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RESUMO

O desenvolvimento da tecnologia para a fabricaggo de embalagens
biodegradaveis € recente e sua importancia cresce com o consumidor mais
preocupado com o meio ambiente. Filmes para embalagens biodegradaveis sao
obtidos a partir de polimeros naturais como polissacarideos, proteinas e lipidios.
Neste trabalho, o polissacarideo utilizado foi o alginato de sddio e a reticulagao foi
obtida com fons Ca™. Glicerol e sorbitol foram ensaiados como plastificantes. Para
conferir hidrofobicidade ao filme, investigou-se a incorporacgo de acidos graxos
saturados (C:4 a C:18) tendo sido dado consideracdo especial ao acido caprilico
(C:8), por formar filmes transparenties (ndo emulsionados). As propriedades de
filmes contendo 3% e 10% de acido caprilico (em relacdo a massa de alginato)
foram caracterizadas e comparadas com filmes sem o lipidio. A solubilidade em
agua aumentou ligeiramente em filmes contendo acido caprilico e sua resisténcia
mecanica (tensaoc na ruptura e elongacao) diminuiu. A adicdo de acido caprilico
melhora as propriedades de barreira ao vapor d'agua e reduziu o grau de
intumescimento com agua. A analise morfolégica (MEV) de fratura dos filmes

contendo lipidios confirmou sua estrutura interna continua.

Para a confeccdo de filme ativo utilizou-se sorbato de potassio como agente
antimicotico. Ensaios de liberag@o indicaram que a difusividade do sorbato é
significativamente menor, na presenca do acido caprilico, tendéncia que foi

confirmada em relacio a permeabilidade desse soluto no filme.

Palavras-chave: Biofimes, alginato, &acido caprilico, sorbato de potassio,
difusividade, permeabilidade



ABSTRACT

The relevance of suitable developments of biodegradable packaging is becoming
vital due to consumers awareness and demand for safer and cleaner environment.
Biodegradable films used for food packaging can be produced from natural
polymers, like proteins, polysaccharides and/or lipids. In this work sodium alginate
was used and the reticulation of the polymeric matrix was strengthened with Ca™.
Glycerol and sorbitol were tested as piasticizers. To impart the hydrophobicity of
the film, saturated fatty acids (C:4 to C:18) were incorporated in the film-forming
solution, with special consideration to caprilic acid, (C:8), due to its ability to form
transparent films (non emuisionated). The properties of films containing 5% or
10% caprilic acid (relative to the mass of alginate) were characterized and
compared to films without the lipid. The water solubility increased slightly in films
with caprilic acid and their mechanical resistance (tension and elongation at break)
decreased. The addition of caprilic acid improved the water vapor barrier capacity
and reduced the degree of swelling. Morphological analyses (SEM) of fractures of
films with caprilic acid confirmed a continuous internal structure. Active films were
manufactured with potassium sorbate as antimicotic agent. Release tests indicate
that the sorbate diffusivity inside the film is significantly reduced in the presence of

caprilic acid and this fendency was confirmed with sorbate permeation data.
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NOMENCLATURA

A Area da secao transversal m?
Ae Area exposta do filme m?
c Concentragéo do soluto mg/L
C4a18 Acido graxo de 4 carbonos a 18 carbonos
d; Distancia no momento da ruptura cm
d; Distancia inicial de separacao cm
dp Grau de polimerizacao
D Difusividade da substancia ativa cm?/s
E Elongacao %
Frn Forca maxima no momento da ruptura do fiime N
G Ganho de massa do sistema g
Gl Grau de infumescimento do filme %
Fluxo da substancia ativa no filme Glem®.s
L Espessura do filme mm
SA Solubilidade em agua %
m; Massa seca inicial da amostra g
my Massa seca final da amostra
Moo Massa de soluto que seria liberada em um tempo g
infinito
My Massa molecular média viscosimétrica kDa
my Massa umida do filme g
n Coeficiente difusional
P Permeabilidade do filme cm?/s
PVA Permeabilidade ao vapor de agua g.mm/m?.dia.kPa
t Tempo s
TR Tenséao na ruptura MPa
Va Volume de liguido na Camara A mL

Vs Volume de liquido na Camara B mL



Letras gregas

0 Viscosidade intrinseca di/g

Subscritos

0 inicial



CAPITULO 1
INTRODUGCAO

Embalagens convencionais — constituidas por material polimérico sintético
— tém sido amplamente utilizadas no processo de preservacéo e comercializagao
dos alimentos. Possuem excelentes propriedades mecénicas e de barreira,

garantindo uma baixa transferéncia de massa entre o alimento e o meio ambiente.

Filmes e membranas também podem ser confeccionados a partir de
polimeros naturais, como os polisacarideos, lipidios efou proteinas. Esses filmes
sdo comestiveis e biodegradaveis e portanto nao poluem o meio ambiente (Mali ef
al, 2004). Aléem da preocupacdo com o meio ambiente e a sustentabilidade, a
demanda por alimentos de maior qualidade e a oportunidade de criar novos
mercados no setor de embalagem tem contribuido para aumentar o interesse no

desenvolvimento de embalagens a partir de polimeros naturais.

Dentre as principais vantagens atribuidas a este tipo de embalagem
estdo. a reducdo da poluicdo ambiental, e a melhoria das caracteristicas
sensoriais dos alimentos embalados (como cor e sabor), além da diminuicéo da

perda de agua dos alimentos e o aumento do valor nutricional deles.

E sabido que uma das funcdes da embalagem €& preservar ao maximo a
qualidade do produto, criando condigbes que minimizem alteragdes guimicas,
bioguimicas e microbiologicas. Contudo, o conceito tradicional de que esta fungao
deve ser exercida por meio de uma minima interacéo entre a embalagem e o
produto esta sendo superado frente as varias tecnologias que vém sendo
desenvolvidas nas ullimas décadas, que tém por principio justamente uma
interacdo embalagem/produto, como forma de preservar a qualidade e a
seguranca do alimento. Embalagens com estas caracteristicas s@o conhecidas
como embalagens ativas, pois além de atuarem como uma barreira a transferéncia
de massa (umidade, gases e volateis) podem servir como transportadores de
aditivos alimentares incluindo agentes de sabor, antioxidantes, vitaminas dentre

outros. A funcionalidade de filmes biodegradaveis pode ser expandida com a

1
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incorporacao de agentes antimicéticos. Recentemente foi feita uma revisdo do
‘estado da arte” de filmes e revestimentos biodegradaveis incorporados com
agentes antimicoticos (Cagri et al., 2004).

Este tipo de embalagem chamada ativa, procura corrigir deficiéncias na
embalagem convencional (Oliveira, 2003) e na maioria dos alimentos soélidos e
semi-sélidos onde o crescimento microbiano €& superficial. Os agentes
antimicoticos sdo continuamente liberados do filme para a superficie do alimento,

agindo como obstaculos ao crescimento dos microorganismos (Cagri et al., 2004).

O Laboratério de Engenharia de Produios e Processos em Biorrecursos
da FEQ / UNICAMP desenvolveu uma metodologia para a confecgdo de filmes
ativos de alginato de calcio (Zactiti, 2004). O alginato é um polissacarideo que se
destaca dos demais, em virtude de sua natureza termoestavel e caracteristica
reologica ajustavel. Apesar de natureza altamente hidrofilica do alginato, os filmes
ativos confecccionados apresentaram baixa solubilidade em agua e caracteristicas
de permeabilidade ao vapor de agua e difusividade do agente ativo (no caso do

sorbato de potassio) semelhantes as de filmes produzidos com proteinas.

Uma forma de diminuir a migracéo de solutos em biofilmes é aumentar o
grau de hidrofobicidade da estrutura, através da adicdo de lipidios. A literatura
registra varios trabalhos com esse intuito e existem revisdes oportunas sobre o
assunto (Callegarin et al., 1997; McHugh, 2000). As pesquisas tem se concentrado
em filmes a base de proteinas (por ser um surfactante natural) e a adicdo de
lipidios de alto peso molecular sdo incorporados ao filme na forma de emuls&o. A
menor permeacao de soluto através dessa matriz tem sido atribuida a formagao
dessa segunda fase (lipidica) que aumenta a tortuosidade dos percursos para a
difusdo e diminui o potencial para a solubilizacdo. Filmes emuisionados,
entretanto, tendem a ter menor resisténcia mecanica, nac tem a aparéncia
atraente de filmes homogéneos transparentes e podem sofrer de exsudacao da

fase lipidica, tornando 0 manuseio e o sabor desagradaveis (oleoso).

O objetivo deste trabalho foi confeccionar e caracterizar filmes de alginato
de calcio contendo lipidios. Apos ensaios preliminares que contemplaram varios

acidos graxos, a escolha recaiu sobre o acido caprilico comoc componente
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hidrofobico. Filmes ativos de alginato contendo lipidios e sorbato de potassio

foram submetidos a ensaio de liberacdo do agente antimicdtico.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Membranas e filmes biodegradaveis

Os filmes e membranas biodegradaveis, quando lancados no meio
ambiente, convertem-se em compostos simples, mineralizados, que redistribuidos
através dos ciclos de carbono, nitrogénio e enxofre nao agridem o biossistema. A
biodegradabilidade tém sido recentemente estudada em funcéo da umidade e da
composicdo de membranas e biofilmes (Romero-Bastida ef al., 2004).

Cada grupo de materiais utilizados na formulagcéo de biofilmes tem suas
vantagens e desvantagens. Necessariamente eles contém pelo menos um dos
trés componentes formadores de uma estrutura tridimensional: proteinas,
polissacarideos ou lipidios. As principais proteinas usadas em filmes e
membranas biodegradaveis incluem as do gliten de trigo, do colageno, da zeina
de milho, da soja e da caseina. Alginato, dextrina, pectina, e celulose e seus
derivados sa@o usados para produzir filmes a base de polissacarideos. Diversos
lipidios podem ser utilizados para obtencdo destes filmes biodegradaveis,
incluindo as ceras, acilglicerbis e acidos graxos. Filmes compostos contendo
lipidios e componentes hidrocoldides também tem sido desenvolvidos (Cagri ef al.,
2004).

Embalagem ativa € um conceito inovador que pode ser definido como
sendo um modo de revestimento no qual a embalagem, o alimento e a interacdo
destes com o meio ambiente estendem a vida Util do produto enquanto melhoram
a sua qualidade. Uma revisao do “estado da arte” destas embalagens foi publicada
recentemente (Cagri ef al., 2004) e parte dela € apresentada nas Tabelas 2.1 e 2.
2.

A Tabela 2.1 mostra o tipo de biofilme, sua correspondente formulacgao e
os aditivos ou tratamentos empregados em cada um.
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Tabela 2.1 Tipos de biofilmes (de Cagri et al., 2004)

Tipo Formulacéo Substéncias adicionadas e
tratamentos
Protéicos
Caseina Solucao aquosa com|Lipidios, acido lactico, acido
glicerol e sorbitol tanico, ou exposi¢ado a radiacao
UV e irradiacdo -alfa para
aumentar a PVA
Colageno Processo de secagem:|Gliceraldeido e alquil didis para
tratamento alcalino, | melhorar as propriedades
acidificacdo, mistura e mecanicas; UV para aumentar a

adicdc de plastificante e
agente de formacdo das
ligacbes poliméricas,
extrusdo, secagem e

neutralizacao

tensdo de ruptura;, enzimas
proteoliticas para melhorar a
uniformidade na  espessura;
formaldeido e cromo para reduzir

a permeabilidade ao gas

Zeina de mitho

Solugdo de alcool ou
acetona e glicerol, acido

oléico, ou acido lactico

Aldeido para reduzir a PVA e a

tensao de ruptura

Gelatina Solucdo aquosa e glicerol |Acido lactico ou tanico para
reduzir a PVA
Gliten de trigo  Solugdo de etanol e Queratina para reduzir a

glicerol, aquecimento em

condi¢des alcalinas

permeabilidade ao oxigénio, ao
vapor de agua e a tensao de|
ruptura; zeina de milho |, proteina
de soja, e cisteina para aumentar

a tensao de ruptura

Gluten de soja

Solugao aquosa e glicerol,
aguecimento em

condicdes alcalinas

Aquecimento diminui a tensao de
ruptura, PVA e permeabilidade ao

oxigénio; fipidios diminuem a PVA
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Tabela 2.1. Continuagéo

Proteina de soja

Solucao aguosa e
glicerina, aquecimento sob

condigbes alcalinas

UV e alfa-irradiagcdo aumenta a
tensao de ruptura, aguecimento
reduz a PVA, a tensao de ruptura,
e a permeabilidade ao oxigénio;
cloreto de célcio e sulfato de
calcio aumenta a tensdo de

ruptura

Carboidratos

Alginato Solugcdo aquosa, ions|A imersdo em solucbes de cation
calcio, glicerol, | multivalentes melhora as
aguecimento sob | propriedades mecanicas
condicdes alcalinas

Celulose Solucdes aquosas, adigdo | Lipidios reduzem a PVA
devagar e agitacao

Quitosana Solugbes aquosas | Lipidos reduzem a PVA
acidificadas e glicerol

Amido Solugdes aquosas, glicerol Suspensdo em NaOH diminui a

e agquecimento

permeabilidade ao CO,eaoc O e
a PVA.

Na Tabela 2.2 é possivel acompanhar a aplicagdo dos principais biofilmes

e seus beneficios.
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Tabela 2.2 Biofiimes e suas principais aplica¢des em alimentos

TIPO

ALIMENTO

PRINCIPAIS BENEFICIOS

Caselina

Cenoura sem casca

Reducéo da desidratacéo
e formacao de white blush

Caseina, monoglicerideos

acetilados

Alface

Reducao da desidratagao

Caseinato de s6dio

Pimentao verde

Reducao da
permeabiiidade ao didxido

de carbono e ao oxigénio

Colageno

Cachorro-guente

salsicha

Redugdo do custo e

aumento da uniformidade

Zeina de milho

Nozes e tomates

Decaimento da rancidez e
reducdo da mudanca de
cor, perda de fiirmeza e

perda de peso

Gluten de trigo, proteina

de soja

Casca de ovos

Aumento da resisténcia

Mecanica da casca e

reducdo da contaminacgao

microbiana
Proteina de soja Saimao Redugdo da perda de
umidade e oxidacéo
Proteina de soja, | Nozes Decaimento da rancidez
monoglicerideos e
acetilato
Proteina de soja Maca Fuji Extens@do da vida de

prateleira (mudancas na
firmeza, cor e acidez da
fruta)
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Tabela 2.2. Continuacao

Ameixa seca

Alginato Carne fresca, frango,|Redugdo da rancidez
porco pré-cozido oxidativa, da migracao
de umidade e da
absorgao de dleo
Celulose Pimentdes Redugédo da
permeabilidade ao didxido
de carbono e ao oxigénio
Celuiose Frango frito Reducdo da degradacéo
de oOleo e perda de
umidade
Frituras em geral Reducao da absorcdo de
6leo
Casca de ovos Aumento da resisténcia
mecéanica da casca e
reducdo da contaminacao
microbiana
Quitosana Pimentdes e pepinos Reducao da respiracao, da
perda de cor e da infecgdo
por fungos
Morangos Redugdo da contaminacao
Tomates Extensdo da vida de
prateleira
Amido Nozes Decaimento da rancidez

Extensdao da vida de

prateleira

Amido, alginato e &cido

estearico

Bolinhos de carne e

bife pré-cozido

Controle da perda de

umidade

Tabela 2.2. Continuacéo
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Amido, alginato e acido|Bolinho de carne e bife|Controle da  oxidacéo
estedrico e tocoferol pré-cozido lipidica
Dextrina Macé Reducéao da oxidagao
Goma xantana cenouras Melhora da cor da
superficie

Cera ou acidos graxos

Frutas e vegetais

Redugéo da contaminacéao

e perda de agua

Queijo Evita o crescimento de
fungo
Monogliceridio acetilado Salmao Reducao da perda de agua

e oxidacao lipidica

2.2.Funcionalidade de membranas e filmes biodegradaveis

A utilidade dos biofilmes como embalagem de alimentos pode ser

atribuida a sua capacidade de melhorar a qualidade dos alimentos, prolongando a

sua vida Util, e, quando agem em conjunto com ouiras substancias (antimicéticos,

antioxidantes, etc.), podem garantir a segurancga alimentar alem de melhorar a

eficiéncia econdmica das mesmas (Cagri et al., 2004). Algumas propriedades

seletivas de filmes estdo sumarizadas na Figura 2.1.

Filme ou

Gases
oxigénio

nitrogério

cohertura

Vapores organicos

diéxide de carbono

Vapor de agua

Solutos

lipidios
sals
aditivas
pigmentos

Figura 2.1. Funcdes seletivas de biofilmes e recobrimentos

(Debeaufort et al., 1998)
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O conteldo de umidade em produtos alimenticios pode comprometer
seriamente a qualidade, estabilidade e seguranca microbiologica dos mesmos.
Trocas no conteddo de umidade de um alimento podem ocorrer internamente,
entre diferentes fases do alimento ou entre o alimento e a atmosfera (Kester e
Fennema,1986).

A qualidade e a estabilidade dos alimentos & freqlientemente afetada pela
difusdo. Em muitos casos, principalmente em produtos industrializados, os
gradientes de concentracao levam ao estado de nao-equilibrio, o qual resulta em
movimento de transporte de agua e outros solutos. Este fendbmeno de transporte
de massa conduz a indesejavel mudanga na textura, na cor e sabor dos alimentos,
sendo, portanto, particularmente importante na determinacdo do tempo de

estocagem (Rico Pefia ef al., 1991).

Além da difusao em fase liquida causada por um gradiente de
concentragdo, a umidade pode também migrar por outros mecanismos, como o
movimento do liquido causado por forcas capilares e a difusao superficial da agua
adsorvida na interface do solido ou pela difusdo na fase vapor (Debeaufort ef. al.,
1998).

Além do transporte da umidade, a transferéncia de aromas volateis,
oxigénio e diéxido de carbono, também podem influenciar na estabilidade dos
alimentos durante o armazenamento e assim promover a deterioracdo mais rapida
dos mesmos (Romero-Bastida et af.,, 2004). Uma primeira forma de deterioracao
envolve a oxidacao de lipidios, vitaminas, componentes de sabor e pigmentos. Em
muitas sifuacdes deseja-se tambem diminuir a transferéncia de vapores organicos,
além do vapor de agua, com o intuito de reter compostos aromaticos no produto
durante o armazenamento ou para prevenir a penetracdo de solventes, que
podem envolver toxicidade ou perda do sabor (Kester e Fennema, 1986).

