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RESUMO

Materiais biodegradaveis estdo sendo estudados como substitutos aos
produtos a base de petroleo. Dentre as principais matrizes, o amido tem sido
amplamente utilizado para a producéo de filmes pela sua acessibilidade no custo e
uma gama diversa de fontes e modificacdes aplicadas na estrutura deste polimero.
Como beneficiamento destas matrizes, a incorporacao de fontes vegetais em
substituicao aos aditivos sintéticos tem o intuito de agregar fitoquimicos com potencial
de conservante natural. Para isso, empregou-se o0 extrato aquoso de erva-mate,
conhecida como llex paraguariensis A. St.-Hil, planta que apresenta conteudo rico em
compostos fendlicos. Trés concentracdes foram produzidas por meio da técnica de
crioconcentragao, obtendo-se as seguintes solu¢des de erva-mate: crio diluida (D),
extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), eficazes para elevar o teor de compostos
fendlicos, como confirmado pela analise de CFT — Compostos Fendlicos Totais. As
solugdes de erva-mate foram incorporadas no processo de producédo do filme via
método casting. Outra forma de melhoramento das propriedades dos biofilmes foi
estudada através da adicdo de celulose microfibrilada (MFC) ao filme. A solubilidade
dos filmes foi apropriada para auxiliar na sua degradabilidade. Caracterizacdes
térmicas foram avaliadas do ponto de vista da analise termogravimétrica que mostrou
modificacdes na estabilidade térmica desses biofiimes e uma maior energia foi
requerida para a pir6lise final dos materiais. Com a adi¢ao da celulose microfibrilada,
a curva termogravimétrica revelou mais etapas com variagbes de massa mais
distribuidas. Em contrapartida, para a analise em espectroscopia no infravermelho ndo
se notou variagdo entre as estruturas das matrizes de amido com adicdo de MFC, isto
porque as bandas caracteristicas de amido e celulose se sobrepdem. Contudo, nos
filmes com matriz de amido de milho com MFC, amido de milho modificado e 0 mesmo
incorporado com MFC, foi possivel perceber um aumento da intensidade de bandas
com o aumento da concentragcao de solucéo de erva-mate incorporada. Estudou-se a
capacidade das quatro matrizes (M, R, Mc e Rc) proporcionarem a liberagcédo de seus
conteudos fendlicos em cinco periodos de tempo: 12, 24, 48, 72 e 216 horas. Nao foi
percebida diferenca entre os periodos aplicados; no entanto, quanto maior a
concentracdo de erva-mate incorporada, dentro do maximo obtido pela
crioconcentracdo, maior foi o teor obtido. A protecdo fornecida aos compostos
bioativos ao incorpora-los na matriz de amido — glicerol torna o material viavel para
aplicagdes sustentaveis.

Palavras-chave: compostos fenélicos; amido; erva-mate; celulose.



ABSTRACT

Biodegradable materials are being studied as substitutes for petroleum-based
products. Among the main matrices, starch has been widely used for the production of
films due to its accessibility in cost and a wide range of sources and modifications
applied to the structure of this polymer. As a improvement to these matrices, the
incorporation of plant sources in place of synthetic additives is intended to add
phytochemicals with potential as a natural preservative. For this, we used the aqueous
extract of yerba mate, known as llex paraguariensis, a plant that has a rich content in
phenolic compounds. Three concentrations were produced using the
cryoconcentration technique, obtaining the following solutions of yerba mate: diluted
cryo (D), initial extract (EI) and cryoconcentrated (C), effective to increase the content
of phenolic compounds, as confirmed by the analysis of Total Phenolic Compounds.
Yerba mate solutions were incorporated into the film production process by the casting
method. Another way of improving the properties of biofilms was studied through the
addition of microfibrillated cellulose (MFC) to the film. The solubility of the films was
appropriate to aid in their degradability. Thermal characterizations were evaluated from
the point of view of thermogravimetric analysis that showed changes in the thermal
stability of these biofilms and greater energy was required for the final pyrolysis of the
materials. With the addition of microfibrillated cellulose, the thermogravimetric curve
revealed more steps with more distributed mass variations. On the other hand, for the
infrared spectroscopy analysis, there was no variation between the structures of the
starch matrices with the addition of MFC, because the characteristic bands of starch
and cellulose overlap. However, in the films with corn starch matrix with MFC, modified
corn starch and the same incorporated with MFC, it was possible to notice an increase
in the intensity of bands with the increase of the concentration of incorporated yerba
mate solution. The ability of the four matrices (M, R, Mc and Rc) to provide the release
of their phenolic contents was studied in five time periods: 12, 24, 48, 72 and 216
hours. There was no difference between the applied periods; however, the higher the
concentration of yerba mate incorporated, within the maximum obtained by
cryoconcentration, the higher the content obtained. The protection provided to
bioactive compounds by incorporating them into the starch-glycerol matrix makes the
material viable for sustainable applications.

Keywords: phenolic compounds; starch; yerba mate; cellulose.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o PNUMA (Programa das Nacdes Unidas para o Meio
Ambiente) a producéao global de plastico aumentou exponencialmente, e apenas 12%
deste material foi incinerado e 9% reciclado. O restante foi descartado em aterros ou
langado no meio ambiente. Em colaboracgé&o a isso, a pandemia ocasionada pelo novo
coronavirus, desencadeou um aumento acentuado na demanda de plasticos
(HAZROL, et al., 2022). Assim, incentivos estdo em desenvolvimento para solu¢des
deste desastre, que pode afetar tanto a saude humana, causada por contaminacoes,
quanto a vida marinha e até mesmo influenciar mudancas climaticas pela liberacao de
carbono (Relatério da ONU sobre poluicao plastica alerta sobre falsas solucoes e
confirma necessidade de acao global urgente — PNUMA).

Inovacao tecnoldgica para auxiliar a sustentabilidade vem em conjunto com
os esforcos para o desenvolvimento de embalagens e produtos nutracéuticos com
matrizes acessiveis e incorporadas com ativos naturais. Dentre os polissacarideos, o
amido tem sido amplamente utilizado para a producgao de filmes devido ao baixo custo
de producédo a partir de fontes renovaveis e suas propriedades que favorecem a
formacao de filmes (DO EVANGELHO et al., 2019). Este material empregado como
embalagem biodegradavel pode também ser um material carreador de substancias
bioativas e funcionais (MADELLA e MELLO, 2022).

Os consumidores estao preocupados em reduzir o uso de aditivos sintéticos;
ha um interesse particular na industria alimenticia pelo uso de conservantes naturais
(DO EVANGELHO et al.,, 2019). Neste trabalho foram desenvolvidos materiais
poliméricos com matriz amilacea incorporada a bioativos provenientes da folha de
Erva-Mate, llex paraguariensis A. St.-Hil. Esta planta, da familia aquifoliacea, é
conhecida por seu conteudo rico em fitoquimicos, em destague os compostos
fendlicos, com propriedades farmacoldégicas em potencial para aplicacao
farmacéutica.

O extrato foi submetido a processo de crioconcentracdo; dessa forma, avaliou-
se a potencialidade dessa técnica para incorporar maiores concentragdes de ativos
desta planta e a capacidade de liberacao por parte do biopolimero adotado. Também,
foi acrescentado reforgo de celulose microfibrilada de pinus, produto disponibilizado
pela Embrapa Florestas, para averiguar a possibilidade de melhoramento do material.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Elaborar filmes com matriz polimérica de base biolégica e incorporar bioativos
com solucdes em diferentes concentracdes a partir do extrato de erva-mate.

