., v. 7, p. 2657-2665, 2014a.



22

MARTINEZ, M. M.; ROSELL,C. M.; GOMEZ, M. Modification of wheat flour
functionality and digestibility through different extrusion conditions. Journal of Food
Engineering, v. 143, p. 74-79, 2014b.

MENDES, J. F.; PASCHOALIN, R.; CARMONA, V. B. et al. Biodegradable polymer
blends based on corn starch and thermoplastic chitosan processed by extrusion.
Carbohydrate Polymers, v. 137, p. 452-458, 2016.

MURA, P. Analytical techniques for characterization of cyclodextrin complexes in aqueous
solution: A review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 101, p. 238-
250, 2014.

MURA, P. Analytical techniques for characterization of cyclodextrin complex in the solid
state: A review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 113, p. 226-238,
2015.

OTONI, C. G.; AVENA-BUSTILLOS, R. J.; AZEREDO, H. M. C. et al. Recent advances
on edible films based on fruits and vegetables — a review. Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, v. 2017.

PATIL, J. S.; KADAM, D. V.; MARAPUR, S. C. et al. Inclusion complex system; a novel
technique to improve the solubility and bioavailability of poorly soluble drugs: a review.

International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research, v. 2, p. 29-34,
2010.

RODRIGUEZ-MARTINEZ, A. V.; SENDON, R.; ABAD, M. J. et al. Migration kinetics of
sorbic acid from polylactic acid and seaweed based films into food simulants. LWT- Food
Science and Tecnology, v 65, p. 630-636, 2016.

SA BARRETO, L. C. L.; CUNHA-FILHO, M. S. S. Ciclodextrina: Importante excipiente
farmacéutico functional. Latin Americam Journal of Pharmacy, v. 27, n. 4, p. 629-636,
2008.

SADEGHIZADEH-YAZD]I, J.; HABIBI, M.; KAMALIL A. A. et al. Application of edible
and biodegradable starch-based films in food packaging: a systematic review and meta-
analysis. Current Research in Nutrition and Food Science, v. 7, 2019.

SAHA, S.; ROY, A.; ROY, K. et al. Studyto explore the mechanism to form inclusion
complexes of B-cyclodextrin with vitamin molecules. Scientific Reports, v. 6, 2016.



23

SAKANAKA, L. S. Confeccao de filmes biodegradaveis por extrusao de blendas de
amido ttermoplastico e polibutileno succianato co-adipato (PBSA). Londrina, 2007. Tese
de doutorado (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina.

SALVATIERRA, D.; JAIME, C.; VIRGILI, A. et al. Determination of the inclusion
geometry for thep-cyclodextrin/benzoic acid complex by nmr and molecular modeling. The
Journal of Organic Chemistry,v. 61, n. 26, p. 9578-9581, 1996.

SAXBY, M. J.; STEPHENS, M. A.; REID, R. G. Degradation of sorbic acid in model food
systems. Food Chemistry, v. 9, p. 283-287, 1982.

SCLENK, H.; SAND, D. M. The association of a- and B-cyclodextrins with organic acids.
Journal of the American Chemical Society, v. 63, n. 10, p. 2312-2320, 1961.

SEOW, C. C.; CHEAH, P. B. Kinetics of degradation of sorbic acid in aqueous glycerol
solutions. Food Chemistry, v. 17, 1985.

SILVEIRA, M. F. A.; SOARES, N. F. F.; GERALDINE, R. M. et al. Active film
incorporated with sorbic acid on pastry dough conservation. Food Control, v. 18, p. 1063-
1067, 2007.

SIRACUSA, V. Food packaging permeability behaviour: a report. International Journal of
Polymer Science, v. 2012, 2012.

SOFOS, J. N.; BUSTA, F. F. Antimicrobial acivity of sorbate. Journal of Food Pretection,
v.44,n. 8, 1981.

SOFOS, J. N.; PIERSON, M. D.; BLOCHER, J. C. et al. Mode of action of sorbic acid on
bacterial cells and spores. International Journal of Food Microbiology, v. 3, p. 1-17, 1986.

SOUSA, G. M.; JUNIOR SOARES, M. S.;: YAMASHITA, F. Active biodegradable films
produced with blends of rice flour and poly(butylene adipate co-terephthalate): Effect of
potassium sorbate on film characteristics. Materials Science and Engineering C, v. 33, p.
3153-3159, 2013.

SOUSA, G. M.; YAMASHITA, F.; JUNIOR, M. S. S. Application of biodegradable films
made from rice flour, poly(butylene adipate-co-terphthalate), glycerol and potassium sorbate
in the preservation of fresh food pastas. LWT-Food Science and Technology, v. 65, p. 39-
45, 2016.



24

STOPFORTH, J. D.; SOFOS, J. N.; BUSTA, F. F. Antimicrobials in food. Chapters 3(3rd
ed.). Florida, USA: CRC Press, Taylor & Francis Group, 2005.