O intercambio de substancias entre o alimento e a atmosfera pode ser
reduzido através do revestimento do mesmo com filmes ou recobrimentos.
Biofilmes tém sido utilizados por varios séculos para controlar a transferéncia de
massa entre o alimento e o ambiente e também entre os varios componentes do

produto alimenticio, extendendo a vida util e melhorando a qualidade do alimento
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(Khwaldia ef al., 2004). Ja no século XV1, os europeus protegiam a carne da perda

de umidade através da aplicacéo de gordura animal .

A funcionalidade dos filmes confeccionados com biopolimeros &
geralmente afetada pela estrutura molecular do polimero, que, por sua vez,
depende da composi¢cdo de sua formulagéo, do plastificante utilizado e da

umidade relativa do meio (Banker, 1966).

A composicdo € a morfologia dos revestimentos e biofilmes s&o fatores
muito importantes e que agem diretamente nas propriedades de absorgdo de agua
e de transporte de gases. Fatores de composicdo incluem a adicdo de
plastificantes, as propriedades intrinsecas ao polimero (tais como grau de
saturagao, presenca de cadeias laterais, e de crosslinking), além dos fatores gue
envolvemn a heterogeneidade do polimero como cristalinidade e regides amorfas
(Romero-Bastida, 2004).

Biopolimeros apresentam excelentes propriedades de barreira ao oxigénio
e ao didéxido de carbono quando comparados com muitas embalagens plasticas
convencionais, entretanto, sua resisténcia ao vapor de agua é limitada devido a
sua natureza hidrofilica. Contrariamente, os lipidios e substancias hidrofébicas sao
geralmente boas barreiras a umidade, mas a adigdo de lipidios pode afetar
negativamente as propriedades mecanicas (resisténcia a ruptura e capacidade de
alongamento) do filme, e sensoriais (cor, britho, transparéncia, rugosidade, etc.)

dos alimentos cobertos (Khwaldia ef al., 2004).

A formacado de filmes depende da solubilizagdo da macromolécula no
solvente (agua, etanol, acido acetico, outros) e da adicdo de agente reticulante ou
outro aditivo que se deseja, para a obtencdo de um gel. Esse gel envolve ligagdes
inter e intramoleculares cruzadas entre cadeias de polimeros, formando uma
matriz tridimensional semi-rigida que envolve e imobiliza o soilvente utilizado
(Kester e Fennema, 1986).

O gel submetido a posterior secagem para a formag¢ao de um filme
biodegradavel, apresenta uma coesividade que esta diretamente ligada a estrutura
do polimero, processo e par@metros de fabricacao (temperatura, tipo de solvente

utilizado, técnica de aplicacdo e evaporacgéo, entre outros), e da presenca de
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agentes plastificantes (Guilbert, 1986). Com a secagem do gel, o filme esta
formado e sua flexibilidade sera tanto maior ou menor em fungaoc da interacéo
enire as cadeias do polimero. Filmes mais rigidos sao aqueles que apresentam
interacdes intermoloculares mais fortes e como consequéncia disso, s80 menos
permeaveis a gases, vapor de agua e liquidos (Kester e Fennema, 1986). Para
atenuar a alta rigidez € necessario adicionar ao filme um plastificante, a fim de

torna-lo mais manuseavel, menos quebradigo e mais flexivel.

2.3. Plastificantes

Os plastificantes sao definidos como substancias com alto ponto de fuséo
e baixa volatilidade. Quando adicionados a outro material provocam mudancas
nas propriedades fisicas, quimicas € mecanicas dos mesmos (McHugh; Krochta,
1994). Além disso, em sua maioria apresentam carater hidrofilico, e por serem
normalmente moléculas pequenas, sao faciimente acopladcs entre as cadeias
poliméricas. A incorporacdo de plastificante em biopolimeros modifica a
organizagao molecular fridimensional da rede protéica, devido a sua habilidade de
reduzir a formagédo de pontes de hidrogénio entre as cadeias, causando um

aumento do volume livre ou da mobilidade molecular do polimero (Bodmeier,
Paeratakul, 1997).

A escolha do plastificante a ser adicionado na solugéo filmogénica
depende da compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizados, isto &,
deve ser miscivel no polimero e no solvente, de forma a evitar a separacéo
prematura no decorrer do processo de secagem, causando uma diminuicao na
flexibilidade do filme. Geralmente, a concentracio de plastificante usado na
elaboragao de filmes varia de 10 a 60g/100g de matéria seca de polimero,
dependendo da flexibilidade desejavel no fitme (Guilbert, 1986).

A caracterizacdo de biofimes a base de proteina de soja através da
analise de suas propriedades fisicas, tém sido recentemente realizada em fungao
de diferentes tipos de plastificantes (glicerol, xilitol e sorbitol). O aumento da

flexibilidade do filme com o consequente aumento do teor de plastificante é
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acompanhado da diminuicdo da temperatura de transig&o vitrea e do aumento da
umidade (Shaw et al., 2002).

As propriedades mecanicas de biofilmes a base de beta-lactoglobulinas
foram investigadas em funcado de diferentes plastificantes (glicerol, sorbitol,
polietileno-glicol e sacarose). Os filmes plastificados com propileno glicol
apresentaram-se mais quebradicos com propriedades mecanicas independentes
da quantidade de plastificante. O efeito do plastificante geralmente diminuiu na

sequéncia de glicerol, polietileno glicol, sorbitol e sacarose. (Sothornvit, 2001;
Krochta, 2000).

As propriedades de biofilmes a base de amido carboximetilado em funcao
de diferentes plastificantes (glicerol, sorbitol, xilifol € manitol) foram avaliadas em
estudos recentes (Kim et af.,, 2003). A tensao de ruptura e a elongacao dos filmes
aumentou com a maior concentracdo de sorbitol. A permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) dos filmes foi reduzida com o aumento da concentragdo de manitol,
xilitol ou glicerol usados com plastificantes.

As propriedades mecanicas e fisicas de biofilmes & base de gllten de
trigo plastificados com glicerol e submetidos a diferentes temperaturas de
secagem € umidade relativa, também foram estudadas. Observou-se que a
maioria das propriedades mecanicas foi alterada pela diminui¢do da umidade
relativa, entretanto o efeito da temperatura de secagem foi mais pronunciado que
o efeito da umidade relativa. Na umidade relativa de 35%, a tensao de ruptura do
filme aumentou com o aumento da temperatura de secagem. Entretanto, na
umidade relativa de 70%, a tens@o de ruptura diminuiu com o aumento da
temperatura de secagem. A espessura dos filmes também diminuiu com o

aumento da temperatura de secagem {(Kayserilioglu ef al,, 2003).

A permeabilidade ao vapor de agua pode ser alterada utilizando
formulacdes coniendo lipidios e um plastificante adequado. Um estudo sobre a
influéncia do tipo de plastificante sobre as propriedades de permeabilidade ao
vapor de agua e sobre a resisténcia mecéanica em filmes de alginato de calcio
revela que os filmes preparados com sorbitol apreseniam valores mais baixos de

permeabilidade ao vapor de agua do que com glicerol (Parris ef al., 1995). Para
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um filme de alginato de 0,1 mm de espessura e 60% de glicerol foi determinado
um valor de permeabilidade ao vapor d’agua de 11,144 g.mm/Kpa.dia.m’ e

utilizando o sorbitol, a permeabilidade encontrada foi de 6,307 g.mm/K Pa.dia.m?.

2.4.Confecgao de biofilmes

Em processos industriais, as técnicas de extrusao ou coextrusao (filmes
multicamadas), laminag¢ao e, principalmente, secagem para remogéo do solvente
da solugéo polimerica foram adaptadas e utilizadas para a fabricagédo de filmes
biodegradaveis. Métodos tradicionais de recobrimento, como fluidizagdo com
atomizagdo, panelas drageadoras, aspersao, imersao ou lavagem sao utilizados
industriaimente. Estes processos sdo seguidos pelas etapas de secagem para
produtos aquosos ou resfriamento no caso de recobrimentos compostas por
lipidios (Debeaufort ef al., 1998).

As substancias que constituem os filmes sdo capazes de formar uma
estrutura continua através do estabelecimento de interagdes entre as moleculas,
guando submetidas a tratamentos quimico ou fisico. A formagdo de fime e

recobrimento envolve um dos seguintes processos (Debeaufort ef al., 1998).
= Fusao e solidificacdo de gorduras, ceras e resinas solidas;

* Coacervagao simples, onde um hidrocoléide disperso em solugao
aquosa € precipitado ou gelatinizado através da remocao de solvente,
adicaoc de um soluto nao-elefrolitico em que o polimero ndo seja
solivel, adicdo de uma substancia eletrolitica induzindo o efeito de
salting out ou crosslinking, ou através da modificagdo do pH da

solucao;

»« Coacervagdo complexa, quando duas solugdes coloidais com cargas
opostas s&@c combinadas, induzindo interagdes e precipitacdo da

mistura polimeérica;

» Coagulacdo, através do aguecimento de uma solucdo formada por
macromoléculas (por exemplo: atbumina), causando sua desnaturacao,
gelificacao, ou precipitacao; ou pelo rapido resfriamento da solugéo de

hidrocoléide para induzir uma transicao sol-gel (por exemplo: gelatina).
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Filmes tém sido obtidos em laboratdrios através da distribui¢do da solugdo
sobre um suporte (molde), seguida por um processo de secagem, e
posteriormente pela retirada do filme. A aderéncia depende, sobretudo da
natureza e do numero de interacGes ou ligagdes entre o filme e o suporte, e pouco
da aplicagdo ou técnicas de recobrimentos utilizadas. Para aplicagao direta em
alimentos (coberturas), o uso de substancias tenso-ativas, como emulsificantes,
torna possivel a ades&o de recobrimentos hidrofébicos em produtos hidrofilicos.

Varios materiais podem ser incorporados a filmes comestiveis para
influenciar as propriedades mecanicas, de protegcdo, sensoriais ou nutricionais
(Han, 2000; Kester e Fennema, 1986). A espessura do filme, ao contrario,
depende essencialmente das técnicas de aplicacéo e da viscosidade da solugéo
{(Debeaufort et al., 1998).

2.5. Alginato
2.5.1, Caracteristicas

-

Alginato € um copolimero extraido de algas (ver Figuras 2.2 e 2.3),
composto por ligacdes 1-4 de acido -D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurbnico

(G).

Figura 2.2. Kelp gigante (Macrocystis pyrifera), alga parda.
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Figura 2.3. Dulse (Laminaria hyperborea), alga vermeiha.

Os monbmeros sdo organizados em blocos ac longo da cadeia, que
podem ser compostos por dois blocos de homopolimeros (GG e MM) junto com
blocos alternados (MG) na mesma molécula, como pode ser visto na Figura 2.4
(SMIDSR@D, 1974).

Figura 2.4. Estrutura do 4cido B-D-manurdnico (a), a-L-gulurdnico (b) e
alginato (c) (Ertesvag, Valla, 1998).
Essa. éifereriga na sequéncia e no contetido de blocos determinara a

flexibilidade da cadeia, influenciando na solubilidade e estabilidade do gel gue

serd formado. Blocos MG, por exemplo, formam cadeias mais flexiveis e mais
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sollveis em pHs baixos € a estabilidade do gel estd diretamente relacionada ao
conteGdo de blocos G (Ertesvag e Valla, 1998).

O alginato de sbédio em pd pode ser caracterizado através da
determinacdo da porcentagem de blocos manurdnicos (M) e gulurdnicos (G)
utilizando espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR) e a
viscosidade intrinseca [p] em NaCl 0,1M. A partir da Equacao [2.1], de Mark-
Houwink, & possivel predizer a massa molecular média viscosimetrica (M) de
qualguer tipo de alginato de sddio e consequentemente, seu grau de
polimerizacéo (d,=M,/198), como mostrado na Tabela 2.3 (Clementi ef al., 1999).

[1] = 1228 x 10** x M Q%83 [2.1]

Conforme apresentado na Tabela 2.3, a composi¢cao molecular especifica
de uma amostra de alginato depende da alga de onde o mesmo €& extraido,
podendo ocorrer variagbes nas porcentagens de acido manurdnico (M) e
gulurdnico (G).

Tabela 2.3. Principais propriedades quimicas e fisicas do alginato
(de Clementi et al., 1999)

Alginato | (dL/g) | M, (kDa) | Xg (%) | Xwm (%) MIG (%)
Macrocystis 5,90 73 0,38 0,62 1,62
pyrifera LV
[ .aminaria 6,40 79 0,63 0,37 10,58
hyperborea

Onde:

Xe (%) € a porcentagem de acidos gulurbnicos (G)

Xu (%) € a porcentagem de acidos manurénicos (M)
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M/G e a taxa entre acido gulurdnico {G) e manurdnico (M)
u (dL/g) é a viscosidade infrinseca em NaCi 0,1 M
M, (kDa) € a massa molecular média

1.V & baixa viscosidade

2.5.2. Obtencédo de filmes e recobrimentos a partir de alginato

O alginato reage com diversos céations polivalentes para formar géis, que
poderao ser utilizados na formacao de recobrimentos e filmes. O cloreto de calcio
foi classificado como o agente gelificante mais efetivo, tendo a funcac de
estabelecer a associagdo cooperativa dos segmentos poliméricos M e G,
formando estruturas agregadas (Allen ef al, 1963a). O efeilo desses ions €
estabelecer ligacao entre as cadeias de alginato através de interagbes idnicas,

apos terem ocorrido as ligactes de hidrogénio entre as mesmas.

A formacao do filme, que pode ou nao envolver gelificacdo, pode ser
alcancada por evaporacdo, agente de reticulacdo eletrolitico, ou injecdo de um
nao-solvente miscivel em agua. A resisténcia e permeabilidade do filme podem ser
alteradas pela concentragac de cation polivalente, assim como pela a taxa de sua
adicdo e tempo de exposigdo, pH, temperatura, e a presenga de outros
constituintes (hidrocoldides, por exemplo) (Kester e Fennema, 1986).

Existem dois métodos mais utilizados para gelificac@o do alginato de sédio
com calcio. No primeiro método, ions de calcio bivalentes sao homogeneamente
liberados dentro de uma solugao de alginato para causar gelificacdo uniforme, que
pode ser alcancada através da dispersdo prévia de um sal de caicio de baixa
solubilidade. Um segundo meétodo de formacdo de geis de alginato envolve a
difusdo de ions de calcio no interior da solugdo. Quando o calcio ionizado entra
em contato com a solugéo de alginato, um gel desenvolve-se instantaneamente na
interface. A frente de gelificagao prossegue quando os ions de cailcio difundem
atraves da interface gel-membrana (Glicksman, 1883).

A formacao do gel de alginato de caicio € uma operagdo complexa e

depende do tipo de alginato utilizado, do grau de conversao enire o alginato e o
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célcio, da fonte de ions de calcio (cloreto, fostato, lactato, etc.), e dos métodos de
preparacéo. O grau de polimerizacdo é também importante na formacéo do gel, e

deve estar acima de 200 para se obter uma forca étima do gel.

No processo de gelificacdo de polissacarideos, o solvente ocupa os
intersticios de uma rede tridimensional ligada por “pontos de amarragcao”, que
envolvem a associagdo cooperativa de regides longas da cadeia do polimero.

Essas regides de associagdo sao conhecidas como pontos de jungio e nos
segmentos de polissacarideos, apresentam-se na forma de ligagdes covalentes e
existem em uma conformagéo ordenada. O processo de gelificacido do alginato é
baseado na afinidade do mesmo em relacao a cerfos ions e na habilidade para
estabelecer a ligagdo desses ions seletivamente e cooperativamente. A ligacao
seletiva destes ions esta diretamente relacionada ao conteldo de blocos G, ou
mais precisamente, ao comprimento destes blocos. O aumento das ligacoes
ibnicas e, portanto, da rigidez mecanica, é verificado em alginatos com alto
contetdo de blocos G (Smidsrdd, 1974). O mecanismo de formacgédo do gel de
alginato pode ser explicado pelo modelo da “caixa de ovos’, para as interacdes de
segmentos G com ions de cdlcio. As regides de blocos G séo alinhadas lado a
lado, resultando na formacgao de uma cavidade, onde os ions calcio fazem uma
juncao entre as cadeias, semelhante ao ovo numa caixa de ovos, formando uma
rede tridimensional (Figura 2.5). A resisténcia do gel esta diretamente relacionada

com a quantidade de zonas de jun¢ao e a natureza das associagdes envolvidas
nestas zonas.

Figura 2.5. Representacao esquematica da transicao sol-gel para alginato,
envoivendo zonas de juncao tipo “caixa de ovos” (BRYCE ef al.,1974)

Estudos mostram que as trocas idnicas que ocorrem nos blocos GG sdo
caracterizadas por uma ligacao seletiva aos ions de calcio presentes na solugio,

ligagbes autocooperativas fortes entre o célcioc e a cadeia no estado gel, e
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histerese devido a dissociagdo lenta das ligagbes formadas entre as cadeias. Os
outros dois blocos (MM e MG) apresentam seletividade muito menor aos ions de
calcio, nao apresentam mecanismos de ligagbes autocooperativas e nem
histerese. A elongacao do gel de alginato de calcio é devida principalmente as
juncoes formadas pelos blocos GG. Estudos reoldgicos e de dispersdo de luz com
alginatos, sugerem que os blocos aumentam a rigidez na sequéncia G > M > MG.
Estudos de ligacoes de ions e estudos de gelificacdo sugerem a presenca de 20
residuos de acido poli-a-L-gulurénico na formagédo do bloco (G). Um polimero
volumoso e rigido é encontrado nas regifes de blocos M, tendo as regides MG
rigidez intermediaria (SMIDSRZD, 1974).

2.5.3. Vantagens e aplicagdes do alginato

A principal vantagem do gel de alginato € a sua habilidade de ser
termoestavel podendo ser armazenado a temperatura ambiente. Uma vez
formado, o gel de alginato mantém sua forma e propriedades reolégicas durante
um processamento térmico, incluindo todo tipo de cozimenio, congelamentio e
descongelamento, uma propriedade desejavel em muitos alimentos. Afravés do
controle da liberac&o de calcio, o tempo de formacao do gel de alginato pode durar
de poucos segundos até muitos minutos e a caracteristica reolégica ajustada para

especificacdes particulares de produtos alimentares.

Alginato de sédio pode ser dissolvido em agua, com ou sem aquecimento,
resuitando em solugdes com uma grande faixa de viscosidade e diferentes perfis
reologicos. Em contato com cations multivalentes ocorre uma fransigao sol/gel.
Essas caracteristicas, combinadas ao fato do alginato ser um produto muito bem
caracterizado e entendido, tanto na fase liquida como na gel, fazem desse
biopolimero um material de trabalho unico, comparado aos outros polissacarideos.
Somente a pectina se assemelha ao alginato no que se refere ao comportamento
de transicdo sol/gel, mas este sistema ndo é facilmente caracterizado como
acontece com alginatos. Alginato &€ muito utilizado e consumido por ser uma

substancia natural, sustentavel, de origem vegetal, renovavel e biodegradavel.
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Alginato tem sido aplicado nao somente na industria alimenticia, mas
também nas industrias de impressdo em tecidos, farmacéutica € em processos

para tratamento de agua (Ertesvag, Valla, 1998).