1.1.2 Objetivos especificos

e Extragéo e crioconcentracdo dos bioativos da erva-mate;

e Producdo de biofilmes, pelo método casting, de amido de milho
comercial e amido de milho modificado;

e Producao de biofilmes adicionando reforgo de celulose microfibrilada
de pinus;

e Incorporagao dos compostos bioativos durante o processo de produgao
dos biofilmes;

e Avaliagédo das propriedades das solugdes de erva-mate e biofilmes;

e (Caracterizacdao dos biofilmes através da termogravimetria e
espectroscopia de Infravermelho com refletancia total atenuada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FILMES DE MATRIZES SUSTENTAVEIS PARA EMBALAGENS

Os plasticos mais utilizados s@o os derivados do petréleo, por seu baixo custo
de producao e suas propriedades fisico-quimicas versateis: resisténcia a degradacao,
leveza, flexibilidade, resiliéncia, entre outros. Entretanto, também €& conhecido o
prejuizo ambiental decorrente de sua baixa degradabilidade e emissdes de dioxido de
carbono durante a producao (KUMAR et al., 2020). Varias centenas de milhares de
toneladas de plasticos sdo descartados em ambientes marinhos a cada ano e se
acumulam nas regides ocedanicas. Este descarte inapropriado afeta a vida marinha e
atinge, por meio de contaminagdes, a saude humana; e até mesmo pode contribuir
com as mudancas climaticas pela liberacado de carbono (Relatério da ONU sobre
poluigéo plastica alerta sobre falsas solugbes e confirma necessidade de agéo global
urgente — PNUMA).

A utilizagdo de polimeros naturais e renovaveis para a producéo de filmes
destinados a fabricacdo de embalagens é uma solucdo inovadora e ecoldgica. A
demanda atual dos consumidores por produtos alimenticios mais duraveis torna
necessario o desenvolvimento de materiais ecologicamente corretos e funcionais. As
embalagens com compostos ativos sdo um exemplo disso, pois podem melhorar a
qualidade dos produtos e contribuir ainda mais ao valor nutricional dos alimentos
(MORAES et al., 2014; MEDINA-JARAMILLO et al., 2017).

Os esforcos atuais em direcdo a sustentabilidade tém se voltado, portanto,
para a fabricacdo de matrizes com nanocompdsitos e cobertura de superficie através
da utilizacdo de biopolimeros e componentes bioativos. Substancias podem ser
incorporadas aos biopolimeros para transforma-los em bionanocompésitos (SHETTA
et al., 2022).

Os compositos sdo produzidos pela combinacdo de dois ou mais materiais
com propriedades fisicas ou quimicas distintas entre si; quando se trata de
nanocompdsitos poliméricos, essa combinagcdo contém uma fase continua (matriz
polimérica) e uma fase dispersa (ndo continua) que apresenta uma de suas
dimensdes em escala nanométrica (MARTINS et al., 2022).

Os nanocompdésitos sdo novas alternativas aos métodos tradicionais de

melhoria das propriedades dos polimeros devido as suas propriedades fisicas,
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mecanicas e quimicas mais desejaveis. As propriedades aprimoradas destes

nanomateriais estimulam o desenvolvimento sua aplicacédo para o sistema de entrega
de alimentos nutracéuticos (PRIMOZIC et al., 2021).
Na FIGURA 1 sdo apresentadas quatro categorias principais de embalagens

de alimentos: embalagens inteligentes, embalagem com melhoria, embalagem ativa e

com base bioldgica. Para cada uma

das categorias s&o descritas as principais

caracteristicas e suas relagdes com as demais.

O SETOR INDUSTRIAL.
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FOMTE: adaptada de SHETTA et al. (2022)

&N\

EMBALAGEM
DE ALIMENTOS

FIGURA 1 — CATEGORIA DAS NANO EMBALAGENS DE ALIMENTOS E SUA IMPORTANCIA TECNOLOGICA PARA

Resisténcia mecanica,
estabilidade térmica,
gerenciamento de
umidade
EMBALAGEM
INTELIGENTE

EMBALAGEM
MELHORADA

.
lIDI.ﬂﬁI:A

—>

Produtos comestiveis,
Biocompatibilidade,
Plasticos
biodegradaveis,
Sustentavel

Os filmes com base bioldgica,

pesquisadores nos ultimos anos. Cui e

a partir desta fonte sao degradaveis,

como o amido, tém atraido a atencédo dos
colaboradores (2021) relataram que matrizes

renovaveis, com bom custo-beneficio. Os

pesquisadores ainda destacam que a adicao de extrato de plantas, éleos essenciais,

e nanoparticulas a filmes de amido pode melhorar as propriedades bactericidas,

antioxidantes e de barreira ultravioleta, ao vapor de dgua e ao oxigénio.
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2.1.1 Embalagem ativa

A embalagem ativa é um conceito que foi introduzido como um sistema que
altera a condicdao da embalagem para estender ou melhorar a seguranga e as
propriedades sensoriais, mantendo a qualidade dos produtos alimenticios. Este
sistema de embalagem surgiu com o objetivo de satisfazer a demanda do consumidor
por alimentos naturais, frescos e seguros (KNAPP et al.,2019; MEDINA-JARAMILLO
et al., 2017)

As embalagens antimicrobianas estao entre as formas mais promissoras de
sistemas de embalagens ativas; busca-se um sistema capaz de matar ou inibir a
deterioracdo e 0os microrganismos patogénicos que estdo contaminando os alimentos
(KUORWEL et al., 2013). Essa funcado pode ser alcancada adicionando agentes
antimicrobianos no sistema de embalagem e/ou usando polimeros antimicrobianos
que atendem aos requisitos convencionais de embalagem.

Han (2003) ressalta-se que nao existe agente antimicrobiano trabalhando
efetivamente contra todos os microrganismos patogénicos e deteriorantes, pois ha
uma variedade de fisiologias dos microrganismos com mecanismos antimicrobianos
caracteristicos. E a insercao de agentes antimicrobianos no sistema de embalagem
ou pelo uso de materiais poliméricos antimicrobianos, de acordo com o autor, mostra
geralmente trés tipos de modos: liberacao, absorcao e imobilizacao.

O autor descreve que no primeiro caso ocorre a migracao de agentes
antimicrobianos para alimentos ou headspace dentro das embalagens. Ja a absorgcao
remove fatores essenciais do crescimento microbiano dos sistemas alimentares e
inibe o crescimento de microrganismos. Por fim, o sistema de imobilizagdo néao libera
agentes antimicrobianos, mas suprime o crescimento de microrganismos na superficie
de contato. O sistema de liberagdo é o que se enquadra em atender o objetivo deste
trabalho, visto que foram incorporados bioativos com o intuito de diminuir a
propagacao dos microrganismos através de superficies de contato.