STRATFORD, M.; NEBE-VON-CARON, G.; STEELS, H. et al. Weak-acid preservatives:
pH and proton movements in the yeast Saccharomyces cerevisiae. International Journal of
Food Microbiology, v. 161, p. 164-171, 2013.

SZEJTLI, J. Past, present, and future of cyclodextrin research. Pure and Applied Chemistry,
V.76, n. 10, pp. 1825-1845, 2004.

SZEJTLI, J. Cyclodextrin Technology. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers. p. 79-
173, 1988.

SZENTE, L.; ZZEMAN, J.; SOHAJDA, T. Analytical characterization of cyclodextrins:
history, official methods and recommended new techniques. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, v. 130, p. 347-365, 2016.

TANG, X. Z.; KUMAR, P.; ALAVI, S. et al. Recent advances in biopolymers and
biopolymer-based nanocompsites for food packaging materials. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, v. 52, n. 5, p. 426-442, 2012.

UEKAMA, K.; OTAGIRI, M.; KANIE, Y. et al. Inclusion complexes of cinnamic acids with
cyclodextrins — mode of inclusion in aqueous solution. Chemical and Pharmaceutical
Bulletin, v. 23, n. 7, p. 1421-1430, 1975.

VIKAS, Y.; SANDEEP, K.; BRAHAM, D. et al. Cyclodextrin complexes: an approach to
improve the physicochemical properties of drugs and applications of cyclodextrin
complexes. Asian Journal of Pharmaceutics, v. 12, 2018.

VENTURINI, C. G.; NICOLINI, J.; MACHADO, C. et al. Propriedades e aplicacdes
recentes das ciclodextrinas. Quimica Nova, v. 31, n. 2, p. 360-368, 2008.

WANG, L.; ZHENG, W.; CHEN, S. et al. Development of rectal delivered thermo-reversible
gelling film encapsulating a 5-fluorouracil hydroxypropyl-B-cyclodextrin complex.
Carbohydrate Polymers, v. 137. 2016.

WATERSCHOOT, J.; GOMAND, S. V.; FIERENS, E. et al. Production, structure,
physicochemical and functional properties of maize, cassava, wheat, potato and rice starches.
Starch/Staerke, v. 67, n. 1-2, p. 14-29, 2015.



25

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Antimicrobial Susceptibility Testing.
Disponivel na internet em < http://w3.whosea.org/microbio/ch7.htm >. Acesso em
09/fev/2020.

ZHANG, Y.; LIU, Y.; LIU, W. et al. Characterization of the inclusion complex of -
cyclodextrin with sorbic acid in the solid state and in aqueous solution. Journalof Inclusion
Phenomena and Macrocyclicc Chemistry, v. 67,2010.



26
CAPITULOQ iii
MICROCAPSULA DE ACIDO SORBICO: CARACTERIZACAO E APLICACAO
EM FILME BIODEGRADAVEL
Catarina de M. Oliveira, Rita de C. Bergamasco
Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Engenharia de Alimentos, Av.

Colombo 5700, Maringa, Brasil

RESUMO

Microcapsulas de acido soérbico foram preparadas por inclusdo molecular em -
ciclodextrina (B—CD), utilizando a técnica de coprecipitacao, caracterizadas e aplicadas em
filme biodegradavel ativo. Para a investigacao de formacao de complexo de inclusao, foram
utilizadas técnicas de Espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) e Ressonancia magnética nuclear de protons (RMN-H'), que permitiu verificar a
interacdo entre as moléculas de acido sorbico e B-ciclodextrina e a formagdo do complexo
de inclusdo. Além disso, foram realizadas analise da capacidade de carga do complexo e
teste de estabilidade térmica, este ultimo indicando que o complexo € capaz de suportar as
temperaturas de producao do filme. Os filmes de amido foram elaborados por extrusdo,
utilizando o acido sorbico na forma livre (F1) e na forma de complexo de inclusao (F2), e
foram submetidos a caracterizagdo quanto a permeabilidade ao vapor de agua, nao sendo
observado diferenca significativa entre as duas formulagdes, e propriedades mecanicas,
sendo que a formulagdo F2 apresentou uma maior capacidade de elongacao antes da ruptura

quando comparado a F1.

Palavras-chave: Complexo de inclusdo. Conservante. Caracterizagdo. RMN. Amido. Filme

ativo.
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INTRODUCAO

Ao longo dos anos, muitos alimentos sdo acometidos por contaminacdo e
deterioragdo, principalmente por fungos, o que ocasiona no descarte de grandes quantidades
de alimentos. O desenvolvimento dessa contaminacao ¢ visivel na superficie do produto, de
modo que altera ndo somente as caracteristicas de sabor e textura do alimento, mas também
sua aparéncia. Para inibir esse tipo de contaminagdo, sdo utilizados alguns compostos
considerados conservantes como agente antimicrobiano, entre eles encontra-se o acido
sorbico.!