Recobrimentos gelatinosos de alginato tém sido aplicados em diversas
carnes como de bovinos, porco, aves, e carcagas de cordeiros, através de um
procedimento dividido em duas etapas. Os produtos s&o primeiramente
aspergidos com solugdo aquosa de alginato de sodio, e a gelificagcdo € induzida
pela aplicagéo da solu¢ao de cloreto de caicio. Todos os resultados indicam que a
desidratacgéo dos tecidos da carne tratada com alginato é significativamente menor
do que a ocorrida em produtos nao-recobertos (Allen et al., 1963b).

Recobrimentos de alginato podem tambem melhorar a protegdo contra
oxidagdo de ingredientes alimenticios. Carnes pré-cozidas sao particularmente
suscetiveis ao desenvolvimento de rancidez, causada pela oxidacao de lipidios.
Foram recobertos pre-cozidos (partes de porco trituradas) com alginato de calcio e
foi observado gue o tratamento retarda significativamente a oxidacao de lipidios
(Wanstedt ef al.,1981). Felizmente, ndo foi observada nenhuma alteracdo do
sabor, provocada pela rancidez. Foram observadas também melhoras na

integridade estrutural (textura) dos produtos recobertos.

A literatura técnica registra poucos trabalhos sobre filmes de alginato.
Filmes de alginato de sodio sao faceis de fabricar (Parris et al, 1995) porém séao
completamente sollveis (Zactiti, 2004). Foram utilizados também varios tipos de
cations divalentes para reticular filmes de acido alginico, e concluiram que zinco e
calcio sao capazes de formar filmes insoluveis em agua (Paviah et al, 1999).
Diferentes técnicas para a reticulagdo com calcio também sao sugeridas (Rhim
,2004; Zactiti, 2004). Essa Ultima autora potencializa o grau de reticulagéo atraves
do contato com solucdes de CaCl; a diferentes concentracdes. Um resumo das
caracteristicas dos filmes encontrados € apresentado na Tabela 2.4. Esses filmes

usaram glicerol como plastificante.
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Tabela 2.4. Solubilidade em agua (SA) e permeabilidade ac vapor de agua (PVA)

de filmes tratados com diferentes solucdes de calcio (Zactiti, 2004).

Filme Espessura, mm SA, % PVA, g.mmlmz.dia.KPa
2% CaCl, 0,095 4,74 11,18
3% CaCly 0,083 4,80 6,46
4% CaCl, 0,087 4,70 6,65
5% CaCly 0,090 4,69 6,46
7% CaClz 0,089 4,37 6,55

2.6. Filmes emuisionados

A presenga de lipidios na matriz polimérica torna a trajetdria mais tortuosa
para a difusdao das moléculas quando comparadas com uma matriz composta
apenas por substancia hidrofilica (Fairley ef a/.,1987). Os lipidios s&o utilizados
devido ao seu carater hidrofobico e sua eficiéncia depende da estrutura quimica,
do grau de saturacio, estado fisico (solido ou liquido), tamanho da cadeia,
dimensdo dos cristais e homogeneidade dos filmes, caracteristicas que
determinam a interag@o da particula lipidica com outros componentes do filme,
como proteinas e polissacarideos. O efeito das caracteristicas fisico-quimicas do
lipidios (hidrofobicidade e estado fisico) e a sua distribuicdo dentro da matriz
polimérica na permeabilidade ao vapor de agua do filme foram estudados (Gallo ef
al. 2000; McHugh, 2000; Callegarin et al., 1997, Gontard et al., 1994).

Dentre os materiais lipidios que tem sido estudados por muitos
pesquisadores, as ceras, 0s acidos graxos saturados de cadeia longa
triglicerideos e alcoois graxos foram muito efetivos em promover propriedades de
barreira 4 umidade em filmes de hidrocoldides (Yang, Paulson, 2000). A cera de
abelhas provou ser o componente mais eficaz para melhorara a caracieristica de
barreira ao vapor d’agua dentre mais de 22 lipidios adicionados a filmes de gltten
do trigo (Gontard ef al., 1994).
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Resultados da analise de permeabilidade ao vapor de agua revelam que o
aumento da cadeia carbdnica do acido graxo saturado utilizado na formulagao dos
filmes, promove uma diminuicdo da transferéncia de agua nos filmes devido ao
aumento da porgdo apolar (hidrocarboneto) de cada molécula, conferindo-lhes

maior carater hidrofébico (Kamper e Fennema, 1984).

Por outro lado, trabalhando com filme de metilcelulose e acidos graxos de
cadeia C:14 a C:28. foi provado que o acido estearico (C:18) e em menor
extensdo, ¢ palmitico (C:16) promovem a maior reducéo na PVA, por formar uma
rede mais complexa e intrincada de micro-glébulos (Koelsch e Labuza, 1992).
Aumentando o numero de carbonos os gldbulos formados eram maiores e menos

compactados e a PVA aumentava consideravelmente.

A fase lipidica diminui a permeabilidade ac vapor d'agua, mas também
influi negativamente nas propriedades mecanicas. Biofilmes preparados de
solucdo de caseinato de sodio e de emuisbes desta proteina associadas ao lgite
anidro com alto teor de gordura foram estudados. O aumento da concentracdo de
lipidios conduziu & uma queda nas propriedades mecanicas do filme, porém com

pouca influéncia nas propriedades de barreira (Khwaldia et al., 2004).

2.7. Filmes homogéneos hidrofobicos

Fiimes emulsionados tendem a ser opacos e quebradicos, prejudicando

sua aplicacao como embalagem de alimentos.

Foram obtidos filmes hidrofébicos transparentes de proteina de gluten de
trigo, adicionado éster diacetil tartarico de monoglicerideos (Gontard et al., 1994).
O filme foi feito pela tecnica de casting, e a solugdo filme-formadora continha
ainda etanol, glicerol e acido acético para ajustar o pH em 4,0. Os filmes exibiram
excelentes propriedades de barreira ao vapor d'agua e a adigdo do éster também
melhorou as propriedades mecéanicas. Esse efeito positivo foi atribuido pelos
autores, ao fortalecimento da matriz estrutural da proteina devido a forte

compatibiiidade que estes ésteres tem com o gliten.
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O estudo do efeito plastificante da série de acidos graxos saturados de
C:6 a C:18 em biofiimes de gllten, observaram a influéncia positiva destes lipidios

na propriedade de barreira ao vapor de agua (Pommet et al., 2003).

Filmes contendo acidos graxos apresentam uma complexidade adicional,
pois alguns lipidios também podem ser. considerados plastificantes, por
enfragquecerem as forcas intermoleculares entre as cadeias poliméricas
adjacentes, influenciando, desta forma as propriedades mecéanicas dos filmes
(Callegarin et al., 1997). Esse foi, na realidade, o objefivo primario ao utilizar um
misturador de massa de pao a 80°C, para avaliar o efeito plastificante (Pommet et
al., 2003). Visando a complementacio da pesquisa, foram produzidos filmes por
compressao a 150 bar do material plastificado contido em um molde e submetido
esse filme (sem a necessidade de uma secagem) a ensaios convencionais de
PVA (Pommet et al., 2003). Os resultados indicaram uma substancial diminuicao
da permeabilidade ao vapor d’agua, em ordem decrescente em relacao aoc nimero

de carbonos do acido graxo.

N&o ha informagdes sobre a transparéncia do filme obtido, mas medidas
calorimetricas e micrografias do filme fraturado indicam que, na composicio usada
(35% do peso ftotal), os &cidos graxos ate 10 carbonos se agregaram

homogeneamente ao gluten e que acima de C:12, formaram-se heterogeneidades.

Embora n3o haja informagbes na Iliteratura técnica, no caso de
polissacarideos, pode-se supor que filmes compostos formulados com &acidos
graxos de menor cadeia carbdnica também devem se apresentar transparentes e
com maior facilidade para serem retirados do suporte apés a secagem em estufa.

Nao ha informacgoes sobre seu efeito na liberacido controlada dos antimicéticos.

2.8. Filmes com atividade antimicoética

Os filmes com atividade antimicética apresentam uma habilidade de
preservacido por causa da sua propria atividade antimicrobiana. Desta forma,
agem reduzindo o crescimento microbiano e prolongam a estabilidade de
alimentos pasteurizados. A utilizagdo desses filmes pode eliminar processos de

esterilizacdo quimica das embalagens comuns que usam perodxido, e simplificar a
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assepsia necessaria no processamento de embalagem. Esses filmes aufo-
preservaveis apresentam também uma gama de aplicacbes além das de alimentos
tais como: uso clinico, em hospitais, laboratérios, equipamentos biotecnolégicos e
biomédicos dentre outros.

As substancias antimicéticas incorporadas ac material da embalagem
podem controlar a contaminagao microbiana através da reduc¢ao da taxa de
crescimento e do maximo crescimento populacional, permitindo estender a fase
lag do microorganismo alvo, melhorando a seguranca alimentar. As substancias
quimicas anti-microbianas normalmente incorporadas a embalagem sao acidos
organicos e seus sais, sulfitos, nitritos, antibidticos, alcoois e antimicdticos
(fungicidas). Outras substancias quimicas, gases, enzimas e componentes
naturais tem sido festados como agentes preservantes e esterilizantes,
destacando-se: acido propidnico, perdxidos, ozénio, oxido cloridrico, eugenol,
lisosima, nisina, EDTA, etc. Os preservantes tradicionais podem ter mais
vantagens em embalagens anti-microbianas, por serem considerados

componentes comestiveis.

O conirole da quantidade de agente antimicotico utilizado e da taxa de
migracdo da embalagem para o alimento & muito importante. Alguns fatores
bioquimicos, tais como, a atividade antimicrobiana e a cinética das reacdes
quimicas envolvidas com as demais substancias afetam esta transferéncia de
massa caracteristica de substancias antimicoticas. O estudo desies fatores é
muito importante para predizer a provavel quantidade de adi¢do de antimicético

necessaria para produzir o efeito de esterilizacao que se deseja.

Em uma embalagem com fun¢des antimicrobianas, os principios ativos
sdo incorporados a camada hidrofilica, e difundirdo para o alimento. A analise do
mecanismo da difusdoc na malriz do fiime requer modelamento matematico
utilizando-se de elaboradas solucdes da Lei de Fick, para diferentes condiges de
contorno (Crank, 1975). A difusdo depende, sobretudo do tamanho, forma e
polaridade da molécula permeante, bem como das alteracdes causadas pela
molécula permeante no volume livre da maltriz polimérica. Fatores que afetam o

movimento da cadeia do polimero incluem forgas de atracdo entre as cadeias,
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como pontes de hidrogénio e interagbes do tipo van der Waals, grau de

crosslfinkings, e cristalinidade.

Foi determinada a difusividade de sorbato de potassio, a temperatura
ambiente, nos filmes de alginato de calcio apresentados na Tabela 2.5 (Zactitii,
2004). Os valores encontrados indicam que o aumento do grau de reticulagéo
diminui a mobilidade do soluto, conforme pode ser conferido pelos dados da
Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Coeficientes de difuséo (D) de sorbato de potassio em filmes

de alginato de calcio

CaCl, (%) D x 107, em%/s
3 3,32
5 3,01
7 2,54

2.9. Aspectos da adigcao de lipidios em filmes e membranas bioativas

Os filmes constituidos por polissacarideos ou proteinas sao hidrofilicos
em sua maioria, isto &, apresentam boas propriedades mecanicas, funcionam
como excelentes barreiras a gases, aromas e lipidios, mas apresentam barreiras
pobres a umidade. Percebe-se que ha uma relacdo inversa entre permeabilidade
ao vapor de agua e ao oxigénio, pois certos polissacarideos podem conferir uma
efetiva protecdo contra oxidagao de lipidios e outros componentes alimenticios
(Banker, 1966).

Foi determinado o coeficiente de difusdo do acido sérbico em filmes de
gltten de trigo com e sem a adicao de lipidios (Red! et al., 1996). Eles concluiram
que a inclusdo de lipidios nos filmes diminui o coeficiente de difusdo. O coeficiente
de difusdo para filmes sem lipidios foi de 0,7x107 cm?%/s. Apds a adicdo de lipidio
o valor da difusividade foi reduzida em 50%. Similarmente, os autores mostraram
que o tipo e concentracdo de acido graxos usados na formulaci@o dos filmes de

polissacarideos afetaram a permeabilidade do sorbato nesses filmes. A difuséo do
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sorbato diminuiu com o aumento da concentragdo de acido graxo no filme. Os
acidos palmitico, estearico e aracnidico agiram com eficiéncia na diminui¢éo da
difusao nesses filmes. A aplicacao de material lipidico, como cera de abelhas, na
forma de uma segunda camada, em filmes polissacarideos contendo sorbato de
potassio resultou em filmes com coeficientes de difusdo extremamente baixos (2,7
x107"2 em%s).

2.10. Transporte de substiancia antimicrobiana
2.10.1. Difusao

O transporte de substancias ativas em filmes poliméricos depende do
tamanho e forma das moléculas da substancia ativa, da estrutura do polimero, do
volume livre presente na estrutura, da flexibilidade das cadeias poliméricas, dentre
outros. O pH, a atividade de agua, a temperatura, a concentracéo do polimero, do
plastificante, dos lipidios, das substédncias ativas e outras substancias, também
s3do fatores que influenciam a difusdo. Ela € uma propriedade cinética e descreve

a facilidade com que as moléculas da substancia ativa se movem dentro do filme.,

A solubilidade da substancia ativa € muito importante no processo de
difusdo, pois, quando dissolvida na estrutura polimérica do filme, sua
movimentacéo pelo interior do mesmo ocorre de regides de maior concentracio
para regides de mais baixa concentracdo. Para um sistema unidimensional, este
sistema de transporte difusivo pode ser quantificado pela Equacdo [2.2].

conhecida com a Primeira Lei de Fick:

) o[®)
=D~
J = [2.2]

Onde: j € o fluxo da substancia ativa no filme (g/cm?®.s)
D é a difusividade da substancia ativa (cm?/s)
dC/dz é gradiente de concentragdo da substancia ativa no filme (g/cm?)

A liberagdo do principio ativo incorporado em um filme, em sistemas
difusivos, acarreta a diminui¢do de sua concentracao, conforme a Equacaoc [2.3],

a qual descreve a 22 Lei de Fick.
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8C . 8°C
E [2.3]

Esta equacao diferencial pode ser integrada, e quando se considera a
difusividade e a espessura do filme constantes e uma embalagem alimenticia, na
qual transferéncia de soluto ocorre apenas por uma das faces do filme obtém-se a
massa total do soluto transferido no intervalo de tempo de o—t, M, pela Equacéo
[2.4].

M 8 ] 2 %D
—=1- exp —| 2n+1)° ——— [2.4]

M., w? i (2n +1)? 412
Onde: M., € a massa de soluto que seria liberada em um tempo infinito
L e a espessura total do filme

O mecanismo de processo de difusdo para um sistema plano pode ser
identificado ao se plotar a curva de liberacao inicial { Mt/ M.,<0,60) que segue o

modelo da Lei de Poténcia descrita pela Equagéo [2.5]:

Mt — et
Mo 25

Onde: n e o coeficiente difusional
k é a constante que caracteriza a matriz da molécula

Para n maior que 1.0, ha uma aceleracao na taxa de liberacdo do soluto
nos ultimos estagios dos experimentos do processo.

Para n igual a 1.0, a taxa de liberacéo e diretamente proporcional ao
tempo.

Para n entre 0.5 e 1.0, a difusdo &€ chamada de nao-Fickiana, na qual a

relaxacdo da estrutura polimérica é o mecanismo mais importante.
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Para nigual a 0.5, a difusdo € Fickiana e conhecendo-se a difusividade, a
massa liberada no periodo incial do processo pode ser calculada conforme o
Modelo de Sélido Semi-infinito descrito pela Equacao [2.6](Crank, 1975), pela qual

a massa total transferida & proporcional a t"2,

M; /4Dt
Moo | 7L2 [2.6]

Para determinar a difusividade, os métodos transientes submetem uma
amostra bem definida do filme a uma liberagcdo controlada, geralmente em um

fluido bem agitado.

A Equacao [2.3] adaptada para a condic@o em que as duas faces do filme
devem ser consideradas e que, portanio, 0 comprimento caracteristico serd a

metade da espessura do filme, gera a Equacdo [2.7]:

M, , 8~ 1 2 7°D
&—_1_ 5 Z(Zn-ﬂ)z exp -—[2n+1) Z t} [2.7]

% T n=0

A difusividade avaliada pode estar sendo afetada pela difusao da agua
para o interior do filme, que ocorre nos primeiros minutos de contato (tempos

curtos).

Da mesma forma, a Equacao [2.5] adaptada para a condigdo em que a

saida do soluto ocorre pelas duas faces do filme, gera a Equacao [2.8]:

M,  [16Dt
Mo | 72 [2.8]

Nas Equacdes [2.7] e [2.8], L continua sendo a espessura total do filme.
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2.10.2. Permeabilidade

A permeabilidade de um soluto através de um filme indica a facilidade
com que ele migra de uma fase em contato com uma das faces do filme até a fase
em contato com a outra face do filme. Fisicamente, portanto, a permeabilidade, P,

& o produto da difusividade pela solubilidade de soluto no filme.

A permeabilidade de solutos em filmes pode ser determinada pelo método

da célula de diafragma modificado (Axelsson e Persson, 1998).

Neste método o experimento € realizado utilizando-se duas camaras que
sdo separadas por um filme. Inicialmente, uma camara (A) € preenchida com uma
solucdo contendo o soluto de interesse e a outra cdmara (B) com um solvente
puro. Quando os solutos permeiam através do filme, as concentracdes na Camara
B sdo medidas em fungio do tempo. Depois de um periodo de tempo, o estado
quase-estacionario, € atingido, € a permeabilidade pode entéo ser estimada pelo
chamado método do estado quase estacionario (QSS).

Um balango que combina a variacao temporal da concentragao de soluto
nas camaras com a equacdo integrada do fluxo através do filme conduz a
Equacdo [2.9], conhecida como a equacdo da célula de diafragma (Cussler,
1997).