Feng et al. (2018) revelam que filmes de amido nao exibem atividade
antibacteriana por si s, entretanto, Do Evangelho et al. (2019) declaram que os filmes
de amido serviram como impedimento fisico ao desenvolvimento das colénias no
desenvolvimento de S. aureus e L. monocytogenes. Ao adicionarem Oleo essencial de
laranja a matriz de amido de milho concluiram que esta é adequada para a
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incorporacao de agentes antimicrobianos por ser capaz de armazenar/encapsular o
ativo e libera-lo durante o contato direto com a superficie contaminada do meio (agar).

Desse modo, substancias ativas naturais que tém efeitos antibacterianos séo
amplamente utilizadas pela adicdo a matriz de amido. Alguns candidatos de extratos
vegetais com efeitos antibacterianos sao polifendis, flavonoides, taninos e alcaloides.
Estas substancias tém e podem danificar as membranas celulares, interferir no
transporte ativo e inibir a atividade enzimatica (CUI et al., 2021). Atualmente, devido
a pandemia causada pelo novo coronavirus, responsavel por causar a Sindrome
Respiratério Aguda Grave (SARS-Cov 2), busca-se também tecnologia em
embalagens e recipientes com capacidade antiviral.

Sendo assim, os filmes de amido apresentam-se como candidatos
promissores a substituicao parcial dos polimeros sintéticos, além disso, pode-se
incorporar fibras de celulose para melhorar a qualidade deste produto (MORAES et
al., 2014). Dessa forma, ao incorporar bioativos a este compoésito, este pode ser
enquadrados nas trés categorias descritas na FIGURA 1: Embalagem com base
biologica, ativa e melhorada. Assim, pode-se atender um terco do interesse da

indUstria alimenticia.

2.2 AMIDO

O amido é um abundante polimero natural e empregado em diversos campos,
como: alimentos, téxtil, papel, cosméticos, plasticos e farmacéuticos. Favorecido por
seu baixo custo, abundancia, biodegradabilidade e comestibilidade, este material tem
relevancia para diversas pesquisas (JI et al., 2019).

O amido de milho comercial é extraido por meio do processo de moagem de
milho umido, e diferencia-se dos demais carboidratos por ocorrer na natureza como
particulas parcialmente cristalinas — grénulos. Tem-se bem estabelecidas as duas
principais estruturas poliméricas presentes nesta matéria prima: uma com
caracteristica predominante linear — amilose, e outra ramificada — amilopectina
(DAMODARAN e PARKIN, 2019).

A amilose é constituida por unidades a-D-glicopiranosil unidas por ligacdes
(1—4); algumas moléculas de amilose contém ramificagbes ligadas em a (1—6) a
cadeia principal. O arranjo espacial deste polimero confere a molécula forma helicoidal

ou espiral, que em seu interior predomina atomos de hidrogénio e ¢é
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hidrofébico/lipofilico, enquanto em seu exterior abrange os grupos hidroxilas.
(DAMODARAN e PARKIN, 2019). A amilose, ainda, apresenta excelentes
propriedades formadoras de filme, deixando-o transparente e incolor (CUI et al.,
2021). Visto que, é a molécula responsavel pela formacao da rede tridimensional
durante o processo de gelatinizagao (LOPEZ et al., 2010).

Enquanto a amilopectina de cadeias de glucano ligadas por a - 1,4 ligadas por
ligagbes a - 1,6, possui ramificacbes curtas que sao agrupadas e ocorrem em
granulos, apresentando-se como duplas-hélices. As ramificacées de cadeias longas
se estendem além de um Unico aglomerado, proporcionando conexdes intragrupos ao
longo de todo o comprimento das moléculas de amilopectina (DAMODARAN e
PARKIN, 2019). A FIGURA 2, a seguir, representa o esquema das etapas do processo
de obtencao do amido de milho nativo e as duas principais estruturas poliméricas que

0 compdem.

FIGURA ? - ETAPAS DE PREPARACAD DD AMIDO NATIVO E SUAS DUAS PRINCIPAIS ESTRURURAS DOLIMERICAS, AMILOSE E
AMILOPECTINA
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A origem botanica, periodo de formagcdo e condicoes de crescimento
influenciam na forma, tamanho, composi¢ao e estrutura molecular dos granulos de
amido (GARCIA-GUZMAN et al.,2022). No geral, a amilopectina constitui cerca de
75% (com base na massa) da maioria dos amidos comuns, enquanto os demais 25%
ficam por conta da amilose (DAMODARAN e PARKIN, 2019 p. 136 - 138).
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Garca-Guzman et al. (2022) consentem que a regiao cristalina na molécula de
amido possa ser formada pela reticulagcdo das cadeias laterais da amilopectina,
enquanto a amilose € encontrada na regidao amorfa do granulo como uma unica
molécula aleatoriamente intercalada entre as moléculas de amilopectina (GARCIA-
GUZMAN et al.,2022). A amilopectina é, estrutural e funcionalmente, a mais
importante das duas fragdes. Ao passo que, a amilose pode influenciar a organizagcéo
das duplas hélices, interferindo na densidade de empacotamento das cadeias de
amilopectina (DENARDIN e SILVA, 2009).

Modificagbes quimicas e fisicas tém sido relatadas para melhorar o
desempenho de materiais a base de amido em ambientes Umidos. As modificacdes
quimicas dos amidos sdo realizadas pela incorporacao de grupos funcionais nas
macromoléculas do amido. As principais modificagdes sdo: redugdo; oxidagao
(hidrolitica, enzimatica); substituicao (eterificacao, esterificacao) e reticulacao (diéter,
diéster). Além disso, a incorporagao de fibras naturais em materiais a base de amido
também reduz sua absorg¢do de agua, no entanto, esses materiais também requerem
um alto teor de fibras para diminuir sua hidrofilicidade, ou através da modificagcdo
quimica ou fisica. (GARCIA-GUZMAN et al.,2022)

Amidos nativos e modificados podem ser, entdo, usados no desenvolvimento
de embalagens ecologicamente corretas. O amido nativo tem recebido consideravel
atencdo por ser um material formador de matriz apropriado pois apresenta uma
superficie lisa e uniforme. Além disso, a modificacdo quimica dessa estrutura
polimérica pode ser uma ferramenta util para personalizar o desempenho geral de
filmes e revestimentos de amido, especialmente para a producdo de materiais com
baixa sensibilidade a agua (LOPEZ et al.,, 2010; DO EVANGELHO et al., 2019).

2.2.1 Gelatinizacdo do amido

A capacidade dos polimeros presentes nos granulos do amido de se
reestruturarem em meio aquoso e aquecimento formando uma estrutura uniforme e
com propriedades plasticas configura seu potencial de aplicacdo para embalagens.
De modo geral, esse processo € conhecido como gelatinizagdo, onde ocorre o
rompimento da associagdo intermolecular entre as moléculas de amilose e
amilopectina. Depois de dissolver as moléculas de amido no aquecimento, forma-se

uma solucdo altamente viscosa, mudando para um estado de gelificacdo forte
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(retrogradacao) no armazenamento por longos periodos (TAKO et al.,, 2014). A
FIGURA 3 apresenta um esquema de todo o processo da gelatinizacao e

retrogradacao do amido.

FIGURA 3 — REPRESENTACAC ESQUEMATICA DA GELATINIZACAQ E RETROGRADACAC DO AMIDO.
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FONTE: adaptado de MORSY (2012).