O acido sorbico (E200) ¢ um aditivo alimentar, que atua como conservante e possui
a capacidade de inibir ou retardar o desenvolvimento de numerosos microrganismos, como
leveduras, bolores e bactérias,? e ¢ considerado um composto seguro e ndo toxico, quando
em comparagio a outros compostos que atuam como conservantes.> Contudo, em solugdo
aquosa, o acido sorbico sofre autooxidagdo, formando malonaldeido e outras carbonilas, o
que pode prejudicar as caracteristicas sensoriais do alimento em que este ¢ incorporado, além
de reduzir a sua agdio antimicrobiana.* A incorporacdo deste agente antimicrobiano em
embalagens/filmes ¢ um modo de garantir a disponibilidade de suas fun¢des durante a vida
de prateleira do produto.’

Diferente das embalagens convencionais, que tradicionalmente atuam somente como
barreira passiva aos efeitos do ambiente, de modo a separar produto embalado do meio
externo, as embalagens ativas sdo projetadas para interagir com o produto embalado e
prolongar sua vida 1til. O material que constitui o sistema de embalagem ativo, pode conter
compostos antimicrobianos que sdo liberados do revestimento para desempenhar suas
funcdes e retardar a degradacdo do alimento, inibindo a proliferagdo de microrganismos.>
No entanto, as embalagens sdo, em sua maioria, produzidas sob utilizacdo de altas

temperaturas, o que pode acarretar na perda dos ingredientes ativos incorporados; porém,
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essa perda pode ser reduzida se o componente ativo for introduzido no filme na forma
microencapsulada.®

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos que podem atuar como agentes encapsulantes,
pois possuem a capacidade de formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de
compostos. As aplicagdes atraem nao somente o setor alimenticio, mas também os campos
farmacéutico, agroquimico e de cosméticos. A complexagao formada ¢ capaz de mascarar
sabores desagradaveis ou odores, reduzir a volatilizacdo e evaporacdo de compostos,
proteger da luz, oxigénio e interagdes com outros componentes em sua aplicagio.’

Diante disto, o objetivo geral deste trabalho foi preparar e caracterizar complexos de
inclusdo de acido sorbico em B-ciclodextrina, visando obter melhora nas propriedades fisicas
do acido, de modo a facilitar sua aplicabilidade em produtos, como em formulacgao de filmes
biodegradaveis ativos, além de melhorar as propriedades antimicrobianas deste agente
conservante.

MATERIAIS E METODOS

Preparo do complexo de inclusio. Seguindo metodologia descrita por Zhang et al.®
na razao molar de 1:1, o &cido soérbico (AS) (USP Quimisul Ltda) e a B-ciclodextrina (B-CD)
(Roquette®), foram dissolvidos separadamente em etanol (4 mL) e agua (96 mL),
respectivamente. Em seguida, as solu¢des foram misturadas, mantendo-as sob agitacao a
70 °C/2 h. Ao fim, a solucdo foi filtrada e deixada para resfriar a temperatura ambiente
(25°C). O filtrado foi colocado em placas de Petri para evaporar espontaneamente, a
temperatura de 25°C. Apos 4 dias, os cristais incolores foram obtidos e armazenados para
posterior analise.

Uma mistura fisica (MS) entre o AS e a B-CD, na razdo molar de 1:1, foi
homogeneizada manualmente em placa de Petri e armazenada em frasco fechado para

posterior analise. A mistura fisica foi preparada para efeito de comparagao.
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Extracao e quantificacdo do AS do complexo de inclusdo. A extragdo do acido
sorbico complexado foi realizada com 0,1g do suposto complexo de inclusdo em 10 mL de
agua, a temperatura ambiente (25 °C), sob constante agitacao, durante 60 minutos. Aliquotas
da amostra (0,3 mL) foram coletadas nos tempos 0, 5, 15, 30, 45 e 60 minutos, e adicionadas
a 100 mL de agua destilada, sendo desta recolhido 2 mL para a quantificacao do AS. A cada
retirada de aliquota da solu¢dao, um mesmo volume de 4agua destilada era adicionado, para
manter o equilibrio da solugao.

A quantificagdo do AS foi determinada tendo como base a metodologia descrita pelo
Instituto Adolf Lutz’, onde verificou-se a oxidacdo do 4cido sérbico em reacdo colorimétrica
com acido tiobarbiturico, com posterior leitura espectrofotométrica a 530 nm. Uma curva de
calibracao foi preparada na concentracao de ug AS/6 mL.