/
n _ca-cB |_ Mf«,-A(-l_ . _L](f ~to) [2.9]
\eag—cp) 1 \Va Vs

Onde: ca e cg € a concentragao de soluto nas camaras A e B, mg/L
Va € Vg s80 os volumes de liquido nas camaras A e B, cm’®
P & a permeabilidade do filme, cm?/s
L é a espessura total do filme, cm
A é a area por onde ocorre difusao, cm?

téotempo, s
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Na maioria das determinacbes, somente a concentracac na Cémara B &
medida, sendo a da Cémara A calculada por balango de massa. Contudo, esses
calcuios podem causar erros significantes, particularmente quando a consideracao
de estado do estado quase estacionario nfo é satisfeita e quando erros na medida
do soluto sao altos. A metodologia de determinar a concentracdo também na
Camara (A) pode viabilizar resultados mais confidveis. Uma analise critica foi feita

por Westrin e Axelsson (1991).

2.11. Espectrometria de ressonancia magnética nuclear

2.11.1. Aspectos Gerais

A técnica de RMN estuda a interagdo da materia com a radiacdo
eletromagnética na faixa de radiofrequéncia quando a amostra é colocada na
presenca de um campo magnético. Nicleos atdmicos com momento magnetico
diferentes de zero (por exemplo, 1H, 2H, 13C, 15N, 19F, ...) interagem com o
campo magnetico do equipamento distribuindo-se em niveis de energia cujo
niimero depende do valor do numero quantico de spin (1) de cada ntcleo e podem

portanto serem observados através desta técnica.

A transicGo de um estado de spin nuclear a outro de energia
imediatamente superior ocorre quando radiacdo eletromagnética de comprimento
de onda adequado na regido de radiofrequéncia & absorvida pela amostra. A
relaxacéo do spin nuclear para a distribuicdo de Boltzmann vigente no equilibrio
induz uma voltagem no detector do aparelho, denominada de decaimento de
indugdo livre ~ FID, que apds amplificacdo e transformacao matematica
(transformada de Fourier) dd origem as linhas espectrais que sao registradas
(Grasdalen, 1983).

Trata-se de técnica nao destrutiva que presta-se essencialmente para a
elucidacao estrutural de amostras organicas e inorganicas e para o estudo de
suas propriedades em solugéo e no estado sélido. E possivel a utilizacdo desta
técnica em estudos semi-quantitativos para determinacdo da composicdo de
misturas, mas a precisdo dos resultados pode ficar limitada, entre outros, a razéo

sinal/ruido do espectro, erros inerentes ao processo de integracdo dos sinais,



Capitulo 2 -Revisgo Bibliografica 32

diferencas nos tempos de relaxacéo dos nucleos observados e incrementos de

intensidade de sinais devido a fendmenos como ¢ efeito nuclear Overhauser.

2.11.2. '"H = n.m.r. do alginato

As propriedades fisicas do alginato dependem da relacao existente entre
a quantidade de blocos manurdnico e gulurénico (M/G) e também da distribuicao
sequencial do mondmero no copolimero. A composicdo e a distribuicao dos
alginatos dependem da localizacao da planta, e da grande variedade entre as
diversas espécies. E importante dispor de métodos adequados para avaliar a

composicao e a distribuicao do sequenciamento de blocos nas amostras de aigas.

A especiroscopia de ressondncia magnética nuclear tem sido utilizada

para a caracteriza¢ao de alginatos.

Existemn quatro possiveis dubletes ao longo das cadeias do alginato, eles
sdo, MM, MG, GM e GG. Assim, a partir do nimero e da area relativa das linhas
observadas nos espectros, pode se avaliar quantitativamente a razao M/G através
dos sinais associados a cada bloco. As areas dos picos na regido expandida (5,20
a 4,00 parte por milhao) referente a 5,05 ppm (G-1), 4,67 ppm (M-1 e GM-5) e
4,45 ppm (GG-5), contem informacgdes sobre a razao M/G e fragdes de doubletes
nas proximidades vizinhas ao longo das cadeias intactas. A composicdo e
sequéncia de distribuicao pode ser obtida; pois a fragdo molar de G é proporcional
a area de 5,05 ppm. As intensidades podem ser consideradas as dreas e desta

forma,
Fo= (Is,05)/(las7 + l4.48) [2.10]

Foa=(ls,45)/(la67 +4,45) [2.11]

A fracédo molar de M € entéo derivada das condi¢des de normalizacao:
Fg +Fn =1 [2.12]
As relacdes entre as fracdes molares de dubletes sdo dadas por :

Feet Fem=Fg [2.13]
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FrantFue=Fu [2.14]

Portanto, as fragbes serao Fu, Fs, Fmm, Fue, Fouwe Faa.

Quanto maior € o pico 5,05 ppm, o alginato teréd maior composicéo em G
(Grasdalen, 1983).

O espectro de dois tipos de alginato de sodio fornecidos pela Sigma, USA
foi levantado (Cruz, 2004). As diferentes fracdes calculadas através do uso das

Fquacdes [2.10] a [2.14] estdo apresentadas na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Composicdo de alginatos de sodio extraido de Macrocystis
Pyrifera {Sigma, USA). BV = baixa viscosidade, MV = média viscosidade (Cruz,
2004).

Composto Fragbes e composicao
Fm Fa Fim Fue Fem Fac
Alginato -BV ! 0,58 0,42 0,41 0,17 0,17 (},-',.25
Alginato- MV | 0,67 0,33 0,51 0,16 0,16 0,17

Fom=Fug (cadeias longas com dp > 20)



CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Matéria-prima

Para a confeccdo dos filmes foi utilizado alginato de sodio (Synth),
extraido da alga Macrocystis Pyrifera (Kelp) como componente matricial para
formacéo da estrutura tridimensional. Conforme a classificacédo da Tabela 2.3, este
tipo de alginato possui alto contetido de blocos M e excelentes propriedades de
formacao de filme. O alto contetdo de blocos M foi confirmado por meio da anélise

de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) do alginato em pé.

3.1.2. Componentes lipidicos

Os lipidios inicialmente selecionados para o estudo foram o acido
palmitico (Cqs; P.F.63,1°C), o acido estearico (Cqg; P.F.69,6°C) e as composicdes
formadas pelos dois acidos graxos (blenda). Nos ensaios definitivos deu-se
preferéncia aos acidos graxos de menor cadeia carbdnica: acido butirico (Vetec
P.A), (Cy; P.F.-7,9°C), o acido capréico (Vetec P.A), (Ce, P.F.-3,4°C) e 0 acido
caprilico (Vetec P.A), (Cg; P.F.16,7°C). As propriedades dos acidos graxos podem
ser consultados em Fatty acid Data Book - Unichema International. A triacetina
(triacetato de glicerol; P.F.:-4,1 °C) foi avaliada como um componente lipidico,

além de ser emulsificante e plastificante.

3.1.3. Plastificante

O plastificante utilizado foi o glicerol P.A. (Synth). Em ensaios
preliminares, o sorbitol P.A. (Synth), também foi utilizado como plastificante.
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3.1.4. Agente emulsificante

Em ensaios preliminares, o emulsificante utilizado foi a triacetina (cedida
pela Rhodia, Ind. Quimica, Paulinia, S. P.).

3.1.5. Agente antimicotico

O agente antimicotico selecionado foi o sorbato de potassio (Sigma,
USA).

3.1.6. Solugdes

Na confec¢éo dos fiilmes foi utilizada solucdo aquosa de 1,5% de alginato
de so6dio e solugdo de 0,4% de CaCly.H,O (Merck). Apés sua secagem (1°
estagio), os filmes foram submetidos a um tratamento posterior de reticulagéo por
meio de aspersdo de uma solugcdo de 2% ou 3% de CaCl,.H;O (ver Seccgdo
3.2.1.1). A agua utilizada era destilada.

Para manter controlada a umidade relativa (U.R.) no interior dos
dessecadores foram utilizadas solugdes saturadas de nitrato de magneésio (U.R.
52%) e de cloreto de soédio (U.R. 75%), para o condicionamento dos filmes e
ensaios de permeabilidade ao vapor de agua, respectivamente.

3.1.7. Equipamentos para a confecgdo dos filmes

3.1.7.1. Dispositivo de sustentagido para secagem final dos filmes

As Figuras 3.1 a) e b) mostram, em detalhe, o dispositivo de sustentag¢do
dos filmes no interior da estufa utilizada para a secagem final dos filmes de
alginato, no 2° estagio. Ela foi utilizada a temperatura de 30°C, por cerca de 18
horas.
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(a) (b)

Figuras 3.1. (a) e (b). Dispositivo de sustentacéo dos Filmes de alginato de calcio

durante a secagem (2°. Estagio) no interior da estufa a 30°C(FANEM mod.502).

3.1.7.2. Agitadores

A Figura 3.2 mostra o sistema de agitagdo com aquecimento utilizado
para a preparagdo dos filmes de alginato de célcio.

tay =

Figura 3.2. Sistema de agitacéo (FISATOM modelo 713) e aguecimento

(FISATOM modelo 752) para preparagao do filme.
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As Figuras 3.3 a) e b) mostram o sistema de agitagdo e 0 banho-maria
utilizados nos ensaios preliminares. O banho-maria foi utilizado por 30 min com o
objetivo de tentar melhorar a incorporagado dos acidos estearico e paimitico a

solucdo filmogénica, buscando formar um filme homogéneo.

(a) . (b)

Figuras 3.3 (a) e (b). Sistema de agitacdo montado para banho-maria

As Figuras 3.4. a) e b) mostram o sistema utilizado para a
homogeneizacéo de lipidios. O homogeneizador TURRAX emulsificou os lipidios
operando a uma velocidade de 6000 rpm durante 3 min.
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a) b)

Figuras 3.4. a) e b). Sistema de emulsificagao de lipidios - Homogeneizador
TURRAX

3.2. METODOS

3.2.1. Metodologia de confeccao dos filmes

3.2.1.1. Filmes de alginato de calcio sem lipidios

Os filmes foram preparados conforme o procedimento em dois estagios
(Zactiti, 2004). Como o calcio € um agente reticulador extremamente potente, sua
adicdo ao alginato de sdodio promove a formagdo de zonas heterogéneas de
gelificagdo, mesmo sob forte agitagdo resultando em filmes inadequados. E
necessario portanto, preparar iniciaimente um gel fraco (1° estagio) e entdo
complementar a reticulagdo do filme fomado (2° estagio). Resumidamente,

considerando valores médios, o procedimento é o seguinte:
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1° Estagio: Formagao de um filme de alginato de célcio com baixo grau de
reticulacdo. Adiciona-se glicerol a agua destilada, a 70°C, até uma concentragao
pré-determinada (0.9% do total ou 60% em relagdo a massa de alginato de sodio),
agitando durante 5 minutos. O alginato € adicionado a esta solucdo e a solugéo
mantida a 70°C, sob agitacao de 900 rpm durante 10 min. Adiciona-se 30 mL de
uma solucao de 04% de CaCl, diretamente ao voértex formado pelo agitador,
mantendc a temperatura de 70°C. Aliquotas de 100 mbL dessa solugdo sao
transferidas para placas de polipropileno de 150 mm de didmetro, e levadas a uma
estufa sem circulacdo de ar, a 40°C, por cerca de 50 horas, para gelificacdo

incipiente e formacgao de um filme.

2° Estagio: Reticulagdo do filme. O filme produzido, removido da placa,
sofre um tratamento adicional com uma solugdo contendo 2% de CaCl; para
complementar a reticulaggdo. A solucédo & borrifada sobre a superficie dos dois
lados do filme, usando-se cerca de 100 mL em cada face. O filme umidificado
permanece suspenso por 3 horas para permitir a difusédo do caicio para o interior
do gel. Apos drenar o excesso de solugao de caicio, as superficies do filme foram
rapidamente lavadas com agua, e os fiimes transferidos para uma estufa mantida

a uma temperatura ambiente, por 18 a 20 horas, para completar a secagem.

O fluxograma da Figura 3.5 detatha as etapas do processo utilizadas para

a preparacao dos filmes de alginato de caicio sem a adicao de lipidios.
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Agua

destilada Glicerol
400 mi. 36g
DISSOLUCAO

Alginato de
sédio
(62)

Placa de aquecimento e
agitador mecanico
900 rpm, 70°C, 10 min

v

PRE -RETICULACAO

30 mL de
solucio

CaCl, (0.4%) e Placa de aquecimento ¢

agitador mecanico
9SG0 rpm, 76°C, 10 min

l

SECAGEM
100 mL da solugdo em
molde
Estufa a 40°C,50 h

RETICULACAO
Borrifamento das
superficies do filme
Temperatura ambiente por
180 min

'

SECAGEM FINAL
Estufa a30°C,24h

Solucdo de
CaCl, (2%)

Figura 3.5. Fluxograma para preparacdo de filmes de alginato de calcio sem a
adigio de lipidios
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3.2.1.2. Filmes de alginato de calcio contendo lipidios

A} Sem homogeneizador

Filmes contendo lipidios sdo preparados misturando-se duas solugbes. A
Solucéo A € a solugdo filmogénica preparada da mesma forma que na Secgéo
3.2.1.1.

A solucdo contendo lipidios, Solucdo B, € preparada em separado. Os
lipidios sdo adicionados a 50 mL de agua destilada aquecida a 70°C sob agitac&o
magnética até garantir a fusao completa das particulas sdlidas (acidos estearico e
palmitico) ou a incorporag@o dos acidos graxos liquido (acidos butirico, caproico e

caprilico).

Essa Solucao B, é vertida, a 70 °C, lentamente sobre a Solugdo A, sob
agitacdo continua de no maximo 900 rpm, para evitar a formacéo de bolhas de ar

no filme.

A mistura (A+B) recebe entdo 30 mL de uma solugio de 0,4% de CaCl;

sob agitacdo mantendo-se a temperatura de 70°C.

Os procedimentos complementares seguem a metodologia descrita na
Figura 3.5.

Apés a secagem da solucao filmogénica, os filmes foram submetidos ao
tratamento com solugdo de calcio a 2%. Foi verificado que esta é a maxima
concentracdo de calcio a ser utilizada, pois os filmes com lipidios ficam
quebradicos, ndo sendo possivel utilizar concentragdo mais alta no processo de

reticulagao.

Nos ensaios em que foram utilizados os acido estearico e palmitico, foi
necessario o uso de um banho-maria com agitagao lenta 100 rpm, mantendo a
temperatura de 70°C durante 20 min antes da moldagem, a fim de favorecer a

incorporacao dos lipidios na matriz filmogénica.

A dificuldade na produgdo de filmes de alginato de caicio com os acidos
estearico e palmitico € devida a rapida solidificacdo desses acidos graxos ao se

reduzir a temperatura da agua abaixo da temperatura de fusdo dos mesmos,
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provocando, inclusive, a ades&o dos mesmos as paredes do béquer. A Figura 3.6

esquematiza esse procedimento através de um fluxograma.
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Agua

destilada Glicerai

dgua
(350 mL) (3.6g) SOmL
Alginato de DISSOLUCAQO DISSOLUCAO
bsé dio Placa de aquecimento e Aquecimento sob
62) agitador mecinico agitaciio, 70°C
s 900 rom. 70°C. 10 min
Solucio A < Solugdo B

PRE -RETICULACAO

Placa de aquecimento ¢
agitador mecénico
900 rpm, 70°C, 10 min

30 mL
solucio
CaCl, (0.4%)

v

Banho Maria com agitador
mecinico
160 rpm, 70°C, 30 min

v

SECAGEM
100 mL da solu¢fo em
molde
Estufa a 40°C, 56 h

RETICULACAO
Borrifamento das
superficies do filme
Temperatura ambiente por
180 min

v

SECAGEM FINAL
Estufa a 30°C, 24 h

solugdo de
CaCL (2%)

Figura 3.6. Fluxograma do processo para preparacéo de filmes contendo lipidios
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B) com o uso de homogeneizador

A solucao fimogénica, Solucdo A é preparada da mesma forma, como
descrito anteriormente. A Solugdo B, contendo lipidios, € preparada
separadamente adicionando o acido graxo em agua destilada a 70°C e submetida
a uma emulsificacao com um homogeneizador TURRAX a 6000 rpm durante 3 min

até garantir a dispers&o das moiéculas de gordura.

Quando a triacetina é utilizada como agente tensoativo, a Solugdo B é
preparada sem utilizar o Turrax, e a adicdo da mesma € feita em agua guente com
agitacao magnética durante 2 min para favorecer a miscibilidade do lipidio e evitar

a formacao de espuma.

Os procedimentos complementares seguem a metodologia dos filmes de

alginato de caicio com lipidios descrita no fluxograma da Figura 3.6.

O fluxograma da Figura 3.7 detalha as temperaturas e as etapas do
processo utilizadas para preparacao dos filmes de alginato de calcio com a adigao

de lipidio usando o homogeneizador Turrax.
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agua
50mL

Agua
destilada
(350 mL)

Glicerol
(3.62)

v

Alginato de DISSOLUCAO HOMOGENEIZACAO
sodio Placa de aquecimento e Homogeneizador Turrax
(62) agitador mecénico 6000 rpm, 70°C, 3 min
= 900 rom. 70°C. 10 min

Soluciio A 4 @
\_\*—/

'

PRE -RETICULACAO

Placa de aquecimento e
agitador mecénico
900 rpm, 70°C, 10 min

30 mL
solucio
CaCl; (0.4%)

Banho Maria com agitador
mecinico
166 rpm, 76°C, 30 min

v

SECAGEM
100 mL da solucio em
molde
Estufa a 40°C,56 h

RETICULACAO
Borrifamento das
superficies do filme

Temperatura ambiente por
180 min

v

SECAGEM FINAL
Estufa 2 30°C, 24 h

Solugao de
CaCiL, Q%)

Figura 3.7. Fluxograma para preparagao dos filmes com lipidios e Turrax
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3.2.1.3. Fiilmes ativos

Filmes ativos, contendc sorbato de potassic foram confeccionados
segundo os fluxogramas da Figura 3.5 (padrao, sem lipidio) ou da Figura 3.7 ( com
lipidio).

O sorbato de potassio (0,4 g) era adicionado a Solucéo A, logo apés a
adicao de plastificante.

3.2.2. Ensaios preliminares

Ensaios preliminares, além de promover a familiarizaggdo com a
metodologia de confecgdo de filmes, definiram a melhor forma de incorporar o
acido graxo a solugdo de alginato e também, a selecdo do plastificante mais
adequado. Trés formulagdes foram testadas com a finalidade de obter um fiime
homogéneo, transparente e de facil manuseio. Os filmes obtidos com essas

formulagdes foram denominados de Filme A a Fiime C.

Em uma segunda fase, quando se optou pelo uso do homogeneizador
TURRAX e se selecionou ¢ acido caprilico como lipidio de maior potencial,
confeccionou-se os filmes denominados de Filme D a Filme |, tendo os mesmos

sido caracterizados em relagéo a PVA e ensaios mecanicos.