Esse processo endotérmico de formacao de gel incide em uma temperatura
de cerca de 55 - 70 °C — dependendo da fonte de amido, assim, os granulos absorvem
agua e incham; com o passar do tempo, se tornam cada vez mais permeaveis a agua
e aos solutos. A viscosidade da suspencdo aumenta significativamente, até a
formacao de uma pasta, demonstrando que quase toda agua foi absorvida pelos
granulos (CAMPBELL-PLATT, 2015).

A amilopectina gelatinizada inicialmente permanece em um estado amorfo
antes que as esferas de gel de cadeias ramificadas curtas sejam formadas. Por outro
lado, a amilose parcialmente lixiviada da amilopectina e com resfriamento forma
cristais de hélice simples do tipo V (MORSY, 2012).

Ao atingir o intumescimento maximo, inicia-se a ruptura dos granulos, que esta
associada a diminuicdo da viscosidade. Durante o resfriamento, a retrogradacao

ocorre quando polimeros de amido solubilizado e granulos remanescentes se
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reassociam em uma estrutura ordenada; isso faz com que os cristais do tipo V se
reorganizem em uma estrutura mais cristalina (BERTUZZI et al., 2007; MORSY,
2012).

A formacao dessa estrutura ordenada acompanha uma série de mudancas
fisicas, como exsudacao de agua e aumento do grau de cristalinidade, além do
aparecimento de polimorfos cristalinos. Isso resulta na transformagdo de uma pasta
de amido em um gel firme que consiste em uma rede tridimensional. A retrogradagao
€ um processo continuo, que envolve inicialmente a recristalizacdo rapida das
moléculas de amilose seguida por uma recristalizacao lenta das moléculas de
amilopectina (WANG et al.,2015).

As presencas de outros componentes, como sais, influenciam as
caracteristicas do gel, principalmente por competirem pela agua disponivel, limitando
ou evitando a gelatinizacao. O acucar, por exemplo, reduz a forca do gel e diminui a
viscosidade, sendo os dissacarideos mais significativos que os monossacarideos em
gerar esse efeito. Também, as gorduras e acidos graxos formam complexos com a
amilose, 0 que retarda o inchago dos granulos. Igualmente, condigdes acidas também
afetam a formacéo do filme por meio da hidrélise acida do amido, que reduz sua
viscosidade (CAMPBELL-PLATT, 2015).

A formacéo de filmes de amido depende principalmente das caracteristicas de
retrogradacdo do amido. Depois que os granulos de amido sdo gelatinizados,
moldados e secos, 0s grupos hidroxila entre a amilose e amilopectina sdo combinados
através de ligagdes de hidrogénio intermoleculares para formar o filme de amido (CUI
et al., 2021).

2.2.2 Métodos de producgéao de Filme - Casting

Suspensdes filmogénicas podem ser usadas para obter revestimentos ou
filmes. Os filmes de amido podem ser obtidos por casting, extrusdo ou laminacao,
semelhantes aos processos utilizados na indUstria de polimeros sintéticos (LOPEZ et
al., 2010). A extrusdo/termocompressao é a forma mais comum de método utilizado
para a producao de materiais plasticos, devido ao seu rapido aumento de temperatura
e operagao simples (CUI et al., 2021). Entretanto, a temperatura de extrusdo esta
relacionada a degradacao térmica do agente antimicrobiano, e a energia mecéanica

especifica indica a severidade das condi¢cdes do processo que também induzem a



26

degradacao dos agentes (HAN, 2003). Ou seja, as condicdes de operagao precisam
ser otimizadas para fazer um bom filme de amido, pois afetardo seriamente o
desempenho do material. Portanto, o método requer que os polimeros ou as
substancias bioativas adicionadas sejam capazes de suportar altas temperaturas (CUI
et al., 2021).

Casting é um método comum de producdo em pequena escala usado para
obter filmes biodegradaveis. Essa técnica simples produz filmes que podem ser
facilmente removidos de placas com espessura variavel dependendo do peso da
suspensdo filmogénica utilizada (LOPEZ et al., 2010). No caso deste método, usa-se
solvente para moldar filmes, a solubilidade e a reatividade dos agentes
antimicrobianos e polimeros aos solventes sdo os fatores criticos. A solubilidade
refere-se a distribuicio homogénea dos agentes nos materiais poliméricos e a
reatividade se conecta a perda de atividade dos agentes antimicrobianos reativos
(HAN, 2003).

O método casting é muito utilizado em laboratério para desenvolver diferentes
filmes com varias fontes de amido. Ele ocorre em trés passos principais:
primeiramente, em aquecimento, a pasta de amido é gelatinizada com adicao de um
plastificante, geralmente glicerina, para dar flexibilidade ao filme; na sequéncia, a
mistura é vertida em um molde; por fim, seca-se por alguns dias para obter o filme de
amido. Neste método, a concentragdo do amido geralmente esta entre 5% e 10%.
Concentracbes menores que 5% prejudicam a formacgao do filme apds a secagem e
mais que 10% a viscosidade impede verter a mistura no molde (CUI et al., 2021).

Ha ainda a influéncia do plastificante na formacao do filme que reduz a
resisténcia a tracdo de filmes a base de amido. A energia mecéanica e térmica
fornecida durante a preparagao destroem as ligagdes hidroxilas internas do amido. A
presenca do plastificante reduz a forte atracao intermolecular entre as cadeias de
amido e promove a formacao de ligacdes de hidrogénio entre os plastificantes e as
moléculas de amido. A agua, por sua volatilidade, nao é preferida para ser o Unico
plastificante usado, entdo o glicerol é geralmente incluido na composicao do filme
(Knapp et al.,2019; MORSY, 2012).

A vantagem do método casting € que o filme tem alta transparéncia e boa
flexibilidade. No entanto, também € caracterizada pela baixa eficiéncia de producao,
o que limita a aplicacao de filmes a base de amido. Para melhorar a atividade biolégica

e as propriedades mecanicas de filmes a base de amido, podem ser adicionados
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substancias ativas, substancias moleculares pequenas e nanomateriais (CUI et al.,
2021).

2.2.3 Filmes de amido e celulose

Em conformidade com Cui et al. (2021), a ndo toxicidade, biocompatibilidade
e facil manipulagdo do amido, proporciona inimeros potenciais de utilizacdo deste
material. Uma delas € adicédo a esta matriz polimérica de substancias sensiveis ao pH
para monitorar possiveis mudangas em alimentos pereciveis, como as antocianinas,
que servem como um bom indicador acido-base e antioxidante natural.

Além disso, a matriz de amido de milho é considerada um bom veiculo para a
entrega de compostos bioativos. Teixeira et al. (2015) testou a capacidade do amido
tratado por alta pressao hidrostatica (HHP) em se ligar e transportar sais de zinco e
magnésio e antioxidantes naturais de extratos de erva-mate (llex paraguariensis). Os
autores verificaram que o tipo de carreador de amido nao afetou a carga total de
polifendis. Além disso, a andlise de HPLC mostrou que a composigao relativa de
polifendis do extrato de erva-mate foi mantida. Portanto, o amido de milho foi
adequado para transportar sais minerais e extrato de erva-mate simultaneamente.