Capacidade de carga do AS. A capacidade de carga de 4cido sérbico no complexo

de inclusdo AS-CD foi calculada usando a Equacao (1):

CAS
cC==> Eq. (1)

na qual, o CC corresponde a capacidade de carga do AS (mg AS/g CD), CAS ¢ a quantidade
de AS extraida do complexo (mg) e CP ¢ a quantidade de ciclodextrina inicial no pé (g).
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-ATR).
O complexo de inclusao e as substancias puras foram analisadas por um espectrofotometro
FT-IR (Vertex 70v modelo, Bruker, Alemanha), onde as amostras foram colocadas em
contato com a superficie refletora do cristal ATR, e os espectros foram registrados na faixa
de 4000 a 400 cm’!, resolucdo de 4 cm™!, com utilizagio de acessorio para Reflectancia Total
Atenuada (ATR). Os dados obtidos foram padronizados por meio de normalizagao.
Ressonincia magnética nuclear de protons (RMN-H'). Os componentes puros
(acido sorbico e PB-ciclodextrina), a mistura fisica e o complexo de inclusdo foram

dissolvidos, separadamente, em solvente deuterado Dimetilsulfoxido (DMSO), e submetidos
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a estudos de ressonancia magnética nuclear de préton, em equipamento espectrometro
Varian modelo Oxford 300, operando em 300MHz, e a temperatura ambiente (25 °C).

O deslocamento de protons, Ao, foi determinado utilizando a Equacao (2):

A8 = A8complexo/mistura — ABiivre Eq. (2)

Teste de estabilidade térmica. A estabilidade térmica das amostras de AS livre e do
complexo de inclusdo, foi avaliada em diferentes temperaturas (40, 60, 90 e 120 °C).
Quantias de 0,01g de AS e 0,1g de complexo foram colocadas em placas de Petri e levadas
a estufa durante 1 hora de exposi¢do em cada temperatura testada. Em seguida, o AS
remanescente era quantificado por rea¢do colorimétrica com 4cido tiobarbiturico, com
posterior leitura espectrofotométrica a 530 nm. No caso da amostra contendo o complexo de
inclusdo, o AS era, primeiramente, extraido do complexo, seguido da quantificagao.

Producao do filme biodegradavel. O preparo do filme biodegradéavel foi baseado
na metodologia de Cestari e colaboradores.!? Foram preparadas duas formula¢des de filmes
(Tabela 1), e as misturas foram extrusadas para producdo de pellets, em extrusora piloto
monorosca, BGM, modelo EL-25 (Sao Paulo, Brasil), com 3 zonas de aquecimento 90, 120
e 105° C, e com a velocidade da rosca a 35 rpm. Os pellets foram novamente extrusados
para obtencdo dos filmes por sopro (baldo).

Tabela 1. Formulagdo dos filmes de amido contendo acido sorbico livre (F1) e
microencapsulado (F2).

Composicao F1 (%) F2 (%)
PBAT 40 40
Glicerol 13 13
Amido de Mandioca 46 37
Acido Sérbico 1 10%

PBAT: Poli (butileno adipato co-tireftalato); *10%: sendo 1% referente ao acido sorbico e 9% do

carreador B-ciclodextrina, em relagdo a formulacao total.
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Espessura. As espessuras dos filmes foram obtidas manualmente, com a utilizacao
de um micrometro digital (Mitutoyo, resolu¢ao 0,001 mm — Sao Paulo/SP). Foram avaliados
pontos aleatérios da area de cada amostra, e o resultado final foi a média aritmética de 3
medidas.

Propriedades mecanicas. As amostras foram armazenadas em um dessecador, sob
53% de umidade relativa e a 25 °C, por 72 horas. As propriedades de tracdo foram
determinadas usando um analisador de textura Stable Micro Systems (modelo TAXT2i -
Inglaterra), de acordo com American Society for Testing and Material (ASTM D - 882 -
91).'" As amostras foram cortadas em tiras de 80 mm de comprimento por 15 mm de largura,
e ajustadas a apertos pneumaticos do texturdmetro. Foram realizadas 10 andlises para cada
amostra. As garras estavam espagadas 40 mm e a velocidade de tragdo de 500 mm/min. As
propriedades investigadas foram: resisténcia méaxima a tragdo na ruptura (MPa),
alongamento na ruptura (%) e modulo de elasticidade (MPa).

Permeabilidade ao vapor de agua (PVA). A permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) foi determinada pelo método gravimétrico, seguindo o protocolo da American
Society for Testing and Material (ASTM E96 — 95),!> com modificagdes. As amostras foram
fixadas em capsulas de aluminio contendo em seu interior cloreto de calcio anidro (0% UR),
e acondicionadas em dessecadores contendo solugdo saturada de nitrato de magnésio (53%
UR), a uma temperatura de 25 = 2 °C, por 72 h. Pesagens periodicas foram realizadas até

que a taxa de ganho de massa fosse constante. A PVA foi calculada utilizando a expressdo
(3):
_ (_(m/t)+e
PVA = (5aun) k)
em que, (m/t) é o coeficiente angular da reta de ganho de massa (g) versus tempo (h), Ps ¢ a

pressdo de vapor da dgua saturada (Pa) a temperatura especifica (25 © C); AUR = UR1 —

UR2, sendo UR1 a umidade relativa dentro do dessecador, e UR2 a umidade relativa dentro
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da célula de permeacdo; e ¢ a espessura do filme (m). Todos os testes foram realizados em
triplicata.