A Tabela 3.1. sintetiza a composigcado e a metodologia usada em cada um
dos ensaios. As formulacdes dos Filmes C, D, e E produziram filmes de dificil

manuseio, e 0 processo foi interrompido no final do 1°estagio.
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Tabela 3.1. Metodologia e Formulagdes dos Ensaios Preliminares

Filme | Plastificante | Ac. graxo | Emulsificante | Fluxograma Objetivos Resultados
A giicerot - - Fig. 3.10 Filme de Concordam
referéncia e coma
familiarizacao literatura
coma
metodologia
B glicerol C., Cs, - Fig. 3.11 Escolha de CieCu
Cs, Cis acidos graxos filmes
e Cug adequados | heterogéneos
Cs, CseCyx
filmes com
alta PVA
C - - triacetina Fig. 3.10 | Triacetina na Filmes
funcao de quebradigcos
plastificante
D - Cs - Fig. 3.12 Acido Filmes
caprilico na | quebradicos e
funcéo de aderidos ao
plastificante molde
E glicerol Cs triacetina Fig. 3.12 Triacetina Filmes
Como quebradicos e
emuisificante/ | aderidos ao
plastificante/ molde
cemponente
lipidico
F sorbitol - - Fig. 3.12 | Substituigdo | Filmes com
do glicerol maior
solubiiidade e
menor
resisténcia
mecanica
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Tabela 3.1. Continuagéo

G sorbitol Cs triacetina Fig. 3.12 Triacetina | Filmes opacos
para auxiliar a
emuisificagao/
plastificante/
componente
lipidico
H | glicerol e/ou Cs - Fig. 3.12 Substituicao Alta
sorbitol do glicerol solubilidade
[ sorbitol Cs - Fig. 3.12 Substituicdo Alta
do giicerol solubilidade
J glicerol Cs - Fig. 3.12 Definicéo da Filmes
formulagac de | fransparentes
trabatho e
manuseaveis

3.2.3. Caracterizagao dos filmes

3.2.3.1. Aspecto visual

Para cada tipo de fiime produzido foram realizadas analises visuais e

tacteis, visando identificar filmes homogéneos (avaliagdo quantc a presencga de

particulas insoltiveis e coloracdo uniforme) que apresentassem continuidade (sem

fissuras ou zonas quebradicas) e possibilitassem o manuseio (facilidade em retirar

os filmes do suporte). Os filmes que nao apresentaram tais caracteristicas foram

desconsiderados para analises posteriores. As Figuras 3.8 a) e b) apresentam
fotografias de filmes de alginato de calcio com lipidio (1,5% alginato, 0,4% CaCl;,
0,15% acido caprilico & 0,7% glicerol), de bom aspecto.
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a) b)
Figuras 3.8. a) e b) Filmes de alginato de calcio, glicerol e acido caprilico

3.2.3.2. Espessura versus densidade de matéria seca (da solugéo)

Para obter uma espessura constante, determinou-se a massa de sélidos
soliveis na solugdo para cada formulagdo, tendo como referéncia a solugdo
filmogénica de alginato simples (sem lipidios). Desta forma, foi possivel adequar a
massa de solucéo filmogénica a ser vertida sobre os moldes para obter filmes de
mesma espessura.

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrémetro
digital (resolugdo 0.001 mm, MITUTOYO). A espessura final foi calculada a partir
da média aritmeética de quinze medidas aleatbrias sobre uma area circular de 80

mm de didmetro do filme.

3.2.3.3. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada
gravimetricamente, de acordo com o método E96-95 (ASTM, 1995), utilizando-se
a célula esquematizada na Figura 3.9.



Capitulo 3 —Materiais ¢ Métodos 50

2108

3

[
ge

I
+
i
i
E s

R7E

I
Nota: Dimensbes em mm

Figura 3.9. Célula de aluminio utilizada nos testes de permeabilidade ac vapor de
agua (Carvalho, 2002)

O filme, de aproximadamente 80mm de didmetro, € fixado a célula (76mm
de didmetro interno e 18 mm de altura) utilizando-se parafina. Cloreto de calcio
anidro granulado preenche o fundo da célula e a umidade relativa no seu interior é
assumida como 0%. A massa do sistema € quantificada e o conjunto é transferido
para um dessecador com umidade relativa de 75%. Em intervalos de 24h e
durante 7dias, determina-se a massa do sistema. Em seguida, a permeabilidade
ao vapor de agua € calculada usando equagbes desenvolvidas através de
balangos de massa (Carvaiho, 2002).

Mp |
PVA= — .
t AAP [31]

Onde:

PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g.mm/K.Pa.dia.m?)
M, é massa de umidade absorvida (g)

t € o tempo total do teste (dias)

L & a espessura do filme (mm)

A é a area da superficie exposta do filme (m?)

AP é a diferenca de pressao parcial atraves do filme.
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As Figuras 3.10 a) e b} mostram fotos da célula de aluminio.

a) b)
Figuras 3.10. Fotos da célula de aluminio utilizada nos testes de permeabilidade

a0 vapor de agua

As Figuras 3.11 a) e b) mostram o conjunto células de aluminio e
dessecador utilizados.

a)

Figuras 3.11. Fotografias do conjunto celulas e dessecador e célula utilizados nos

testes de permeabitidade ao vapor de agua
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3.2.4. Resisténcia Mecanica

Conforme procedimento utilizado por Zactiti (2004), amostras de filmes, de
105 x 30 mm, s&o preparadas e acondicionadas a uma umidade relativa de 52% e
temperatura de 25°C, durante pelo menos 48h.

A medida das espessuras € requerida para o calculo da area da se¢do
transversal e é determinada antes do inicioc das analises através de quinze
medidas aleatérias.

Para os ensaios mecanicos dos filmes, uma tira de 10,5 x 3,0 cm é fixada
por duas garras, distantes inicialmente 50 mm entre si, e que se movimentavam a
uma velocidade de 1mm/s em um texturémetro TA.XT2 (Stable Microsystems
SMD), existente no Laboratorio de Materiais, da FEQ/UNICAMP.

A tensdo de ruptura € calculada utilizando-se a Equacédo [3.2], na qual a
forgca maxima no rompimento do filme é dividida pela area da sec¢ao transversal. A
elongacdo na ruptura foi determinada pela Equacao [3.3], na qual a distancia final
de separacéo do probe é dividida pela distancia inicial de separacdo e multiplicada
por 100.

TR= o [3.2]
A

onde:
TR = tensdo na ruptura [MPa]
Fm = forga maxima no momento da ruptura do filme [N]

A = area da segéo transversal [m?]

E-% 100 [3.3]
q
onde:

E = elongacéo [%]

d; = distdncia no momento da ruptura [cm] (=diferenca entre a disténcia de
separacao no momento da ruptura e a distancia inicial)

d; = distancia inicial de separacao [cm]
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3.2.5. Solubilidade em agua (SA)

Conforme procedimento adotado a massa seca inicial (m;} de uma amostra
de filme de 25,0mm de diametro € determinada em funcao de sua umidade em
uma estufa mantida a 105,0°C, durante 24h (Zactiti, 2004). A amostra € imersa em
50,0mL de agua destilada e o sistema e mantido sob agitagdo (175rpm) e
temperatura de 25°C, utilizando-se um Shaker Bath Orbit (Lab-Line), durante 24h.
Para a determinacdo da massa seca final (my) a amostra é submetida a secagem
em estufa sob as mesmas condi¢bes descritas para obtencao da massa inicial. A

matéria soluvel é calculada em func&o da massa dissolvida pela Equacéo [3.4].

(m; —my¢)
m, X 100 (3.4]

3.2.6. Grau de intumescimento (G}

O grau de intumescimento dos filmes foi determinado conforme
metodologia ja utilizada (Zactiti, 2004).

A massa inicial de uma amostra de fime de 2,5 cm de didametro foi
quantificada e imersa em agua destilada durante diferentes periodos de tempo. O
excesso de umidade na superficie das amostras foi retirado, utilizando-se papel de
filtro, antes de cada pesagem, tomando o cuidado para ndo alterar a estrutura do
filme com o possivel esmagamento. O Gl foi calculado em fungdo da agua

absorvida conforme a Equacéo [3.5],

m,, — Iy

Gl = _L-__lemo 3.5
[ — [3.5]
Onde:

Gl & o grau de intumescimento
my € a massa umida do filme (g)

m; € a massa inicial do filme (g)
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3.2.7. Difusao do sorbato de potassio

A difusdo do sorbato de potassio no filme foi avaliada por meio dos
ensaios de liberacdo confrolada em agua. Os ensaios de liberacdo foram
realizados utilizando-se amostras de filmes de alginato de calcio com e sem
lipidios contendo sorbato de potassio, de dimensdes 4 x 4 ¢cm {massa média de
0,1800 g).

Agua destilada a temperatura ambiente foi utilizada como sorvedouro
para liberag@o. As amostras dos filmes foram imersas em copos de plastico
contendo 25 mL de agua destilada e dispostas em um shaker a 125 rpm, por
intervalos de tempo de 5, 15, 25, 35, 45, 55, 85, 145, 235, 355, 655, 1255, 2155,
3355 e 4855 segundos. Nesses tempos fixados, as amostras eram rapidamente
transferidas de um copo para outro até o periodo de tempo total.

A concentracdo de sorbato na solucdo foi determinada por
espectrofotometria.

A massa de sorbato liberada no tempo t (M) e os valores de sorbato
liberado (M/M..) foram calculados e plotados em funcdo do tempo. A quantidade
de sorbato que poderia ser liberada em um tempo infinito (M.) foi considerada
como a massa total difundida para a agua em um tempo a partir do qual ndo

houve mais variacdo detectavel de concentracao.

O valor da difusividade foi determinado por meio do ajuste dos dados

experimentais a Equacéo [3.6], durante o periodo de tempo total de 4855 s.

M 8 w— 1 2 %D, )
m[ﬁim"—mnz—z eXp{M[ZﬁT’]) “i':éwti:i [36]

Onde;

L € a media entre a espessura inicial e final do filme
3.2.8. Permeabilidade do sorbato de potassio

Para a determinagdo da permeabilidade do sorbato de potassio, foi

utilizada a célula de diafragma de vidro sinterizado (Cussler, 1997) adaptada para
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medir a permeabilidade através do filme de alginato de calcio (Zhang e Franco,
1999).

A célula (Figuras 3.12 a) e b)) foi construida em acrilico, com duas
camaras cilindricas (capacidade de aproximadamente 111 mL e dimenses: 5,4
cm de diametro interno e 5,0 cm de comprimento), justapostas horizontalmente
mantendo-se o filme de alginato de calcio hermeticamente selado entre elas. O
liquido & continuamente agitado através da rotacdo da célula, utilizando-se o
sistema da Figura 3.12 ¢), com possibilidade de amostragem durante ¢ periodo de
ensaio.

(a) (b) (¢)

Figuras 3.12. a), b) e ¢) Célula de difusdo (a) e (b) e sistema de agitacéo (c)

Os ensaios para a determinagdo da permeabilidade foram realizados a
temperatura ambiente. Um compartimento da célula continha agua destilada e o
outro compartimento, solu¢do de sorbato de potassic a concentracdo de 150 mg/L,
g de sorbato/g de alginato.

Foram retiradas amostras de 1 mbL dos dois compartimentos, em
intervalos de 24 h, durante 7 dias. A variagdo de concentracéo foi correlacionada
com o tempo e volume das camaras, fornecendo a permeabilidade, segundo a

Equagdo [3.7], onde o indice “y" significa condigbes iniciais (Cussler, 1997).

cacp | P11 [3.7]
ir{c,oo——cfgo}— LA(VAthB}(t—tO)
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Onde:

¢ € a concentracédo do soluto nas camaras A e B, mg/L

P & a permeabilidade do filme, cm?/s

L & a espessura final media do filme, cm

A & a area onde ocorre a difusdo, cm?

VA e VB sdo os volumes de liquido nas camaras A e B, cm®
téotempo, s

A permeabilidade é calculada apds uma linearizagdo da Equacéo [3.7],
elevando-se em conta a diminuigdo de Va e de Vg apds cada amostragem.

Para a obtengdo da espessura final média de cada filme, foram feitas dez
medidas aleatérias ao final de 7 dias de ensaio de permeabilidade, apds a
secagem do excesso de agua sobre o fime.

3.2.9. Concentragio de sorbato

Para a determinagédo da concentragao de sorbato de potassio foi utilizado
um espectrofotdmertro (HP, modelo 8453, EUA), equipado com controlador de
temperatura HP 89090A e software UV-Visible ChemStation. Foi obtida uma curva
de calibragdo utilizando padrdes de concentragdo de sorbato de potassio (os
valores e a curva estdo apresentados no Anexo C). Foi considerada a faixa onde a
Lei de Beer é aplicavel, ou seja, faixa em que a concentracdo é diretamente
proporcional a absorbéncia. A partir da obtencdo da curva de calibracédo, é
possivel determinar as concentragfes obtidas nos ensaios de permeabilidade e
também as obtidas nos ensaios de liberacéo.

3.2.10. Microscopia Optica

O Microscopio optico utilizado pertence ao Laboratério de Uso Comum da
FEQ/UNICAMP, é da marca Cole Parmer, modelo Vernon Hills, USA, acoplado ao
computador , possibilita aumento de até 40x.

Os filmes foram armazenados em dessecador a iemperatura ambiente e
umidade relativa de 52%, por 7 dias antes das analises.
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3.2.11. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O estudo da micro-estrutura do biofilme foi feita por meio da microscopia
eletrénica de varredura.

Por meio desta técnica € possivel obter informacdes sobre a superficie
dos biofilmes e também da qualidade da emuisédo no interior do filme (microscopia
apods crio-fratura da amostra).

O Microscépio utilizado pertence ao Laboratdrio de Recursos Analiticos e
de Calibracao da FEQ/UNICAMP, é da marca LEO, modelo LEQ440i.

Os filmes foram armazenados em dessecador a vacuo e temperatura
ambiente, com umidade relativa de 0% durante pelo 0 menos 7 dias apds os guais
foram fraturados. Foram realizadas observacbes na superficie dos filmes e

também em seu interior (apds a fratura dos mesmos).

As amostras foram fixadas em supories (stubs) de aluminio, com fita

condutiva de cobre. Apds este periodo, as amostras foram recobertas com ouro a

25°C por 180s, no equipamento metalizador da marca POLARON, modelo
SC7620 sputter coater.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao do alginato

A espectroscopla de ressonancia magnética nuclear de proton 500 MHz,
foi realizada no Laboratério de Quimica Analitica, do Instituto de Quimica /
UNICAMP, usando o NMP Inova — 500, para a caracteriza¢ao de alginato de sodio
(Synth). A dissolucao da amostra foi feita em agua deuterada (para evitar os
tracos de cations bivalentes provenientes da interagdo com o acido gulurdnico) e
as condicdes de analise estao descritas nos espectros que seguem. Os resultados
obtidos est&o apresentados no anexo E, na Tabela E.1 e nas Figuras 4.1 (a), (b), e

(c).
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Figura 4.1. (a) Espectro 'H- n.m.r de aiginato de sédio no intervalo total (de 16 até

~8 ppm).
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Figura 4.1. (b) Espectro 'H- n.m.r de alginato de sédio no intervalo de 5,5 até 1
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Figura 4.1. (¢) Espectro 'H- n.m.r de alginato de sédio no intervalo de 5,2 até 3,2
ppm.
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A interpretacgdo dos espectros avaliando os picos obtidos para a regiao
compreendida entre 5,05 e 4,45, mostrou o maior pico em 4,62 ppm com maior
fracao de blocos M, conforme Figuras 4.1 b) e ¢). A alga Laminaria Hyperborea €
caracterizada pela predominancia de G (0,70) e a Macrocystys Pyrifera por blocos
M (0,62). Portanto, a amostra de alginato analisada € da alga Macroscystys
Pyrifera apresentando M (0,58) e G (0,42).

Os valores das fragbes Fg, Fos, Fu. Fom, Fuv € Fus apresentados na

Tabela 4.1 foram calculados a partir das Equagdes [2.10] a [2.14].

Tabela 4.1. Espectro de 'H- n.m.r do alginato de sédio

Fracbes e composicao

F Fe Fam Fuc Faom Feo

0,58 0,42 0,67 0,02 0,02 0,40

Fem=Fwme (cadeias longas com dp > 20)

Uma comparag¢ao com os valores das fragcdes equivalentes do alginato de
sédio de baixa viscosidade da Sigma apresentados na Tabela 2.4, indica uma
semelhanca que permite confirmar que o produto utilizado nessa pesquisa &

proveniente da alga Macrocystis Pyrifera.

4.2. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares visavam estabelecer a metodologia de fabricagéo
de um filme homogéneo (transparente) e um filme emulsionado contendo lipidios,
para entao, no decofrer da pesquisa, poder-se caracterizar € comparar esses dois
filmes com o fime sem lipidio, com relacdo a PVA e liberacdo de agentes

antimicadticos.

Os filmes de alginato de calcio simples (Filme A) foram preparados
conforme metodologia ja desenvolvida (ZACTITI, 2004). A familiarizagdo com a

técnica de confecgao dos filmes sem lipidios foi rapida.
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Os valores de PVA, resisiéncia mecénica e solubilidade em agua dos
fiimes obtidos esta apresentado na Tabela 4.2. Nesta mesma Tabela 4.2, estéo
apresentados os resultados obtidos para os filmes confeccionados com alginato
fornecido pela SIGMA (Zactiti, 2004).

Tabela 4.2, Resultados de permeabilidade, resisténcia a tragao, elongacéo
e solubilidade dos filmes sem acido caprilico

Ensaios Neste trabalho Zactiti (2004)
Permeabilidade 11,50 £ 0,62 11,18 £ 0,21
g.mm/KPa.dia.m? g.mm/KPa.dia.m?
Resisténcia a tracéo 103,46 + 9,91 MPa 85,67 + 7,75 MPa
Elongacao 4,44 + 0,50% 408 +£0,76%
Solubilidade 433 +0,10% 474 +0,87%

Uma comparac¢ao entre os valores obtidos nas duas pesquisas indica que
ndo existe diferenca significativa entre os mesmos e que as duas fontes de

alginato tem um potencial de estruturacdo equivalente.

As dificuldades comecaram a surgir quando os acidos graxos foram

incorporados ao processo (Filmes B —1).