Eskandarinia et al. (2018) prepararam filmes de amido de milho carregados
com extrato etandlico de propolis usando o método casting e estudaram as
propriedades mecanicas e quimicas e propriedades antibacterianas do filme. Seus
resultados de pesquisa mostraram-se promissores para aplicagdo como curativo,
principalmente pela presenca do extrato etandlico de prépolis que apresentou
propriedades antibacterianas e aumentou a hidrofobicidade.

Aliabadi e colaboradores (2020) produziram filmes de amido e celulose
microfibrilada aos quais incluiram extrato de folha de erva-mate de llex paraguariensis
A. St.-Hil. Com o objetivo de ser uma alternativa potencial como curativos de
cicatrizacao de feridas. Assim, investigaram o efeito da mistura do extrato de erva-
mate durante e apés a desfibrilacdo de Eucalyptus sp. papel kraft branqueado por
moagem ultrafina. Os resultados encontrados mostraram que o extrato de erva-mate
aumentou a resisténcia do filme, e a celulose desfibrilada é capaz de proteger os
compostos bioativos do extrato. Neste trabalho, os filmes também apresentam
atividade antibacteriana contra dois patdégenos conhecidos S. aureus e E. coli, com

alta atividade antioxidante. Isso foi atribuido aos compostos bioativos que
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apresentaram cicatrizacao mais rapida in vitro de feridas, sugerindo que filmes de
celulose microfibrilada (MFC) contendo extrato de erva-mate podem ser uma
alternativa potencial como curativos de cicatrizacao de feridas.

No trabalho desenvolvido por Jaramillo et al. (2016), filmes biodegradaveis e
comestiveis a base de amido-glicerol contendo diferentes concentracoes de extrato
de erva-mate (0,5 e 20% em peso) como antioxidante natural foram elaborados. Os
pesquisadores, com o objetivo de obter filmes promissores para serem usados como
embalagens, demonstraram que o extrato de erva-mate atuou como plastificante, e a
incorporagao dos bioativos naturais melhorou a biodegradabilidade dos filmes em
compostagem e preservou sua estabilidade em meios acidos e alcalinos. Isso foi
explicado pela redugéo nas intera¢cdes moleculares entre as cadeias amido-amido e
um fortalecimento das interacdes de ligacdo de hidrogénio entre os grupos hidroxila
do amido e os compostos polares do extrato.

Knapp et al. (2021) verificaram que a atividade antioxidante dos filmes de
amido por sequestro de DPPH+ aumentou proporcionalmente com a concentragao do
extrato de erva-mate. Este comportamento foi explicado pelo aumento de compostos
fendlicos aumentando com a adicdo do extrato de erva-mate nos filmes de amido.
Esses fendis atuam como antioxidantes naturais e eliminam os radicais livres DPPHe.
Assim, conhecendo a eficacia dos filmes de amido com extrato de erva-mate na
eliminacao de radicais livres de alimentos embalados, é possivel prolongar a vida util
desses alimentos. Como sugestdao os autores declaram ainda que alimentos
gordurosos sdo uma boa aplicacao para estes biofilmes, pois os &cidos graxos podem
sofrer processos oxidativos, alterar caracteristicas sensoriais e nutricionais; e 0s
antioxidantes retardarao essas reacoes.

Outra aplicacao interessante é o potencial de utilizacao dos filmes para
incidentes de descarga de aguas residuais oleosas. O método preferido de separagéao
Oleo-agua é usar filtros super-hidrofébicos ou superoleofdbicos subaquaticos. Até o
momento, existem poucos estudos sobre filmes de separacao 6leo-agua a base de
amido, a maioria dos quais sao preparados em conjunto com outros biopolimeros,

como celulose poli (éter-éter-cetona) e polidimetilsiloxano (CUI et al., 2021).
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2.3 PROPRIEDADES DOS BIOFILMES

Filmes a base de amido tém amplas perspectivas de aplicacao através da
adicao de outros compostos, como polifendis, éleos essenciais e nanoparticulas. Os
filmes também podem apresentar propriedades antibacterianas, antioxidantes, de
barreira ultravioleta, barreira de vapor de agua e barreira de oxigénio. Estas
caracteristicas sdao extremamente benéficas para a conservacdo de alimentos
pereciveis, como frutas e hortaligas, frutos do mar, carnes e outros alimentos (CUI et
al., 2021).

2.3.1 Propriedades de barreira

As propriedades de barreira a luz sdo aspectos importantes para embalagens
de alimentos, sendo que alguns produtos requerem embalagens opacas e outros
sistemas de embalagem transparentes. O objetivo é proteger os alimentos da luz e da
radiacao Ultravioleta (UV) (KNAPP et al., 2019), visto que, os radicais livres sé&o
facilmente formados na presenca da radiacao UV. Eles reduzem a qualidade dos
alimentos devido a oxidacao de lipidios, destruicdo de nutrientes e antioxidantes,
alteracao de cores e pigmentos, além de possibilitar a formacdo de cheiros
indesejaveis.

Logo, o desenvolvimento de filme a base de amido que possam resistir a
radiacdo UV é crucial para diversas aplicacées, como embalagens de alimentos,
produtos nutracéuticos, curativos, entre outras aplicacdes. Os extratos vegetais sdo
ricos em polifendis e estes compostos aromaticos podem atuar como uma excelente
barreira UV (CUI et al., 2021).

Outra propriedade de barreira importante que afeta a qualidade dos produtos
€ a baixa transmissibilidade de oxigénio (CUI et al., 2021). Os filmes de amido
possuem propriedades de barreira ao oxigénio satisfatérias, por isso sao adequados
para preservacao de alimentos visto no trabalho de Aghazadeh et al. (2017) que
compararam as propriedades de filmes comestiveis. Filmes de amido de milho
evidenciaram um valor de 0,0090 cc mm/m? d kPa de permeabilidade ao oxigénio e
nao houve diferenca significativa desta propriedade com os demais revestimentos
estudados.
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2.3.2 Adicao de fibras naturais

A incorporacgéao de fibras lignocelulésicas organicas tém sido estudadas para
melhorar as propriedades dos filmes de amido. As fibras naturais sdo usadas na
producdo de compdsitos poliméricos, com a viabilidade de serem localmente
disponiveis e de baixo custo. Com uma estrutura fibrilar complexa de celulose,
FIGURA 4, hemicelulose e lignina dispostas em forma de feixes micro e nanofibrilares,
extraidas por diferentes métodos termoquimicos e mecanicos. A incorporagao de tais
nanofribras em polimeros biodegradaveis resulta em boa compatibilidade e sao
confiaveis para a aplicacao de alta tecnologia, como aplicagdes biomédicas, materiais
de implantes, material de embalagem, membrana permeavel, entre outras (GIRI et.
al., 2022).

FIGURA 4 - ESTRUTURA CELULOSE.
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FONTE: O autor (2022).

A melhora na resisténcia a tensado pode ser atribuida as interacdes amido-
celulose, que diminuem a mobilidade da cadeia de amido. A adicdo de fibras entre
2,5-3,0% melhora a resisténcia mecanica dos filmes embora uma estrutura fragil
também seja apresentada. Isso pode ser atribuido a estrutura ndo homogénea dos
filmes, resultando em compésitos quebradicos (GARCIA-GUZMAN et al., 2022). Na
FIGURA 5, a seguir, tem-se um esquema do processo de producao do biofilme
compaosito de amido com adigao de celulose microfibrilada.
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FIGURA 5 — PROCESSO DE PREPARACAO DE BIOCOMPOSITO A BASE DE AMIDO COM REFORCO DE CELULOSE
MICROFIBRILADA.
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FONTE: adaptado de CHEN et al. (2019).