Colorimetria. As amostras de filmes foram avaliadas quanto a cor, por meio de um
colorimetro (Minolta CR 400, Japao), com D65 (luz do dia), e usando-se os padrdes
CIEL*a*b*. Os filmes foram colocados sobre uma superficie branca, e procedeu-se as
leituras, realizadas em triplicata. A diferenca de cor (AE*) foi obtida a partir da equagao 4:

AE* = [(AL*)?* + (4a*)? + (4b*)?]%° Eq.(4)
em que, AL* =L* (F1) - L* (F2), Aa* = a* (F1) - a* (F2), e Ab* =b* (F1) - b* (F2).

O maior valor de AE* corresponde a maior diferenca entre duas cores: imperceptivel
(AE* < 1), minima (1 <AE* < 2), apenas perceptivel (2 < AE* < 3), perceptivel
(3 < AE* <5), diferenga forte (5 < AE* < 12), cor diferente (AE* > 12).1°

Determinacio da atividade antimicrobiana do filme

Teste de difusio em halo. Os testes de disco-difusdo, sdo baseados apenas na
presenga ou auséncia de um halo de inibi¢do, considerando o tamanho do mesmo. A
metodologia de disco-difusdo foi realizada de acordo com as instru¢des descritas no
NCCLS.'* As bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella, Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas, Bacillus cereus, Listeria innocua foram submetidas a sensibilidade
ao agente antimicrobiano presente nos filmes.

Analise estatistica de dados. Os dados referentes aos filmes foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), e os resultados estatisticamente diferentes foram avaliados
pelo teste de Tukey, considerando um intervalo de confianga de P < 0,05. O software
utilizado foi o R Studio®, versdo 1.2.5019.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A quantidade de AS extraido do suposto complexo de inclusdo correspondeu a cerca

de 104 mg AS / g p6, num tempo de extracao de 5 minutos (Figura 1). Uma redugdo da
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quantidade de acido soérbico em solucao, durante a extragdo, pode ser observada apos os 5
primeiros minutos do processo, em que provavelmente tem-se o inicio da oxida¢dao do
composto, pois o dcido sorbico possui alta instabilidade em solugdes aquosas,*!* o que pode
explicar a queda evidenciada na Figura 1, ja que o solvente utilizado para a extra¢ao do acido
foi agua destilada. Arya'® reporta que a degradagio oxidativa em solugdes aquosas ocorrem

somente em moléculas de acido sérbico ndo dissociadas.
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Figura 1. Curva de extragdo do acido sorbico complexado.

Considerando as proporc¢des hospede:hospedeiro usadas no preparo do complexo de
inclusdo, tem-se 115,9 mg AS/g B-CD. Este resultado foi proximo a quantidade de
compostos utilizados na complexacao (0,1 g de AS/1 g de B-CD), como ja previsto, pois o
produto é composto dos componentes puros (acido sorbico e B-CD), além do complexo de
inclusdo.

Numa tentativa de separar os componentes puros do complexo de inclusdo, o produto
obtido apds a evaporagdo espontanea dos solventes, foi lavado com etanol e dgua destilada,

seguido da secagem em temperatura ambiente, 25 °C. Apds a secagem, o produto resultante
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ja nao apresentava a caracteristica de um po cristalino, como um complexo de inclusdo, mas
o aspecto de uma mistura fisica. Esta hipotese foi confirmada com uma analise de RMN-H!
deste po (dados nao apresentados), em que nao foi observado interacdo entre os protons da
ciclodextrina e do acido sorbico. Como o acido sorbico ¢ uma molécula alifatica, de baixo
peso molecular, ela tem facilidade de se deslocar da cavidade da B-CD, e esta lavagem do
produto pode ter acarretado no seu deslocamento para fora da cavidade da ciclodextrina.
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). O
método espectroscopico FTIR para a investigacdo de compostos hdspede:hospedeiro,
investiga as mudangas espectrais do grupo de 4tomos envolvidos nas interacdes.'® Essas
mudangas espectrais podem comprovar a complexagdo entre dacido sorbico e a
B- ciclodextrina. Para Mura,'” a semelhancga entre o suposto complexo e a CD indicam a
formag¢ao do complexo de inclusdo. A Figura 2 apresenta os espectros do acido sérbico (AS),

B-ciclodextrina (B-CD) suposto complexo de inclusdo (B-CDAS) e a mistura fisica (MS).
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Figura 2. Espectros de FTIR dos componentes puros, complexo de inclusdo e mistura fisica
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E possivel observar que na regido espectral de 1750 a 1200 cm™', a B-CD possui
absorg¢des fracas, quando comparado as bandas de absorc¢ao do 4cido sorbico, que apresenta
bandas de absor¢do caracteristicas nessas faixas. Desta forma, essas regides espectrais
podem ser utilizadas para detecc¢ao da interatividade hospede:hospedeiro (Figura 3).