Inicialmente foram realizados varios ensaios visando a incorporagao de
lipidios (acido estearico, acido palmitico e blenda dos acidos) com diferentes
formulagbes e envolvendo a confeccao de filme. Além das diversas concentracdes
de plastificante, lipidios e alginato testadas, também foi avaliada a influéncia do
modo de incorporacac dos lipidios na mistura, para a obtencédo de um filme de
alginato de boa aparéncia e com baixa PVA. Primeiramente, adicionou-se o acido
graxo (acidos palmitico ou estearico) diretamente a solugdo de alginato e
plastificante e a 70°C, sob agitacdo continua, mas as duas fases permaneciam
imisciveis. Foram entdo avaliadas duas outras formas de adicdo do lipidio a

solucao filmogénica. Na primeira delas, foi preparada a Solucao A (lipidio e agua
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destilada a 70°C) a ser adicionada a Soluc@o B (alginato, agua destilada a 70°C e

plastificante). Na segunda forma, a Solucéo B foi adicionada a Solugéo A.

Porém, as tentativas de usar os acidos palmitico e estearico para a
obtencao de um filme de alginato composto de boa qualidade foram infrutiferas,
pois ndo se dispunha de equipamento adequado para garantir a formacao de
emulsdes. Os fiimes nao tinham boa aparéncia com visivel formacao de duas
fases com exsudacio de aspecto oleoso. Esse mesmo problema foi encontrado

trabalhando com metilcelulose e parafinas (Debeaufort, Voilley, 1995).

Apesar desse inconveniente, a PVA dos filmes com 15% de blenda de
acido estearico e palmitico, com espessura constante (0,089-0,1 mm), apresentou
valores baixos (4,45 g.mm/KPa.dia.m?). Valores de PVA das outras composicdes
estac apresentados no Anexo A.

A microscopia 6ptica comprovou a heterogeneidade da emulsdo (grande
dispersdo de tamanho de gotas da fase lipidica, e formagdo de agregados
iregularmente dispersos). Considerando que a ofimizacdo do processo de
fabricacdo destes filmes emulsionados exigiria, além de um homogeneizador mais
potente, um estudo detalhado de emulsificantes e temperaturas de operacao,

optou-se por limitar a pesquisa na comparacao de filmes transparentes, com e
sem lipidios.

Baseando-se no estudo de Pommet et al. (2003), foram ensaiados 0s
acidos graxos de cadeia carbbnica de menor tamanho, a saber, 0 acido butirico
(C4), o acido caproico (C8) e o acido caprilico (C8). Os ensaios preliminares com
estes acidos menores, produziu filmes de boa aparéncia, porém com um aumento
da PVA (18,24 g.mm/KPa.dia.m?) mantida a espessura constante. Os valores de
PVA também constam no Anexo A.

Foram enido, realizados ensaios com a triacetina, para auxiliar na
emulsificacao. A a¢do emulsificante contribuiu para uma reducéo da PVA do filme
e também da solubilidade em agua. A adicao da triacetina, porém, resuitou num
aumento da opacidade (emulsificacio) dos filmes (analise visual) e diminuicao da

tensao de ruptura do filme com a adicéo do acido graxo.
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Esse resultado indica que, dentro dos limites de concentracdo, o acido
caprilico sozinho tem uma compatibilidade adequada com o alginato, e se mantem
solubilizado na fase aquosa. A acao emulsificante da triacetina reduz o nivel de
energia livre para a formacgédo de uma segunda fase, e a emulsac formada (ver
Figura 4.7). Valores de PVA e de resisténcia mecanica estdo apresentados no
Anexo A.

Com os conhecimentos adquiridos, decidiu-se concentrar a pesquisa no
acido caprilico (C8), pois os acidos butirico e capréico eram de dificil manuseio, e
exalando forte cheiro (odor rancoso), e partir desta etapa da pesquisa, realizar a
homogeneizacao da Solugdo B com o homogeneizador TURRAX (Filmes D-I).
Também foi avaliada a possibilidade de utilizar a triacetina visando uma melhor
incorporacao do lipidio.

Ao estudar filmes de alginato, foi observado que os filmes preparados com
sorbitol apresentaram menor permeabilidade ao vapor de &gua do que os
preparados com glicerol (Parris ef al., 1995). Decidiu-se, entdo, investigar a
possibilidade de utilizar o sorbitol como plastificante, visando obter um filme de
alginato com lipidios que apresentasse baixa permeabilidade ao vapor de agua,
sem comprometimento da aparéncia, da resisténcia mecanica e da solubilidade

em agua (Filmes F-1).

A homogeneidade do filme produzido com sorbitol e acido caprilico foi
confirmada com a microscopia 6ptica e depois por meio da microscopia eletrénica

de varredura da superficie e também do interior do filme (fratura do filme).

A possibilidade de substituir o glicerol pelo sorbitol como plastificante, foi
descartada com bastante criterio, depois de confirmada a sua atuacéo positiva na
propriedade de barreira ao vapor d'agua. Este comportamento & esperado ja que
a temperatura de fransicdo vitrea do sorbitol € -2°C e a do glicerol é de 32°C. A
solubilidade em agua dos filmes formulados com sorbitol, entretanto, aumentou
consideravelmente quando comparados aos filmes preparados com glicerol nas
mesmas condicdes (de 4% para 13%), mesmo nos ensaios com o sorbitol

combinado com © glicerol.
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A utilizacdo de glicerol como plastificante se mostrou vantajosa, porgue,
em menor conceniracdo, resuita em um filme com caracteristicas similares ao
filme produzido com sorbitol, perém sem o comprometimento da solubilidade do
filme em agua. Para produzir biofilmes de alginato de adequada resisténcia
mecanica utilizando o sorbitol como plastificante, seria recomendavel uma
concentragdo maior do que 0,9% enquanto que com o glicerol o teor minimo foi
de 0,4%. O valor da concentracdo de agente de reticulacdo também deve ser

maior do que 2% para nao afetar a solubilidade do fiime em agua.

Assim, definida a forma mais adequada de incorporagao do acido caprilico
ao filme de alginato de calcio, através da sua homogeneizacdo em solugdo a 70°C
e utilizando-se o glicerol como plastificante, foram realizados os ensaios para
avaliar o teor maximo possivel de lipidio a ser adicionado ao filme. A concentracao
maxima possivel de acido caprilico adicionada a solugao filmogénica para produzir
filmes com boa aparéncia e com reducao de PVA, sem alterar sidnificamente a

resisténcia mecanica dos mesmos foi de 10% em relacdo a massa de alginato.

O filme de alginato de melhor aparéncia visual e manuseabilidade foi ©
formulado com o teor de 5% de &cido caprilico. O filme com 10% de acido

caprilico mostrou maior protecéo contra a transferéncia de umidade.

As trés composicdes béasicas de solugéo filmogénica para a confecgdo dos
filmes avaliados neste estudo estdo apresentadas na Tabela 4.3.

O filme obtido no 1°estagio foi reticulado com uma solugéo 2% de CaCl.
Os filmes com 20% de acido caprilico (denominados Fiimes 20%) mostraram-se
emulsionados. Comportamento semelhante foi observado que em filmes de
gelana, ao observar um aumento na opacidade dos filmes de gelana proporcional
a concentracao de acidos graxos (YANG e PAULSON, 2000b). Aiguns resultados

obtidos com Filme 20% também sao apresentados, para efeito de comparacgao.
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Tabela 4.3. Composi¢cdes basicas da solugdo fimogénica para a confeccao dos

filmes avaliados neste estudo

Solugao A Solucéo B
Filme Alginato de CaCl; Glicerol Acido caprilico
sadio (%)’ (%) (%)? (%)*
Padrao 1,5 2 60 0
Filme 5% 1.5 2 60 5
Filme 10% 1,5 2 60 10

' % em relagao a solucao A

2 % em relacso a solugao B

4.3. CARACTERIZACAQ DOS FILMES

4.3.1. Microscopia Optica

4.3.1.1. Microscopia 6éptica de filmes de alginato utilizando glicerol

Foram obtidas imagens fotograficas através do Microscopio (Cole Parmer,

modelo Vernon Hills, USA), com ampliagcdo maxima de 40X, para facilitar a

selecdo preliminar de filmes. Foram avaliadas a superficie dos filmes de alginato

de calcio e glicerol simples (sem a incorporacdo de lipidios) e a superficie dos

filmes de alginato de calcio e glicerol emulsificados (incorporados com &cido

estearico e palmitico na concentragao de 10%)}.

Inicialmente foi avaliada a superficie do filme de alginato simples e a

imagem fotografica esta apresentada na Figura 4.2. Observa-se que a superficie

do filme é homogénea.
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Figura 4.2. Filme de alginato e glicerol simples (sem lipidios)

Micrografias da superficie de filmes de alginato emuisificados de &acidos
estearico e palmitico, estdo apresentados nas Figuras 4.3 e 4.4 respectivamente.

Figura 4.3. Filme de alginato, glicerol e acido estearico (10% em rela¢do ao
alginato)
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Figura 4.4. Filme de alginato, glicerol e acido paimitico (10% em relacao ao
alginato)

As superficies dos filmes de alginato compostos com acidos palmitico e
estearico apresentam glébulos de lipidios em destaque. Esses gldbulos fem
diametros variaveis, alguns deles estao isolados, mas a maioria forma agregados
irregulares. A distribuicdo dos glébulos de acido palmitico aparenta ser mais
uniforme do que a do acido estearico. Fotografia obtida de filmes de alginato
formulados com 10% de acido caprilico, pode ser visualizado nas Figura 4.5.

Figura 4.5. Filme de alginato e glicerol com acido caprilico (10% em relagao ao
alginato)
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Confirmando a prévia analise visual, o fiime mostra-se praticamente
homogénec e portanio com boa incorporagdo dos lipidios na matriz. As
microfotografias de filmes com 5% de acido caprilico ndc apresentaram
heterogeneidades.

4.3.1.2. Microscopia optica de filmes de alginato utilizando sorbitol

Os filmes de alginato simples (sem lipidios) e filmes com acido caprilico,
utilizando sorbitol como plastificante, também foram avaliados preliminarmente por
meio da microscopia 6ptica. O filme de alginato e sorbitol simples (sem a adigéo
de lipidio) pode ser visualizado na Figura 4.6 e assim como os de glicerol (Fig.4.2)
indicam uma perfeita uniformizagao dos compostos.

Figura 4.8. Filme de alginato e sorbitol simples (sem lipidio)
O filme de alginato e sorbitol emulsificado com acido capriiico e triacetina
pode ser visualizado na Figura 4.7. O resultado contrasta com o equivalente que

usa glicerol (Fig.4.6}, pois a triacetina, um tensoativo de baixa atividade, consegue
emulsificar o sistema.
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Figura 4.7. Filme de alginato emulsificado e sorbitol com acido caprilico e

triacetina
4.3.1.3 Microscopia optica de filmes de alginato utilizando glicerol e sorbitol

Os filmes de alginato simples e emulsificados com écido caprilico e
triacetina, utilizando sorbitol e glicerol como plastificantes, nas concentra¢des de
60% e 10% respectivamente, podem ser visualizados na Figura 4.8. Observa-se

gue a presenga de glicerol amenizou o volume de formacgéo de uma fase lipidica.

Figura 4.8. Filme de alginato, sorbitol e glicerol emulsificado com acido caprilico e
triacetina
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4.3.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

4.3.2.1. Microscopia eletronica de varredura para filmes de alginato com

glicerol

A microscopia eletronica de varredura, tanio da superficie como de crio-
fraturas, foi utilizada para auxiliar a interpretar a estrutura do filme. A superficie do
lado do filme que ndo esteve em contato com a placa durante o processo de
secagem era examinado, pois ha uma tendéncia de o mesmo se apresentar mais
heterogéneo pela presenca de lipidios, menos densos que tendem a migrar para a

parte superior (Kamper e Fennema, 1984).

As Figuras 4.9 e 4.10 apresentam micrografias eletrénicas de filmes
confeccionados sem lipidios. Observa-se que a estrutura é perfeitamente
homogénea. A superficie apresenta-se com pequenas irregularidades (Fig.4.9) e o

interior € uniformemente estriado. (Fig.4.10).

Micrografias de filmes com contetldo crescente de acido caprilico estéo
apresentadas nas Figuras 4.12 a 4.16. As micrografias mostram a presenca de
giébulos de acido caprilico concentrados na superficie superior do filme, mas uma
estrutura interna (corte) estriada, semelhante a do filme sem lipidio (Figura 4.10).
Se os diferentes graus de ampliagao forem considerados, pode-se concluir que, o
numero e tamanho dos globulos tende a aumentar com o nimero da quantidade
de lipidio adicionado (a excecéo da grande deformidade captada na Figura 4.14).
Os Filmes 20% (Figura 4.15 e Figura 4.16 ) deixam evidente a presenca de uma
camada de glébulos junto & superficie superior que justificam o descarte deste tipo
de filme. Outro detalhe que deve ser considerado, é que nos filmes com glicerol a
fase lipidica promove uma depressdo na supefficie, e o gloébulo fica,
preferencialmente, ocluido dentro do mesmo.

Infelizmente, as micrografias dos filmes de 5% e de 10% de acido
caprilico ndo confirmam o excelente aspecto visual do filme, feito a olho nd, e ndo
se pode descartar a existéncia de alguns gldbulos de lipidios gue migram para a
superficie superior.



Capitulo 4 --Resultados e Discussiio 71

W~ 20 s 1300t 2884
a% do gardora Dotesior- 3E1

W~ Jomm

% do gordqura -

Figura 4.10. Crio-fratura do filme de alginato com glicerol (2000X)
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UZ de pordurd

Figura 4.11. Superficie do filme de alginato com glicerol e acido caprilico
(Filme 5%) (1000X)
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Figura 4.12. Crio-fratura do filme de alginato com glicerol e acido caprilico
(Filme 5%) (5000X)
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Figura 4.13. Superficie do filme de alginato com glicerol e acido caprilico
(Filme 10%) (2000X)
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Figura 4.14. Crio-fratura do filme de alginato com glicerol e acido caprilico

(Filme 10%) (2000X)
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gorddaca

Figura 4.15. Superficie do filme de alginato com glicerol e acido caprilico

(Filme 20%) (3000X)
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Figura 4.16. Crio-fratura do filme de alginato com glicerol e acido caprilico

(Filme 20%) (3000X)
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4.3.2.2. Filmes de alginato com sorbitol

Micrografia eletrénica do filme de alginato sem lipidios esta apresentada
na Figura 4.17. Micrografia do filme composto utilizando o sorbitol e o glicerol
estdo nas Figuras 4.18 e 4.20. Uma comparacdo com as micrografias de filmes

feitos com glicerol € dificultada devido aos diferentes graus de ampliacao.

As micrografias de filmes com &cido caprilico estdo nas Figuras 4.18 a
421, Com excecdo de situacdes pontuais, os filmes com sorbitol tendem a
apresentar uma conformacao semelhante aos filmes com glicerol. Uma grande
diferenca, entretanto, diz respeito ao posicionamento dos gldbulos de lipidio, pois
nos filmes com sorbitol, esses gidbulos tendem a emergir da matriz polimérica,
formando esferas que permanecem em contato com a superficie do filme (ver
Fig.4.19). Essa observacdo confirma a constatacao de que filmes com sorbitol
tendem a conferir uma sensacao tactil oleosa.

EHI- .88 kY

ixHpm

Figura 4.17. Superficie do filme de alginato e sorbitol (80%) (1000X)
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Figura 4.18. Superficie do filme de alginato e sorbitol (30%]), glicerol (30%) e acido
caprilico (Filme 10%) (1000X)

Baoc

Figura 4.19. Crio-fratura do filme de alginato e sorbitol (30%), glicerof (30%) e
acido caprilico (Filme 10%) (3000X}
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Figura 4.20. Superficie do filme de alginato e sorbitol (20%}), glicerol (40%) e acido
caprilico (Filme 10%) (1000X)

Figura 4.21. Crio-fratura do filme de alginato e sorbitol (20%), glicerol (40%) e
acido caprilico (Filme 10%) (3000X)
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4.3.3. Espessura versus densidade de matéria seca {(da solucio)

Para os filmes produzidos sem os acidos graxos foi fixada massa
constante de solugdo filmogénica de alginato sobre as placas (100g) para
posterior secagem e obtencdo de um espessura de 0,095 0,021 mm, conforme
Zactiti (2004).

Para os filmes produzidos com os acidos graxos, houve grande variacdo
da espessura guando foi fixada uma massa constante de solugao para secagem.
Os filmes produzidos iniciaimente com os acidos graxos de cadeia carbdnica
maiores que oito carbonos (acido estearico, paimitico € a blenda dos dois acidos)
apresentaram-se espessos e volumosos. Comportamento semelhante foi
observado por Fakhouri (2002) relatando que a adigdo de acidos graxos aos filmes

de gelatina e triacetina causou um aumento na espessura (0,019 para 0,068 mm).

Ja para os filmes produzidos com os acidos graxos de cadeia carbdnica
menor que dez carbonos (acido caprilico (C8), acido caprdico (C6) e acido butirico
(C4) a diferenga foi menos significativa, porém os filmes apresentaram-se mais
finos ao invés de tornarem-se mais volumosocs. Esse adensamento do fiilme pode

promover uma diminui¢ao da difusividade de agentes ativos.

4.3.4. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A Tabela 4.5. apresenta a media dos valores de permeabilidade ao vapor

de agua obtidos com ensaios conforme descrito na Secgéo 3.2.3.

Os filmes foram formulados e confeccionados conforme fluxograma
apresentado na Figura 3.12. A Tabela 4.5 apresenta a espessura média de cada
filme e os valores de PVA obtidos.
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Tabela 4.5: Espessura, PVA e umidade de filmes de alginato com acido caprilico

Concerirgfgige acido Espessura, PVA, o Umidade,
% ’ mm g.mm/KPa.dia.m %
0 0.089+0,001 11,50+ 0,62 ° 20,13 £0,01 4
5 0,088+0,006 10,58 +0,52* 22,962 0,02"
10 0,0940,008 8,87+ 0,48 ° 18,73+ 0,02 *

Nota: letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas
através do tesie TUKEY.

A adicao de acido caprilico ao filme de alginato causou uma pequena
diminuicdo na permeabilidade ao vapor d'agua, sem entretanto definir uma
tendéncia significativa em relacgdo ao aumenio da concentracdo do lipidio.

Filmes com teores de acido caprilico de 15% e 20% também foram
avaliados, porém, acima de 10% ocorreu exsudacéo lipidica da matriz do filme. Foi
avaliado o efeito de acidos graxos na permeabilidade ao vapor de agua de filmes

emulsionados de gelana e obtiveram resultados similares (Yang e Paulson, 2000).

A diminuicdo da permeabilidade ao vapor d'agua pode ser atribuida ao
aumento do grau de hidrofobicidade da matriz gue incorporou o acido caprilico, e
gue promoveu menor solubilizacdo (absor¢do) de umidade no mesmo, como pode

ser confirmado pelo grau de intumescimento (ver Secgao 4.3.8).