Li et al. (2018), ao adicionarem nanofibras de celulose ao filme de amido de
milho, observaram melhora significativa na resisténcia a tracdo e moédulo de
elasticidade dos filmes. Eles também relataram que a incorporac¢ao dessas nanofibras
dificultou a permeabilidade do vapor de agua através do composito: reduziram o valor
para permeabilidade ao vapor de agua de 1,30.10°° (g.m™". s'. Pa™') para 9,20.10"""
(g.m". s'. Pa"), adicionando 20% de nano celulose. Além disso, através do estudo
do angulo de contato da gota de agua, indicaram maior hidrofobicidade dos filmes de
amido com a presenca das fibras de celulose em comparagao com os filmes apenas
de amido, relatando que as ligagdes de hidrogénio entre o amido e a nano fibras de
celulose reduzem a interacao entre a agua e os filmes compdsitos.

Rendén-Villalobos et al. (2022) utilizou residuos de manga para obter amido
e micro celulose para a producado de bioplastico. Os resultados encontrados pelos
autores mostraram um efeito positivo no mdédulo de elasticidade e na resisténcia a
tracdo dos bioplasticos. A andlise de biodegradagcdo mostrou maior grau de
desintegracado das amostras em condi¢cdes laboratoriais. E com a adi¢ao de celulose,
aumentou-se o tempo de degradacgao.
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2.3.3 Solubilidade

A solubilidade em agua também desempenha um papel importante em
materiais de embalagens de alimentos a base de amido. A solubilidade em agua do
filme é reduzida pela adicao de substancia hidrofébica a matriz de amido (CUI et al.,
2021). A adicao de extratos bioativos a filmes a base de amido pode diminuir a
solubilidade, como visto por Wang et al. (2021) que, ao aumentarem o 6leo essencial
de Zanthoxylum bungeanum nos filmes, notaram uma diminuicdo significativa na
solubilidade em agua dos filmes de amido de milho.

A solubilidade dos filmes de amido esta relacionada a sua aplicagcao para
melhorar a integridade e degradabilidade de um produto (MEDINA-JARAMILLO et al.,
2015). Alem disso, € possivel avaliar a estabilidade do material nas condigcdes
externas de armazenamento (umidade e temperatura), mas também sua resisténcia
dependendo do produto embalado (PUSCASELU et al., 2021).

A natureza hidrofilica dos filmes de amido € aumentada quando se adiciona
compostos fendlicos extraidos em agua, pois ha um aumento no espaco entre as
cadeias do polimero de amido que permite a passagem das moléculas de agua pelas
amostras do filme. Em contrapartida, esses compostos fendlicos podem atuar como
plastificantes (MEDINA-JARAMILLO et al., 2015).

2.3.4 Propriedades térmicas

De acordo com a ICTAC - International Confederation For Thermal Analysis
And Calorimetry, a andlise térmica € o estudo da relacao entre uma propriedade da
amostra e sua temperatura a medida que a amostra € aquecida ou resfriada de

maneira controlada (http:/www.ictac.org/index.html), pois através do aquecimento

pode se induzir mudancgas fisicas ou quimicas.

Esta técnica termoanalitica de caracterizacdo de materiais dispode,
basicamente, de uma balanca de precisdao e um forno programado em que é possivel
controlar a taxa de aumento de temperatura. Esta taxa de aumento de temperatura
pode ocorrer de trés formas: Dindmicas — aquecimento com taxa constante; Isotérmica
— temperatura constante; Quase-estatico — Juncao das duas formas anteriores. Ao
avaliar a perda de massa ou percentual de massa decomposto, geralmente

transformado em gases, em funcédo do tempo ou temperatura obtém-se uma curva
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termogravimétrica (TG) ou curva de decomposicdo térmica. Estes graficos séo
capazes de indicar a estabilidade térmica de um material, a velocidade de secagem e
a cinética de degradagao de um composto, por exemplo (MATOS, 2015).

O gréfico de uma curva termogravimétrica é quantitativo para perda de massa
e qualitativo para mudanca de temperatura de transicdo em funcdo dos fatores
instrumentais e das caracteristicas das amostras. Esta decomposicao térmica pode
envolver uma variedade de fendmenos como a decomposicao, a desidratacao e a
sublimacéao de substancias presentes na amostra. Esses e outros fendmenos podem
provocar a alteracao da massa da amostra e, por isso, permitir a avaliacao por analise
gravimétrica (MATQOS, 2015).

Na representagédo grafica de uma curva termogravimétrica (FIGURA 6), é
possivel ver patamares, regides em que nao ocorre perda de massa; quando essa
variacao ocorre, tem-se a presenca de declives. Muitas vezes, mudancas de massa
que ocorrem em temperaturas proximas tornam a visibilidade dos eventos
imperceptivel, portanto, emprega-se um recurso matematico: a derivada da curva
termogravimétrica (DTG), relativo a 12 derivada de qualquer curva em relagédo a
temperatura ou ao tempo. Este recurso estipula a velocidade de mudanca de peso
com o tempo, dW/dT, contra a temperatura. Na curva de DTG, quando ndo ha perda
de peso, dW/dT é 0. O maximo da curva derivada corresponde ao coeficiente angular
maximo na TG. Quando dW/dT for um minimo (mas nao zero), ocorre uma inflexao,
isto €, uma mudanca do coeficiente angular na curva de TG (VOGEL, 2002).

A energia envolvida no processo (DTA) pode ser medida simultaneamente
com a analise termogravimétrica (TGA), a exemplo do grafico FIGURA 6, sendo uma
técnica util para a caracterizagdo do estado sélido de materiais farmacéuticos. A
técnica DTA mede a diferenca de temperatura da amostra em comparagéao a uma
referéncia. Dessa forma, mapeia as temperaturas onde ocorrem 0s eventos térmicos
e mostra se os processos de decomposicdo sao endotérmicos ou exotérmicos.
(PALERMO, 2001).

A queima do material libera como produto gases, para evitar o acumulo
desses produtos e garantir que o ambiente seja 0 mais constante possivel durante o
experimento, aplica-se um gas de arraste: Ar estatico é o ar ambiente difundido pelo
forno; Ar dindmico é o ar comprimido de um cilindro que passa pelo forno em vazao

conhecida; com Nitrogénio livre de oxigénio, € um meio inerte (VOGEL, 2002).
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O peso, o tamanho de particula e o0 modo de preparagdo sao fatores de
interferéncia da curva termogravimétrica. Recomenda-se melhor usar uma pequena
quantidade de amostra com o menor tamanho de particulas possivel. Pois, quanto
maior o empacotamento das particulas da amostra, maior o tempo de difusdo dos
gases dentro dessas particulas e, consequentemente, maior a faixa de temperatura
na qual a substancia volatil saira da amostra (MATOS, 2015; VOGUEL, 2002).

FIGURA 6 — GRAFICO GENERICO DE UMA CURVA TERMOGRAVIMETRICA, DERIVADA PRIMEIRA (DTG) E A
ENERGIA ENVOLVIDA MO PROCESSO DE DECOMPOSICAQ (DTA).
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FOMTE: O autor (2022).