O comportamento espectral do B-CDAS pelo método de coprecipitagdo ¢ a MS
apresentam picos caracteristicos do AS na regido de interacao hospede:hospedeiro citada
anteriormente, sendo possivel observar que o método de coprecipitacao apresentou bandas

de absor¢ao mais intensas e deslocamentos dos picos caracteristicas do AS em relagao a MS.
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Figura 3. Espectros de FTIR dos componentes puros e do complexo de inclusdo, na regido espectral de
1800-800 cm!.

O espectro do AS (Figura 4) apresenta picos os comprimentos de onda 1262 cm™
(CH3), 1327 cm™ (C-0), 1676 cm™' (C=0), e na faixa de 1609 — 1635 cm’!, referente as duas
duplas ligagdes (C=C). O complexo de inclusdo (B-CDAS) apresenta um deslocamento
destes picos do AS, porém, numa menor intensidade. Ja o espectro da simples mistura fisica

(MS) nao apresentou picos nos comprimentos de onda citados.
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Os deslocamentos observados (Figura 3) sugerem a formacao de um complexo de
inclusdo real, evidenciando a intera¢dao, com a presencga de acido sorbico no complexo de
inclusdo representado pelos picos caracteristicos do mesmo no espectro 3-CDAS.

Ressonancia Magnética Nuclear. Os protons H3 e HS sdo localizados no interior
da cavidade da B-CD, enquanto os protons H2, H4 ¢ H6 sdo localizados no exterior da
molécula (Figura 4). Segundo Zhang et al.® o deslocamento dos protons observado no
espectro RMN-H! ¢ evidéncia de formagio de complexos de inclusio em solugio aquosa,

demonstrando a interacao existente entre as moléculas hospede e hospedeira.

a) b)
Figura 4. Estrutura quimica e identificagdo dos protons (a) B-CD e (b) AS.”

E possivel observar na Tabela 2 que os prétons da P-ciclodextrina, na forma
complexada, apresentam um deslocamento quimico. Os protons de hidrogénio posicionados
na superficie interior da cavidade hidrofobica da molécula de B-ciclodextrina, H3 e HS,
sofrem um deslocamento de Ad = 0,011 ppm e Ao = 0,012 ppm, respectivamente. Tal
resultado sugere a presenga do acido sérbico na cavidade apolar da molécula hospedeira
ciclodextrina. No entanto, nota-se que também ha acido sérbico na superficie externa da
B - ciclodextrina, como pode ser visualizado no deslocamento dos protons H1, H4 ¢ Hé.
Como ja explicitado anteriormente, o pd obtido do método de coprecipitagdo contém
complexo de inclusdo e acido sérbico e B-CD na forma livre. Tal comportamento ndo foi
observado por Zhang e colaboradores® ao encapsularem 4cido sorbico em B-ciclodextrina.

Os baixos desvios verificados por Zhang et al.® podem ter sofrido influéncia da metodologia
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utilizada na preparagao do complexo, onde foi realizada uma lavagem dos cristais do
complexo, o que pode ter ocasionado o deslocamento do AS para fora da cavidade da CD.

Quanto a mistura fisica é importante observar que a analise RMN-H! nio apresentou
desvios de prétons no interior da ciclodextrina H3 ¢ H5 (Ad = 0 ppm), indicando que a
simples mistura ndo resulta na inclusdo do acido sorbico na cavidade da molecula
hospedeira. O deslocamento dos protons H2, H4 e H6 sugere a interagdao entre o acido
sorbico e o exterior da B-ciclodextrina.

Tabela 2. Dados do deslocamento quimico dos prétons (ppm).

B-ciclodextrina/ppm Acido sorbico/ppm
HlI H2 H3 H4 H5 Hé6 Ha Hb  Hc Hd He
Slivre 4,813 3,349 3,648 3,305 3,541 3,603 1,805 6,233 6,216 7,145 5,757
SB—CDAS 4,823 3,356 3,659 3,294 3,553 3,613 1,805 6,231 6,211 7,135 5,771
Ad 0,01 0,007 0,011 -0,011 0,012 0,01 0 -0,002  -0,005 -0,01 0,014
Sms 4813 3,343 3,648 3,304 3,541 3,608 1,795 6,222 6,204 7,128 5,761
Ad 0 -0,006 0 -0,001 0 0,005 -0,01 -0,011 -0,012 -0,017 0,004

Os prétons do acido sorbico também apresentaram deslocamento quimico, quando
este foi complexado com ciclodextrina, sendo mais pronunciado para os protons Hd e He,
refor¢ando a hipotese de encapsulacao do acido sorbico na cavidade da ciclodextrina.