4.3.5. Resisténcia Mecanica

Os resultados da tens&o de ruptura nos ensaios com filmes de alginato

contendo acido caprilico estao apresentados na Tabela 4.6.

Com a adicao de lipidio aos filmes, foram observadas modificagdes nas
propriedades mecéanicas dos mesmos. A tensao de ruptura dos filmes diminuiu
proporcionaimente ao aumento da concentracao de lipidio. Esse comportamento é

tipico de filmes emulsionados. No trabalho realizado por Debeaufot ef al., (1995),
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por exemplo, € afirmado que a adigéo de lipidios ao filmes de polissacarideos é
necessaria para melhorar a propriedade de barreira ao vapor de agua, mas resulta
na diminuicdo das propriedades mecénicas do filme. Yang e Paulson, (2000),
estudando filmes de gelana emuisionados (blenda de acido esteéarico-palmitico)
também encontraram valores mais baixos de tensdao na ruptura quando

comparados aos filmes de gelana simples (sem lipidios).

Tabela 4.6.: Tensao na ruptura de filmes de alginato com acido caprilico

Concentracfio de 4cido caprilico, Tens&o na ruptura,
% MPa
0 103,46 9,91 °
5 65,26+ 10,11 °
10 4408+ 11,84°

Nota: letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias
obtidas através do teste TUKEY.

A porcentagem de elongagido média obtida para os filmes incorporados
com acido caprilico foi menor do que para os filmes de alginato simples conforme

pode ser visto na Tabela 4.7.

Tabela 4.7.: Elongacéo na ruptura de filmes de alginato com acido caprilico

Concentracio de acido
- Elongacio, %
caprilico, %

0 4.44+050°
3 2,1540,71°
10 1,79+ 0,73 °

Nota: letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através
do teste TUKEY.
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Essa tendéncia também foi encontrada em filmes emulsionados, Péroval
(2002) estudando o efeito da incorporagdo de lipidios e éster de sacarose
contendo um emulsificante em filmes de arabinoxilanas argumentaram que nao foi
formado um filme com uma matriz continua e coesa, resultando em menores
valores de elongacao na ruptura destes filmes comparados aos filmes sem a

adicdo de lipidios.

Bertran (2003) estudando filmes contendo gelatina, triacetina, blenda
acido-estearico-palmitico e acido laurico, cobservou que a adicdo crescente de
acido laurico diminuiu de maneira significativa a resisténcia a tragdo, mas

aumentou a elongacao na ruptura destes filmes compostos.

Esse efeito no comportamento mecanico do filme com a adicao de acido
caprilico ndo era esperado. A perspectiva era que o filme homogéneo mantivesse
uma resisténcia mecanica proxima a de um filme sem lipidio, ou entéo, gue o
acido caprilico funcionasse como plastificante, aumentando a elongacéoc até a
ruptura e diminuisse a coesividade da matriz polimérica. Aparentemente o efeito
plastificante do acido caprilico esta restrito ao gliten de trigo pelo qual tem grande
afinidade (Pommet ef al, 2003). Gontard et al. (1992) obtiveram resuitado
semethante em filmes transparentes de gliten e monogliceridios acetilados. Eles
atribuiram esse comportamento ao fato dos monogliceridios enfraquecerem as

forcas intramoleculares, mas produzirem uma rede mais compacta.

4.3.6. Solubilidade

A solubilidade de filmes de alginato de calcio simples e compostos
(contendo lipidio) foi determinada e os resultados representativos estéo

apresentados na Tabela 4.8,

Observa-se que os valores de solubilidade obtidos para os filmes de
alginato de calcio (maximo de 6%) apresentaram-se baixos em comparacdo com
outros trabalhos realizados com biofiimes. Turhan ef al.,, 2004, argumentam que a
baixa solubilidade de fiimes de metilcelulose (de 10 a 20%) indica a existéncia de
alta coesividade da matriz polimérica através das fortes ligacbes entre as cadeias

poliméricas. Um possivel aumento do grau de solubilizagdo, seria devido a
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desestabilizacdo da matriz com a adicao de substéncia(s) e consequente
exposicdo de compostos hidrofilicos. Resultados encontrados por Bertan (2003)
para biofilmes de gelatina emulsionados refletem maior solubilizacao (dispersao)

destes filmes na presenca de agua.

A Tabela 4.8 apresenta as variagfes ocorridas nos valores de solubilidade

dos filmes de alginato ac adicicionar acido caprilico a solugao filmogénica.

Tabela 4.8: Solubilidade de filmes de alginato com acido caprilico

Concentrac;’a_o de 4cido Solubilidade. Umidade,
caprilico, o/ Yo
% O
0 4,33 +0,01° 20,81+0,01°
3 5,28+ 0,03 20,16 + 0,01 *
10 5,99 % 0,01 19,65 = 0,02 ®

Nota: letras iguais representam que n&o ha diferenca significativa (p<0,05) enire as médias obtidas
através do teste TUKEY,

4.3.7. Grau de intumescimento

Foram realizados ensaios de intumescimento nos filmes produzidos com
diferentes concentracdes de acido caprilico e os resultados estdo apresentados na
Figura 4.22.

80 -
BT
5 40 -;‘A‘AAA A A A
20 -
0 : :
0 10 20 30 40

Tempo, min
Figura 4.22. Intumescimento de filmes de alginato de calcic com acido

caprilico: ¢ 0% de lipidio; m 5% de lipidio; A 10% de lipidio.
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O grau de infumescimento observado € menor para os filmes de alginato
de calcio com lipidios. E possivel observar que a concentracdo de lipidios teve
grande influéncia no intumescimento dos filmes, embora o equilibrio tenha sido
atingido praticamente ao mesmo tempo em todas as situacdes estudadas (
aproximadamente 5 min). Esses resultados podem ser melhor visualizados nas
Tabelas C1 e C2. do Anexo C. Os filmes mantiveram sua integridade fisica e
aparente, apds 0 ensaio.

A avaliagdo do grau de intumescimento & essencial também para a
determinacdo da espessura que sera utilizada nos cailculos do coeficiente de

difusao.

A diminui¢ado do intumescimento é consequéncia da maior hidrofobicidade
de filmes com &acido caprilico, mas também pode indicar uma maior compactagao
da matriz polimérica.

4.3.8. Ensaios de liberagdo de sorbato de potassio

4.3.8.1. Filmes ativos contendo lipidios e sorbato de potassio
Fiimes ativos foram fabricados conforme descrito na Sec¢do 3.2.1.3.

A determinacéo da concentragido de sorbato a ser adicionada na solucdo
filmogénica foi feita por meio de ensaios preliminares que permitiram estabelecer a
concentragdo maxima possivel incorporavel pelo filme. Acima de 1000 mg/L, os

filmes com lipidios apresentaram-se opacos € esbranquicados.

Para os ensaios de liberagao, os filmes foram cortados em amosiras de 4

X 4 cm e imersos em agua por um tempo pré-determinado, conforme descrito na
Seccao 3.2.7.

4.3.8.2, Ensaios de liberagido — Tempos curtos

Considerando o modelo da Lei de Poténcia descrita pela Equacéo [2.4], o

expoente difusional n foi calculado a partir do coeficiente angular das retas obtidas
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plotando-se In{ M/M.,) versus In(t), enquanto a constante difusional foi calculada a

partir do coeficiente linear.

Na Figura 4.23 sdo apresentadas as linearizacbes para as trés situacdes
estudadas. M,. foi obtido pela soma da massa de sorbato liberada apos 1 hora de

contato com a agua.

Ln{M+/M..)
o

0 1 2 3 4
In{t)

Figura 4.23. In{Mt/M==) vs In(t) para os filmes ativos contendo acido caprilico: #0%
w 5% ; A10%.

Os valores do expoente difusional, da constante difusional e do
coeficiente de correlagdo encontrados séo apresentados na Tabela 4.9. Verifica-se
que o parametro n encontra-se entre 0,5 e 1,0, indicando um comportamento nao-
Fickiano.

Tabela 4.9. Expoente difusional (n), constante difusional (k), e coeficiente de

correlacao (R?) da liberacédo de sorbato em filme de alginato

Filme Ativo n kx10% s R?
0% de acido capriiico 0,9081 42604 0,9850
5% de acido caprilico 0,6603 7,3733 0,9998
10% de acido caprilico 0,6822 6,0391 0,9995
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O desvio em relacdo ao comportamento Fickiano, isto € n=0,5, indica que
a relaxacac do polimero € preponderanie e podera afetar a liberagao de sorbato
de potassio dos filmes nos primeiros instantes do processo. Como a reticulacao do
filme (2°estagio) foi feita com solucao 2% de CaCl;, o valor do expoente difusional
de 0,908 esta coerente com uma extrapolacio dos valores de n obtidos por Zactiti

(2004), para filmes de maior estruturacao.

O valor do expoente difusional dos filmes com acido caprilico &€ mais
proximo de 0,5, indicando um comportamento quase Fickiano. Essa conclusao é
corrcborada pelos resultados de grau de intumescimento, que foram
consideravelmente menores para filmes emulsificados, indicando menor relaxagéo
da matriz polimérica e, portanto, menor efeilo dessa desestruturacdo na
difusividade.

A fim de poder comparar os valores de difusividade obtidos nos ensaios
de libera¢ao até o equilibrio, com a difusividade efetiva de sorbato nos instantes
iniciais de liberacao, adequou-se os dados obtidos nos ensaios ao modelo de
difusdo em sdlidos semi-infinitos (tempos curtos). Neste caso, a liberacdo segue a
cinética de ordem 2, e os valores obtidos para a fracao de massa liberada deve

exibir ajuste linear em fungao de raiz quadrada de {.

A Figura 4.24 apresenta o grafico obtido para as irés situacdes estudadas
e na Tabela 4.10 sdo mostrados os parametros obtidos apos o ajuste linear dos

pontos experimentais.

12 -

1-
0.8 -
0,6 -
0.4 -
0,2 -

0

Mt/Meoo

0 2 4 6 8
raiz quadrada de t

Figura 4.24. Ajuste ao Modelo de Sdélidos Semi-infinitos para filme ativo contendo
acido caprilico: 0% ; m 5% ; A10%.
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Tabela 4.10. Coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e coeficiente de
correlagao (Rz) obtidos a partir dos ensaios em tempo curto realizados para o filme

ativo contendo acido caprilico

Filme Ativo a b R?
0% de acido caprilico 0,1861 -0,2255 0,9969
5% de acido caprilico 0,1532 -0,1418 0,9968
10% de acido caprilico 0,1289 -0,1145 0,9989

Os resultados apresentados indicam um bom coeficiente de correlagdo.
Segundo o modelo (Equagao 2.8), o coeficiente linear deveria ser zero. Os valores
encontrados indicam uma diferenga no tempo e isso pode ser justificado pela
propria dificuldade na realizagé@o do experimento, que mantém uma camada Umida
sobre o filme, na transferéncia do mesmo de um copo para outro. Utilizando os
valores do coeficiente angular e conhecendo-se a espessura do filme pode-se
calcular a difusividade do sorbato no filme e a difusividade efetiva pode ser

calculada, assumida como constante.

A Tabela 4.11 apresenta os valores de espessura inicial e final do filme e
a espessura média do filme que foi usada nos calculos do coeficiente de difusao,

bem como a difusividade obtida em cada situacao.

Tabela 4.11. Espessuras inicial (Lj), final (L) e média (Ln) obtidos durante

os ensaios de liberacdo e coeficiente de difusdo (D) do agente através dos fiimes.

Filme Ativo Limm | Lymm |Lp,mm | Dx107, emis
0% de acido caprilico 0,062 0,110 0,086 5,02
5% de acido caprilico 0,061 0,095 0,078 2,38
10% de acido caprilico | 0,070 0,085 0,077 2,02
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Fazendo-se uma comparacéo entre os valores de difusividade obtidos,
observa-se gque ha uma tendéncia em diminuir a difusividade do sorbato de
potassio com o0 aumento da concentracéo de acidos graxos no filme ativo. O valor
da difusividade obtida para filmes sem acido caprilico esta coerente com os

valores encontrados por Zactiti (2004).

4.3.8.3. Liberacdo de sorbato até o equilibrio

O historico de liberagado de sorbato de potassio nas trés situagOes
estudadas, & mostrado na Figura 4.25. No Anexo D estao apresentadas as tabelas
contendo os dados de variagdo da massa de sorbato durante o periodo de tempo

do ensaio.
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Figura 4.25. Fracdo de sorbato liberada a partir de filme ativo contendo

acido caprilico: «0% ; m 5% ; 410%.

A curva de liberagao segue uma cinética de 1* Ordem com uma taxa
inicial extremamente alta. A Figura 4.25 indica que 95% da massa é transferida
nos primeiros 5 min isto €, ainda durante o periodo de intumescimento, podendo-
se concluir, portanto que o filme produzido tem baixo controle de liberacao. A
adicao de lipidios nos biofiimes ativos é interessante porque ha uma tendéncia em

aumentar a possibilidade de controlar tal liberacéo.

A Tabela 4.12 apresenta os valores da espessura média do filme que foi
usada nos calcuios do coeficiente de difusdo, bem como a difusividade obtida em

cada situagdo.
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Tabela 4.12. Espessuras final (L;) obtidos durante os ensaios de liberacdo e

coeficiente de difusdo (D) do agente atraves dos filmes.

Filme Ativo Ls, mm D x 107, cm?/s
0% de lipidio 0,110 4,91

5% de lipidio 0,095 2,74
10% de lipidio 0,085 2,19

Esses valores estdo em concordancia com valores obtidos por Zactiti
(2004), e apresentados na Tabela 2.4. A presenga do lipidio na matriz polimeérica

aparentemente promove uma compactacdo da estrutura, dificultando a mobilidade

do soluto.

4.3.9. Ensaios de permeabilidade

Os ensaios de permeabilidade foram realizados utilizando as células e o
sistema de agitacdo das mesmas, conforme as Figuras 3.14 a), b) e ¢). Em todos
os ensaios a Camara A continha inicialmente, 111 mL de uma solugdo de sorbato
de potassio de 150 mg/L e a Cdmara B, continha agua destilada. Com a finalidade
de avaliar o efeito da incorporagéo do sorbato de potassio na estrutura do filme,
durante sua confec¢do foram realizados dois tipos de ensaios a) Ensaios de
permeabilidade com filmes de alginato contendo lipidios (5% e 10%), b) Ensaios
de permeabilidade com filmes de alginato ativos contendo lipidios (5% e 10%).

A variacédo temporal da concentragao de sorbato de potassio nas camaras
A e B é& apresentada nas Figuras 4.26 e 4.27, correspondendo a filmes

confeccionados com 5% e 10% de acido caprilico, respectivamente.
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Figura 4.26. Variacdo da concentragao de sorbato de potassio nas Camaras A (e)

e B(m): Filme de alginato com 5% de acido caprilico sem sorbato.
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Figura 4.27. Variacdo da concentracaco de sorbato de potassio nas Camaras A (e)

e B(m). Filme de alginato com 10% de acido caprilico, sem sorbato.

A variacao da concentrac@o das Camaras A e B quando se usou filmes

contendo sorbato de potassio estéd apresentada nas Figuras 4.28 e 4.29. .
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Figura 4.28. Variacao da concentracdo de sorbato de potassio nas Camaras A (s)

e B(m) em funcdo do tempo: Filme de alginato com 5% de acido caprilico e com

sorhato.
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Figura 4.20. Variagdo da concentragao de sorbato de potassio nas Camaras A (s)

e B(m): Filme de alginato com 10% de acido caprilico, com sorbato.

Para o calculo do valor da permeabilidade a partir do coeficiente angular
das retas obtidas com a linearizacao dos valores experimentais, foi necessario
desconsiderar alguns pontos afim de se obter um adequado coeficiente de
correlacao linear (R?).
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Utilizando-se o coeficiente angular obtido a partir das linearizacdes,
juntamente com os valores de espessura final dos filmes e da area onde ocorre a
permeagao (22,90 cm?), foi possivel calcular a permeabilidade para as condigdes

estudadas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13. Permeabilidade ao sorbato de potassio, espessura final do
filme e coeficiente de correfagdo (R?) obtidos para filmes ativos e sem atividade

contendo acido caprilico (5% e 10%), com € sem sorbato de potassio.

Filme P x10", cm/s L: mm R2
Sem sorbato com 5% 1,81 0,396 0,9328
Sem sorbato com 10% 1,24 0,273 0,9515
Com sorbato com 5% 1,95 0,308 0,9011
Com sorbato com 10% 1,15 0,255 0,9564

Zactiti (2004), para filmes de alginato reticuiados com uma solugao de 2%
de CaCly (isto é, igual aos fiimes estudados neste trabalho) achou uma
permeabilidade de 2,45 x 107 cm?/s. Aumentando-se a concentracdo de &cido
caprilico nos filmes, a permeabilidade diminuju consideravelmente, como pode ser
verificado na Tabela 4.13. A presenca de lipidio na estrutura filmogénica faz com
que a permeacao do agente ativo seja mais lenta, provaveimente devido a uma
menor solubilidade de sorbato no filme. Esses resultados concordam com o fato
de que os filmes com maior teor de acido caprilico (10%) apresentam menor grau
de intumescimento, dificultando assim a permeac@o do solute através dos
mesmos.

A Tabela 4.13 indica ainda que a presenga de sorbato de potassio, que
segundo alguns autores pode ser considerado um plastificante (Zactiti, 2004), ndo

exerce influéncia significativa sobre a permeabilidade.



CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS

FUTUROS

Filmes de alginato de calcio contendo até 10% de acido caprilico { com
relaggdo a massa de alginato) séo fransparentes (ndo-emulsionados),
atraentes e de boa manuseabilidade

Filmes de alginato contendo acido caprilico s@o ligeiramente mais
sollveis em agua e tem resisténcia a tensdo de ruptura e elongacéo
sensivelmente diminuidas em relacdo aos filmes sem o lipidio

A adicdo de acido caprilico a filmes de alginato diminui a
permeabilidade ao vapor d’agua

O acido caprilico diminui consideraveimente o intumescimento do filme
com agua

O acido caprilico diminui a difusividade de sorbato de potassio em
filmes de alginato, podendo assim prolongar sua agao antimicética

A permeabilidade de sorbato de potassio em filmes de alginato

contendo acido caprilico € menor do que em filmes sem acido caprilico

Sugestoes para trabalhos futuros

Melhorar o processo de reticulacao dos filmes, principalmente quando
se trata de filmes ativos

Utilizar outro agente ativo e avaliar o comportamento no processo de
difusédo e de confecgdo de filmes ativos, com o possivel aumento da
concentracao do agente ativo na presenga de acido graxo, valores
acima do que foi verificado neste trabalho ( maximo de 1000 mg/L para
10% de acido caprilico)

Melhorar o controle e o processo de difusao levando em consideracao
a variacao da espessura do filme
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¢ Confeccionar e avaliar filmes incorporando, além do acido caprilico na
fase continua, uma fase dispersa com os acidos graxos com cadeia

maior do que 10 carbonos
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ANEXO A

RESULTADOS DE ENSAIOS PRELIMINARES

Valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os resultados representativos de permeabilidade ao vapor de agua dos
filmes de alginato com e sem lipidios e glicerol, estdo apresentados nas Tabelas
A1.aA8.