Para caracterizagao de materiais poliméricos, esta técnica auxilia no estudo
da estabilidade térmica de polimeros e determinacdo da identidade do polimero.
Como (DTG) indica a temperatura em que a mudanca de peso € maxima, ela é util na
distin¢cao de polimeros. Por isto, tanto a TG como a DTG permitem a identificagdo dos
componentes de um material polimérico (VOGUEL, 2002).

Assim, Jaramillo et al. (2016) utilizaram-se da andlise termogravimétrica para
avaliar a estabilidade térmica dos filmes biodegradaveis e comestiveis a base de
amido-glicerol de mandioca com diferentes concentragbes de extrato de erva-mate
que prepararam por casting. Além disso, para determinar as temperaturas de
decomposicao térmica de todos os filmes desenvolvidos, aplicaram a primeira funcao
derivada das curvas TG. Abdillah e Charles (2021) também examinaram os perfis de
estabilidade térmica por termogravimetria das amostras de filme comestiveis

biodegradaveis a base de amido incorporado com carragenina.
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Du et al. (2021) estudaram o padréao de decomposicao e a estabilidade térmica
de diferentes filmes por TG de biofilmes a partir de proteina miofibrilar de peixe e
solucao de quitosana incorporada com extrato de alecrim. Ja Arrieta et al. (2018) por
meio de TGA investigou o0 comportamento de degradacéo térmica do residuo de erva-
mate puro, bem como de nanoparticulas do extrato de erva-mate. Da mesma forma,
Aliabadi e colaboradores (2021), afim de avaliarem o comportamento térmico de seus
filmes de celulose microfibrilada com adi¢cdo de extrato de erva-mate, utilizaram-se
desta técnica. Com isso, perceberam que o extrato de erva-mate diminuiu ligeiramente
a temperatura maxima de decomposicao, com uma resisténcia térmica levemente
melhorada em torno de 20 — 250 °C.

2.3.5 Propriedades espectroscopicas — Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma técnica analitica que auxilia na
identificacdo de estruturas moleculares, de forma qualitativa e quantitativa, revelando
informagdes de sua constituicao, além de revelar quais sado os grupos funcionais que
participam da estrutura do analito. Cada grupo quimico na amostra absorvera uma
energia especifica em relacdo a um comprimento de onda aplicado, como aldeidos,
cetonas, acidos carboxilicos, ésteres, haletos acidos e amidas (DIAS et al., 2016). Isto
porque, na regido do infravermelho ocorrem as transi¢des vibracionais, com subniveis
rotacionais, associadas a energia das ligacoes quimicas. Assim, obtém-se espectros
com interpretagao relacionado as ligacdes quimicas (ARAUJO E IRIRS, 2021).

No infravermelho, € muito comum expressar a Radiacao Eletromagnética em
nimero de onda [cm-'] (ARAUJO E IRIRS, 2021). Trés regides sdo utilizadas com
diferentes niveis de energia: o infravermelho distante, com nimero de onda inferior a
400 cm™'; o infravermelho médio, geralmente é a faixa mais utilizada, com nimero de
onda entre 4.000 e 400 cm~'; e o infravermelho préximo, com nimero de onda entre
13.000 cm~" e 4.000 cm~' (DIAS et al., 2016).

O espectrofotdbmetro de infravermelho com transformada de Fourier € um
instrumento que possui a vantagem de realizar essa operacdo matematica, conhecida
como transformada de Fourier (FT), que pode separar as frequéncias das absor¢des
individuais contidas no interferograma. Esta vantagem € a producéo deste grafico em
uma velocidade superior ao infravermelho convencional (menos de um segundo),

dessa forma, coleta dezenas dessas leituras de uma mesma amostra. Quando se
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realiza uma transformada de Fourier na soma dos interferogramas, obtém-se um
espectro com melhor razao sinal/ruido, maior velocidade e maior sensibilidade do que
um instrumento sem essa operacao (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, VYVYAN, 2016).

Para caracterizar amostras sélidas € recomendado o uso do acessério de
Refletancia Total Atenuada (ATR). Com este acessério ndo € necessaria preparacao
de amostra; quando o feixe a penetra levemente, a frequéncia vibracional da amostra
€ em parte absorvida, “atenuando” assim o feixe, como exibe o esquema na FIGURA
7. Mesmo observando algumas diferencas na intensidade relativa dos sinais, o
espectro obtido € semelhante ao obtido com um IV operando no modo de
transmitancia. Além disso, ndo é exigido que o exemplar em analise seja limpido
(PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, VYVYAN, 2016).

FIGURA 7 — ESQUEMA FUNCIONAMENTO ACESSORIO ATR.
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FOMTE: adaptado de (DIAS et al., 2018).

Jaramillo et al. (2016), Panrong et al. (2020), Aliabadi e colaboradores (2021),
usaram IVFT — ATR para caracterizar seus filmes com base em amido; Feng et al.,

2018, Abdillah e Charles (2021) também utilizaram IVFT para avaliar seus filmes,
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ambos os artigos utilizaram a faixa de trabalho no infravermelho médio. Pilatti-Riccio
(2019) em seu trabalho sobre encapsulamento da erva-mate utilizou IVFT — ATR para
comparar o extrato ndo encapsulado com os tratamentos aplicados pelos autores.
Arrieta et al. (2018) empregou a analise de TGA e IVFT — ATR para revelar a perda
de estruturas de hemicelulose que levam a nanoparticulas de mate de base
lignocelulésica (mateNP).

2.4 COMPOSTOS BIOATIVOS

O uso de extratos naturais de plantas é desejavel para o desenvolvimento de
novos produtos alimenticios e nutracéuticos, bem como novos sistemas de
embalagem ativos. E esperado um maior uso de extratos naturais devido ao processo
de regulacao mais facil e a preferéncia do consumidor quando comparado aos
agentes antimicrobianos quimicos (HAN, 2003).

Extratos naturais sdo fontes de compostos bioativos, como antioxidantes,
polifendis e flavonoides, cuja atividade é bastante conhecida nas industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia (KNAPP et al., 2019). Eles sdo, em sua maioria,
metabdlitos secundarios, geralmente relacionados com os sistemas de defesa das
plantas contra a radiacédo ultravioleta ou agressdes de insetos ou patégenos. Como
existem em grande numero, eles podem ser subdivididos em classes de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas e efeito biolégico (COZZOLINO, 2020).

A FIGURA 8 compreende as subdivisdes dos compostos bioativos com enfoque
para os polifendis. Os compostos bioativos podem variar em estruturas quimicas e em
funcbes e estdo distribuidos em trés grandes grupos: polifendis, glicosinolatos e
carotenoides, e cada um desses grupos também apresenta subdivisdes. Como
existem em grande numero, podem ser subdivididos em grupos com milhares de
compostos distintos (COMINETTI e COZZOLINO, 2020).
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FIGURA & - SUBDIVISAO DOS COMPOSTOS BIQATIVOS PRESENTES EM ALIMENTOS DE ORIGEM VEGETAL.
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Uma das caracteristicas relacionadas aos compostos bioativos € a capacidade
antioxidante, antibactericida e antiviral. E a atividade biol6gica dos CBA esta
relacionada a sua estrutura molecular. Ainda, um CBA pode apresentar certa atividade
biolégica in vitroe nao ser biodisponivel ou in vivo. Portanto, uma abordagem
completa sobre a atividade biolégica dessas substancias deve envolver o estudo da
sua estrutura associada a biodisponibilidade do composto (COMINETTI e
COZZOLINO, 2020).