Estabilidade térmica. A condicdo de alta temperatura torna o acido sorbico
visivelmente instavel, degradando-se ao longo do tempo por sublimagao (Figura 5); e isto ¢
um ponto negativo quando o mesmo ¢ incorporado em filmes elaborados por extrusao.
Alguns exemplos sdo os trabalhos de Rodriguez-Martinez et al.* e Souza et al.'® que

verificaram a degradacdo térmica do AS em suas pesquisas. Contudo, quando encapsulado
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em [-ciclodextrina, o acido sorbico manteve-se estavel, quando exposto por uma hora em

diferentes temperaturas (Figura 5).
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Figura 5. Estabilidade térmica do acido sorbico livre e microencapsulado.

A estabilidade do complexo de inclusdo pode ser atribuida as propriedades da
B - ciclodextrina que segundo Fenyvesi e Zsente’ e Venturini e outros'’, possue a capacidade
de proteger o material encapsulado da decomposi¢do pelo uso do calor, sublimagdo e
volatilidade. Com base neste resultado foi possivel propor a quantidade de 4cido sérbico
complexado em ciclodextrina, que foi de, aproximadamente, 72% (m/m).

O resultado obtido demonstra a capacidade do complexo de inclusdo em suportar as
altas temperaturas utilizadas durante o processamento do filme em que o mesma serd
aplicado, visto que, segundo Dominguez e colaboradores®® o desenvolvimento de filmes
ativos, com utiliza¢do de energia mecanica e térmica pode ocasionar na perda de compostos
incorporados.

Como exposto, a utilizacdo do método de extrusdo para a fabricagdo de filmes
biodegradavéis ativos com AS é mais proveitosa, uma vez que no método de casting,
amplamente usado em pesquisas, faz-se uso de solucdes aquosas, o que pode resultar no

deslocamento do AS da cavidade da CD.
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Caracterizacao dos filmes biodegradaveis ativos

Espessura (E) e permeabilidade ao vapor de agua (PVA). As espessuras dos
filmes diferiram significativamente, sendo que a formulagao elaborada com o complexo de
inclusdo apresentou uma maior espessura (Tabela 3). A presenga da B-CD na formulagao F2
pode ter influenciado no resultado, atribuindo assim uma maior espessura. Este resultado ¢

1.21

superior ao registrado por Higueras et al.”', quando elaborou filmes com complexos de

inclusdo, pelo método de casting, e por Chen et al.??

, que utilizaram o método de extrusao,
na elaboragao de filmes contendo complexos de inclusao de B-CD.

Tabela 3. Caracterizag¢ao dos filmes.

Amostra F1 (AS) F2 (B-CDAS)
E (um) 224,00° + 43,27 498,00+ 80,59
PVAx10° (g/m.Pa.s) 3,00%+ 0,00 3,39* + 0,00
TM (MPa) 5,90 + 2,38 5,26+ 3,23

AR (%) 0,0084° £ 0,0016 0,0187°+ 0,0030
ME (MPa) 33,23 + 28,63 30,91+ 11,30

?Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas (p< 0,05) entre as médias (teste Tukey).

TM: Tensdao maxima na ruptura; AR: Alongamento na ruptura; ME: Médulo de elasticidade.

Quanto ao resultado da permeabilidade ao vapor de agua (PVA), as amostras nao
apresentaram diferenca significativa (Tabela 3), demonstrando que as espessuras das
formulacdes e tampouco a presenca da ciclodextrina ndo interferiram neste parametro.
Flores et al.>* e Flores e outros®* elaboraram filmes de amido extrusado com adicdo de
sorbato de potassio, e obtiveram resultados na faixa de 3,7 a 6,7x10'%g/m.Pa.s e 6,1x10°
g/m.Pa.s respectivamente, uma maior permeabilidade ao vapor de 4gua se comparado aos
resultados obtidos no presente estudo.

A menor taxa de permeabilidade ao vapor de a4gua pode ser atribuida a

hidrofobicidade do 4cido sérbico em relagao aos seus sais, que o torna capaz de diminuir a
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capacidade de permeabilidade de filmes de amido. O fato da ciclodextrina ndo alterar
significativamente a PVA, ¢ um resultado promissor, pois por ser um derivado do amido,
esta molécula também apresenta carater hidrofilico na parte externa, o que poderia aumentar
a permeabilidade do filme. Além disso, deve-se considerar que na elaboracdo das
formulacdes, optou-se por reduzir a quantidade de amido em F2, devido a adicdo do
complexo de inclusdo, e esta atitude foi acertada, pois se o teor de PBAT tivesse sido
alterado, provavelmente a permeabilidade de F2 seria maior.?

A presenga da ciclodextrina diminuiu a rigidez do filme biodegradavel, e esta
alteracdo causou uma reducdo significativa de, aproximadamente, 11% na resisténcia
maxima na ruptura, 7% no modulo de elasticidade e um aumento de 120% na elongacao na
ruptura de F2, em relacdao a F1. Resultados semelhantes foram observado por Higueras et
al.?', ao analisar filmes com ciclodextrina em sua matriz.