Tabela A.1: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) do filme de alginato sem
lipidios (Filme A)

Caracteristicas
Lipidios Glicerol Espessura Permeabilidade
(%) (%) (mm) (g.mm/KPa.dia.
m2)
0 60 0,100 10,57

Tabela A.2: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) de filmes de de alginato
contendo acido estearico / palmitico (Filme B)

Caracteristicas
Lipidios (%) | Glicerol Espessura Permeabilidade
(%) (mm) {g.mm/KPa.dia.m)
15 45 0,102 4,45
10 50 0,111 7,59
5 55 0,092 7.96
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Tabela A.3: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) de filmes de alginato

contendo acido caprilico (Filme B)

Caracteristicas
Lipidios | Glicerol | Espessura Permeabilidade
(%) (%) (mm) (g. mm/KPa.dia.m?)
7.5 40 0,086 15,68
15 40 0,080 18,41
15 30 0,083 17,05

Tabela A.4: Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) de filmes de alginato
contendo acido caproéico (Filme B)

Caracteristicas
Lipidios | Glicerol Espessura | Permeabilidade
(%) (%) (mm) {g.mm/KPa.dia.
2
m’)

20 40 0,114 12,96

10 50 0,120 12,31

5 55 0,086 11,08

Os resultados representativos de permeabilidade ao vapor de agua dos
filmes de alginato contendo lipidios e sorbitol, estdo apresentados nas Tabelas A5
e Ab.

Tabela A.5: Valores de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes de
alginato contendo ftriacetina (Filme G)

Caracteristicas
Lipidios | Sorbitol Espessura | Permeabilidade
(%) (%) (mm) (g.mm/KPa.dia.
2
m’)
5 60 0,998 4,84
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Tabela A.6: Valores de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes de

alginato contendo acido capriiico (Filme H)

Caracieristicas
Glicerol | Sorbitol Espessura Permeabilidade

(%) (Yo} {mm) (g.mm/KPa.dia.m)
20 50 0,096 7,61

30 50 0,097 9,35

40 50 0,096 10,21

20 40 0,095 6,78

40 20 0,050 8,29

Tabela A.7: Valores de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes de
alginato contendo acido caprilico (Filme )

Caracteristicas
Glicerol | Sorbitol Espessura Permeabilidade
(%) {%o) (mm) (g.mm/KPa.dia.m)
0 80 0,094 7,59

Tabela A.8: Valores de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes de

alginato contendo acido caprilico {Filme J)

Caracteristicas
Glicerol | Sorbitol Espessura Permeabilidade
(%) (%) (mm) (g.mm/KPa.dia.m)
40 0 0,091 7,83
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RESISTENCIA MECANICA

Os resultados representativos de resisténcia mecanica dos filmes de
alginato sem lipidios e também com lipidios, estdo apresentados nas Tabelas A.9.
e A.10.

Tabela A.9.: Valor de resisténcia mecénica do filme de alginatc sem lipidio

(Filme A)

Caracteristicas
. Espessura Tensfo na Elongacéo
Tipo de FI
ipo de FILME (mm) Ruptura (%)
(MPa)
Glicerol (60%) 0,097 88,33 4,12

Tabela A.10.: Valores de resisténcia mecanica dos filmes de alginato

contendo lipidios (Filme G)

Caracteristicas
Tipo de FILME Espessura Tens&o na Elongacio
(mm) Ruptura (MPa) (%)

1) Sorbitol (60%)

/triacetina (5%) / 4cido 0,076 46,89 1,78
caprilico (1%)

2) Sorbitol (45%)
/triacetina (15%) / acido 0,070 93,94 2,75

caprilico C8 (1%)
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SOLUBILIDADE

Os resultados representativos de solubilidade dos filmes de alginato sem

lipidios e também com lipidios, estdo apresentados nas Tabelas A.11. e A 12.

Tabela A.11.: Valor de solubilidade do filme de alginato sem lipidios
(Filme A)

Caracteristicas
Tipo de FILME Espessura Solubilidade
(mm) (%)
Glicerol (609%) 0,097 4,12

Tabela A.12.: Valores de solubilidade dos filmes de alginato contendo
lipidios (Filme G)

Caracteristicas
Tipo de FILME Espessura Tenséo na Elongacio | Solubilidade
(mm) Ruptura (MPa) (%) (%)
1) Sorbitol (60%)
friacetina (5%) / dcido 0,076 46,89 1,78 20,27
caprilico (1%)

2) Sorbitol (45%)
friacetina (15%) / acido 0,070 93,94 2,75 22,73
caprilico C8 (1%)




ANEXO B

CURVA DE CALIBRAGAO PARA O SORBATO DE POTASSIO

A curva de calibragdo foi construida utilizando-se 12 solugdes—padréo,
preparadas a partir da solucdo-mae de concentracdo de 50 mg/L de sorbato de
potassio. Para a determinagdo da concentragdo de sorbato de potassio foi
utilizado um espectrofotdmetro (HP, modelo 8453, EUA), equipado com
controlador de temperatura HP 89090A e software UV-Visible ChemStation. Foi
obtida uma curva de calibracao utilizando-se padrdes de concentracao de 1,0, 2,5;
4,0; 5,0; 7,0; 10,0 e 15,0 mg/L. de sorbato de potassio.

Tabela B.1: Valores de absorbancia de sorbato de potassio em agua, 254 nm.

Padrfo | Sorbato (mg/L) Abs Erro
(254 nm) | (%)
1 0.10 0,01626 | 3,84
2 0,25 0,04169 | 2,57
3 0.40 0,06317 | 3,29
4 0,50 0,07962 | -0,66
5 0,70 0,11356 | -0,14
6 1,0 0,16306 | -1,62
7 2,5 0,40480 | -1,34
8 4,0 0,62950 | -1,13
9 5,0 0,80057 | -1,63
10 7,0 1,07603 | -0,11
11 10,0 1,62114 | -0,79
12 15,0 2,34336 | 0,26

Na Figura B.1 & apresentada a curva de calibragéo obtida e na Tabela B.2

os valores dos paréametros obtidos.
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Wavelengih Result

0 5 10 15
Analvie Value * Path

Figura B.1: Curva de calibragao

Tabela B.2: Valores das constantes, do desvio padrao e do coeficiente de
correlagao {R2) obtidos da curva de calibracao

Numero de padrdes 12
Curva de calibracio C{mg/L) =k1x Abs
Coeficiente k1 6,3678
Desvio padrao de ki 1,81E-2
Desvio padrio da calibragio 5,76E-2
Coeficiente de correlacéo 0,99992




ANEXO C

VALORES DE INTUMESCIMENTO

Os ensaios de intumescimento dos filmes de alginato com lipidio foram
realizados de duas formas distintas: em agua pura a 25°C e em solucéo contendo
racoes de 750 mg/L, 1000 mg/L e 2000

mg/L. Foram avaliados os graus de infumescimento de filmes de alginato contendo

sorbato de potassio nas seguintes concent

0% , 5% e 10% de lipidio e confeccionado com uma concentragao de 1000 mg/L

de sorbato de potassio na solug@o filmogénica, na presenga de agua e também

guando em imersos em solucao contendo sorbato de potassio.

A variacdo da massa e do grau de intumescimento estdo apresentados nas

Tabelas C.1,C.2,C3,C4,C5 C6

Tabela C.1.: Variagcdo da massa do Filme Ativo com lipidio, durante os

ensaios de intumescimento com agua pura

Massa do filme, g
T?EEO’ Concentragio de lipidio
0% 5% 10%
0 0,0653 0,0558 0,0729
0.5 0,1454 0,1135 0,1023
1.5 0,1795 0,1356 0,1122
3 0,1925 0,1429 0,1174
S 0,2103 0,1467 0,1190
7 0,2132 0,1486 0,1205
9 0.2153 0,1492 0,1213
1 0,2174 0,1493 0,1225
16 0,2188 0,1492 0,1228
26 0,2186 0,149 0,1226
36 0,2189 0,1491 0,1225
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Tabela C.2.: Grau de intumescimento de Filme ativo com lipidio, durante os

ensaios de intumescimento com agua pura

Grau de intumescimento,%
Tempo,
min Concentracdo de lipidio
0% 5% 10%
0 0 0 0
0,5 482118 42,0264 | 28,7391
1,5 58,0501 51,4749 | 35,0267
3 60,8831 53,9538 | 37,9056
3 64,1940 55,1465 | 38,7395
7 64,6810 55,7200 | 39,5021
9 65,0255 55,8981 | 39,9011
11 65,3634 55,9276 | 40,4898
16 65,5850 55,8981 | 40,6352
26 65,5535 55,8389 | 40,5383
36 65,6007 55,8685 | 40,4898
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Tabela C.3.; Variagao da massa do filme sem lipidio, durante os ensaios de
intumescimento em solugido de sorbato nas concentragdes de 750 mg/L,
1000 mg/L e 2000 mg/L.

Massa do filme, g
T‘Eﬁo’ 0% de lipidio
750 mg/L. | 1000 mg/L | 2000 mg/L
0 0,0382 0,0467 0,0547
0.5 0.0516 0.0677 0,0882
05 00544 | 0.0703 0.0916
3 0.0552 | 0.0706 0.0943
5 0.0559 | 00715 0,097
7 0,0559 | 00753 0,1003
9 0.0585 0,0760 0,1006
11 00587 | 0,0781 0,1039
16 0.0588 0,0782 0.1149
2% 0,0645 0.0871 0,1437
36 0.0652 0,0886 0,155
66 0,0740 0,1036 0,169
186 0,0817 0,126 0.1879
746 0.0820 | 0.1163 0.1954
306 0.0832 0.1152 0,1960
426 0,0831 0.1150 0.1970
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Tabela C.4.: Grau de intumescimento de filme sem lipidio em solugbes de
sorbato de 750 mg/lL., 1000 mg/L. e 2000 mg/lL.

Grau de intumescimento
Tempo, 0% de lipidio
min

750 mg/L | 1000 mg/L | 2000 mg/L

0 0 0 0
0,5 25,9690 31,0192 37,9819
1,5 29,7794 33,7589 40,2838
3 30,7971 33,8527 41,9936
5 31,6637 34,6853 44,0123
7 31,6637 37.9814 454636
9 34,7009 38,5526 45,6262
1 34,9233 40,2049 47,3532
16 35,0340 40,2813 52,3934
26 40,7752 46,3835 61,9345
36 41,4110 47,2912 64,1311
66 48,3784 54,9228 67,6331
186 53,2436 58,5258 70,8888
246 53,4146 59,8452 71,9199
306 53,9759 59,4618 71,8621

426 54,0313 59,3913 71,9775
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Tabela C.5.: Variagao da massa do filme com lipidio durante os ensaios de
intumescimento em solucdao de sorbato nas concentracdes de 750 mg/L,
1000 mg/L e 2000 mg/L.

Massa do filme, g
Tempo, 5% de lipidio
min
750 mg/L | 1000 mg/L | 2000 mg/L
0 0,0704 0,0488 0,0385
0,5 0,0969 0,0749 0,0544
15 0,1127 0,0806 0,0602
3 0,1220 0,0837 0,0630
3 0,1314 0,0833 0,0743
7 0,1350 0,0842 0,0818
9 0,1354 0,0856 0,0822
11 0,1383 0,0864 0,0894
16 0,1360 0,0874 0,1010
26 0,1442 0,0940 0,1112
36 0,1480 0,0940 0,1144
66 0,1578 0,1145 0,1210
186 0,1688 0,1290 0,1320
246 0,1690 0,1311 0,1332
306 0,1711 0,1332 0,1345
426 0.1715 0,1333 0,1340
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Tabela C.6.: Grau de intumescimento de filme com lipidio em solugcdes de
sorbato de 750 mg/L, 1000 mg/L e 2000 mg/L.

Grau de intumescimento
Tempo, 5% de lipidio
M
750 mg/L | 1000 mg/L. | 2000 mg/L
0 0 0 0
0,5 27,3478 34,8465 29,2279
1.5 37,5333 39,4541 36,0465
3 42,2951 41,6965 38,8889
5 46,4231 41,4166 48,1830
7 47,8519 42,0428 52,9340
e 48,0059 | 42,9907 53,1630
1 49,0962 43,5185 56,9351
16 48,2353 44,1648 61,8812
26 51,1789 48,0851 65,3777
36 52,4324 48,0851 66,3462
66 55,3866 57,3799 68,1818
186 58,2938 62,1705 70,8333
246 58,3432 62,7765 71,0961
306 58,8545 63,3634 71,3755
426 58,9504 63,3908 71,2687
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Tabela C.7.: Variagcdo da massa do filme com lipidio durante os ensaios de
intumescimento em solugcdo de sorbato nas concentragdées de 750 mgil.,
1000 mg/L e 2000 mg/L.

Massa do filme, g
Tempo, 10% de lipidio
min
750 mg/L | 1000 mg/l. | 2000 mg/L
0 0,0523 0,0470 0,0494
0.5 0,0900 0,0723 0,0749
L3 0,0939 0,0798 0,0772
3 0,0974 0,0837 0,0837
5 0,0995 0,0865 0,0928
7 0,1019 0,0880 0,1019
9 0,102 0,0895 0,1090
11 0,1037 0,0904 0,1119
16 0,1071 0,095 0,1285
26 0,112 0,101 0,1518
36 0,1193 0,1083 0,1582
66 0,1288 0,1221 0,1690
186 0,1502 0,1340 0,1721
246 0,1539 0,1452 0,1725
306 0,1611 0,1487 0,1728
426 0,1632 0,1475 0,1733
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Tabela C.8.: Grau de intumescimento de filme com lipidio em solucdes de
sorbato de 750 mg/L, 1000 mg/L e 2000 mg/L.

Grau de infumescimento
Ten}po, 10% de lipidio
mn
750 mg/L | 1000 mg/L } 2000 mg/L
0 0 0 0
0,5 41,8889 34,9931 34,0454
L5 44,3024 41,1028 36,0104
3 46,3039 43,8471 40,9797
3 47,4372 45,6647 46,7672
7 48,6752 46,5909 51,5211
9 48,7255 47,4860 54,6789
11 49,5661 48,0088 55,8534
16 51,1671 50,5263 61,5564
26 53,3036 53,4653 67.4572
36 56,1609 | 56,6020 68,7737
66 59,3944 | 61,5070 70,7692
186 65,1798 | 66,9247 71,2958
246 66,0169 | 67,6309 71,3623
306 67,5357 | 68,3927 71,4120
426 67,9534 | 68,1336 71,4945




ANEXO D

DADOS DE LIBERAGAO

O historico de liberacéo de sorbato de potassio do Filme ativo com 0%, 5%
e 10% de lipidio, durante um periodo total de tempo de 4855 s, é apresentado nas

Tabelas D.1, D.2e D.3.

Tabela D.1.: Variacao da massa de sorbato de potassio durante 4855 s
Fiime ativo sem lipidio

Tempo total, s Massa total, mg Mt/Moao

5 0,06871 0,17995
10 0,13539 0,35458
15 0,19774 041788
20 0,23682 0,52023
25 0,26953 0,60589
30 0,29792 0,78026
35 0,33201 0,86955
45 0,36356 0,95218
35 0,37352 0,97826
85 0,37641 0,98581
355 0,37776 0,98935
1255 0,37909 0,99284
2155 0,38014 0,99560
3355 0,38114 0,99822
4855 0,38182 1
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Tabela D.2.: Variagdo da massa de sorbato de potassio durante 4855 s

Filme ativo com 5% de lipidio

Tempo total, s Massa total, Mt/ Mo
mg
5 0,06119 0,21269
10 0,09773 0,33968
I5 0.12607 0,43822
20 0,15401 0,53533
25 0,17702 0,61530
30 0,20003 0,65537
35 0,22705 0,78922
45 0,25259 087797
55 0,27263 0,94765
85 0,28067 0,97559
335 028275 (,98283
1255 0,28429 0,98818
2155 0,28546 0,99224
3355 0,28657 0,99610
4855 0,28770 1
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Tabela D.3.: Variagdo da massa de sorbato de potassio durante 4855 s
Filme ativo com 10% de lipidio

Tempo total, s Massa total, Mt/Mao.
mg
5 0,07541 0,17958
10 0,12377 0,29478
15 0,15992 0,38088
20 0,19643 0,46781
25 0,22613 0,53855
30 0,27047 0,64416
35 0,30347 0,72275
45 0,32980 0,78545
55 0,36708 0,87424
85 (,39839 0,94880
355 0,41006 0,97661
1255 0,41357 0,98495
2155 041613 0,99106
3355 0,41838 0,99641
4855 0,41988 1




ANEXO E

DADOS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os resultados obtidos com a analise de espectroscopia de

ressondncia magnética nuclear de proton 500 MHz, do alginato de sddio em pd

(Synth), estao apresentados na Tabela E.1.

Tabela E.1. Espectro de 'H- n.m.r de alginato de sédio

indice Frequéncia Concentracao Altura do pico
(ppm)
1 4148,879 8,300 9,0
2 2652,552 5,306 43
3 2445 802 4,893 9,0
4 2329516 4 660 26,3
5 2309,556 4,620 3005,8
6 2289,595 4,580 15,7
7 2288,496 4578 -5,7
8 2269 451 4,540 5.9
g 2230,079 4,461 6,8
10 21562 616 4,306 8,8
11 1983,041 3,967 10,9
12 1939,274 3,879 14,0
13 1924,623 3,850 17,3
14 1889,646 3,780 17,9
15 1878,659 3,758 18,4
16 1831,412 3,664 12,5
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Tabela E.1. Continuac¢ao

17 1799,014 3,601 18,6
18 1761,091 3,523 13,1
19 1752,668 3,506 11,4
20 1745,709 3,492 10,7
21 1738,201 3,477 8,5
22 1677,586 3,356 7.3
23 1617,337 3,235 55
24 1599,208 3,190 69,1
25 956,800 1,914 19,1
26 879,703 1,760 10,7
27 867,251 1,735 2,9
28 588,898 1,178 7,3
25 581,939 ' 1,164 8,2
30 565,641 1,132 7.9
31 520,775 1,042 8.1
32 513,816 1,028 12,0
33 506,674 1,014 : 7.4