De acordo com Fideles et al.?® a presenga de moléculas pequenas como acido sorbico
ou sorbatos, podem agir como plastificantes, tornando os filmes com menor resisténcia, ou
seja, causando uma reducao na TM e no ME, e consequente aumento no AR. Contudo, este
resultado ndo foi observado no presente estudo, podendo ser devido ao fato de que na
formulacao F1 o AS nao estava protegido pela ciclodextrina, resultando na sua sublimacao
durante a extrusao, e alterando as caracteristicas dos filmes.

Cor. A diferenca de cor, (AE*), obtida entre a amostra controle (filme com acido
sorbico ndo encapsulado) e o filme (com microcépsulas de acido sérbico) foi de AE*= 8,063,
de acordo com Cechini et al.'? este resultado classifica-se como uma forte diferenca
(55AE*<12).

A presenga do material encapsulante (B-ciclodextrina) no filme adicionado de acido
sorbico microencapsulado F2, pode ter influenciado na cor do mesmo, devido a exposicao a

altas temperaturas no processo de extrusao utilizado no preparo dos filmes, ocasionando a
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diferenca de cor observada entre os filmes. Shin e colaboradores®’ observaram que
ciclodextrinas incompativeis podem se degradar em temperatura de extrusao, produzindo
pequenos aspectos de queimado.

Atividade antimicrobiana - teste de halo. Os filmes contendo AS livre (F1) e AS
microencapsulado (F2) nao apresentaram halo de inibi¢do para Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas, Bacillus cereus,
Listeria innocua, 0 mm, onde foi observado crescimento de microrganismos por toda a
extensdo da placa. Estudos ja realizados com filmes ativos, sugeriram uma maior
concentracdo de sorbato, superior a 3% Sousa et al.'”, 3% Hu et al. ?® para que o halo de
inibicao de microrganismos seja observado.

Desta forma, tal fato pode ter ocorrido devido a baixa concentragao de AS utilizado
na formulagao dos filmes, 1% de AS em F1 e F2.

CONCLUSAO
e Foi possivel obter microcapsulas por meio da inclusdo molecular do acido sorbico
em [B-ciclodextrina;
e A extracdo do AS do complexo de inclusdo se deu de forma rapida;
e A microencapsulacao atribuiu uma maior estabilidade térmica ao AS;
e Os espectros de FTIR demonstraram que ocorreu interacdo entre o “hospede” e o

“hospedeiro” no suposto complexo formado;

e Com a técnica RMN-H' foi possivel observar a interacao héspede:hospedeiro e os
deslocamentos quimicos que demonstram a complexagao;
e As espessuras das formulacdes e a presenga da ciclodextrina ndo interferiram na

PVA;
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e A formulacao F2, dos filmes, possui uma maior capacidade de esticar antes de
romper, possuindo uma menor rigidez, sendo estas boas caracteristicas para
embalagens;

e A concentracdo de 4cido sérbico incorporada ao filme ativo ndo foi suficiente para
impedir o crescimento de microrganismos.
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CAPITULO iv
ANEXO i

Curva de calibragao do acido soérbico:

Foi realizada com base na metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz
(2008),utilizando solugdes padrdes de acido sorbico, com concentragdes de 2 pg/mL e 5
pg/mL.Por¢des de 0,5; 1; 1,5 e 2 foram retiradas da solugdo padrao de 2 pg/mL e junto as
por¢des deamostra foi adicionado 1,5; 1; 0,5 e 0 mL de agua destilada. Da solugdo padrao
deconcentracao 5 ug/mL foi retirado porgdes de 1; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2 mL da para 6 tubos
deensaio e foi adicionado 1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 ¢ 0 mL de agua respectivamente. Aos
tuboscontendo dgua e amostra, foram adicionados 2 mL de solugdo sulftrica de dicromato
depotassio, apds os tubos fechados foram colocados em banho maria (Solab, SL-152/10) a
umatemperatura de 95 °C por 5 minutos. Em seguida, 2 mL de solucdo de acido
tiobarbittrico foiadicionado aos tubos e novamente foram levados ao banho maria durante
10 minutos. Ao fim,o0s tubos foram deixados esfriar ¢ a leitura da absorbancia foi realizada
em comprimento deonda de 530 nm em espectrofotometro (Femto, 700 plus, Sdo Paulo).
Ap6s leitura, a concentracao de 4cido sorbico foi determinada por meio da equagdo dareta

obtida através da curva de calibracao do AS.

y = at+bx

[P 4]

Onde y corresponde aos valores de absorbancia obtidos durante a extracao, “a” € ointercepto

emy, “b” ¢ a inclinagdo da reta e “x” ¢ a concentracdo de AS a ser determinada (ug/6mL).
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Figura 5. Curva de calibragao do acido sorbico.
Equacéo v—a -+t b¥*x
R-quadrado 0,99129
Valor Erro padrio
a Intercepto 0,0106 0,02155
b Inclinagio 0,11122 0,00347
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