Friedman (2007) em seu artigo de revisdo traz uma abordagem sobre as
atividades antibactericidas, antitoxinas, antivirais, antifingicas de chas,
principalmente os componentes flavonoides. O autor retrata que compostos fendlicos
exibem fortes atividades antibacterianas contra bactérias patogénicas de origem
alimentar, bactérias deterioradoras de alimentos e bactérias patogénicas que causam
doengas infecciosas em humanos. Com isso, fornece uma base para os estudos
necessarios sobre o potencial dos compostos de cha para inativar bactérias em
alimentos liquidos e sélidos e proteger os seres humanos contra doengas infecciosas.
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O autor resume 0 mecanismo da agao antiviral de compostos fendlicos como
baseado na habilidade deles de agirem como antioxidantes para inibir enzimas,
romper membranas celulares, prevenir ligacdes virais e penetracado nas células e para
ativar os mecanismos de autodefesa da célula hospedeira. O autor declara a
importancia de maiores estudos que determinem uma modelagem molecular da
interacdo estrutura flavonoide-membrana celular que pode ser usada para prever

atividades antibidticas de flavonoides estruturalmente diferentes.

2.4.1 Polifendis

Os compostos fendlicos sdo um dos grandes grupos de antioxidantes e séo
substancias naturalmente presentes na maioria dos vegetais. Este grupo de bioativos
apresenta desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizacao. Nos
vegetais podem estar na forma livre ou ligados a glicosideos e proteinas (PIMENTEL,
ELIAS e PHILIPPI, 2019). Recebem bastante atencdo da comunidade cientifica pela
sua capacidade de sequestro de oxigénio (COZZOLINO, 2020).

Existe uma ampla variedade de estruturas encontradas nessa classe de
compostos, o qual é devida as reagbes como: hidroxilacdo, metilagdo, acilagao,
glicosilagao, entre outras. E em alimentos processados e bebidas, como chés, vinhos,
café e chocolate podem conter produtos provenientes dessas reacoes, ou seja, do
metabolismo de polifendis, os quais podem ser mais bem definidos como derivados
polifendlicos (COMINETTI e COZZOLINO, 2020).

Os polifendis apresentam estrutura quimica comum, derivada do benzeno,
ligada a um grupo hidrofilico. Quimicamente podem ser definidos como substancias
que possuem um anel aromatico com um ou mais grupamentos hidroxila ligados. Com
base em sua estrutura e na maneira pela qual os anéis polifendlicos se ligam uns aos
outros, sao classificados em quatro familias: flavonoides, acidos fendlicos, lignanas e
estilbenos (COMINETTI e COZZOLINO, 2020).

Na FIGURA 9 sdo mostradas as estruturas gerais de polifendis, partindo de
fendis simples, com apenas os 6 carbonos do anel aromatico, alguns exemplos seriam
hidroquinona e arbutin - glicosideo de hidroquinona. O grupo com estrutura de C6-C3,
derivados do fenilpropano, compreende os acidos cinamicos. Em geral, eles séao
encontrados ligados a acucares, seja como glicosideos ou como ésteres. Apresentam-

se também como ésteres de fendis com um grupo carboxilico ou com substancias
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afins, como é o caso do acido cafeico que, ligado ao acido quinico através de uma
fungéo éster, forma o acido clorogénico. E as substancias que possuem unidades de
fenilpropanos, esqueletos com 15 carbonos, com uma sequéncia de C6-C3-C6, sao
chamados flavonoides, derivados do flavano (SCHMALKO et al., 2015).

FIGURA 9 - ESTRUTURA GERAL DOS POLIFENOIS.
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FONTE: adaptado de SCHMALKO et al. (2015).

LEGENDA: a) Fenal, eter de metila, glicosideo de hidroguinona, Hidroguinona e arbutin.
b) Acido cinamico, & esquerda, e de um dos principais derivados do Acido cafeico, & direita.
¢} Estruturas gerais dos flavonoides.

Em geral os flavonoides estao presentes nos alimentos na forma glicosilada,
frequentemente sao substancias coloridas, mas também podem se apresentar incolor,
como nas catequinas. Tipicamente os polifendis glicosilados sao mais hidrofilicos e
geralmente muito polares. Do ponto de vista farmacéutico, as estruturas de bastante
interesse sédo quercetina e canferol (COZZOLINO,2020; SCHMALKO et al., 2015).

Uma das fontes vegetais mais importante de polifendis sao os chas, conforme
descrito por Cui e colaboradores (2021), polifenéis do cha (PC) sdao uma mistura de
catequinas que ndo sao tdxicas e sdo usadas amplamente como conservantes
naturais. Estes pesquisadores ainda declaram que, devido aos beneficios para a
saude desses polifendis, ha um interesse crescente em adiciona-los a filmes a base
de amido para que possam ser protegidos do meio ambiente. Portanto, incorpora-los

a uma matriz polimérica possibilita uma boa atuagcéo destes compostos bioativos.
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A exemplo disso, Feng et al. (2018) prepararam filmes de amido com
diferentes conteudos de PC, os quais possuiam inibicao evidente contra S. aureus e
E. coli. Os pesquisadores notaram que a atividade antioxidante do filme a
hidroxipropilamida com PC foi quase quatro vezes maior do que a do filme de amido
sem PC com base em um teste de eliminacdo de radicais livres de DPPH. E
concluiram que o mecanismo antioxidante se deve principalmente a capacidade dos
polifendis de capturar oxigénio ativo e quelar ions metalicos.

Filmes para embalagens bioativas a base de &cido polilatico (PLA), acetil
tributil citrato (ATBC) e polifenol do cha (PC) foram preparados por Ren et al. (2022),
a partir da mistura de seus componentes em aquecimento. As atividades antioxidante
e antibacteriana aumentaram significativamente com o aumento da PC: Com 1%
desse bioativo foi equivalente a 300 mg/L de &cido L-ascdrbico; e com 0,5% e 1% o0s
filmes foram eficazes na inibicdo de Staphylococcus aureus e Escherichia Coli em
quase 5 horas.

Menzel et al. (2020), extraiu compostos fendlicos da palha de arroz e os
adicionaram a filmes de amido. Os autores salientaram que o filme contendo o extrato
antioxidante apresentou atividade aumentada contra os radicais livres DPPH. Um fator
destacado foi a respeito da concentracao destes compostos, pois filmes de amido com
antioxidante tornam-se mais quebradicos com o0 aumento da quantidade do extrato
adicionado, o que atribuiram as interacées dos compostos fendlicos com as cadeias
de amido.

Knapp et al. (2019) corroboram com esse pressuposto ao declararem que os
compostos fendlicos promovem mudangas nos padroes de gelatinizacdo e
retrogradacdao do amido. Os grupos hidroxila dos polifendis solubilizados podem
interagir com a agua e os grupos hidroxila do amido por meio de ligacdes de
hidrogénio, impedindo a interacdo hidrofébica das cadeias de amido para
retrogradacao. Incluem, também, que a adicdo de acidos fendlicos pode alterar o pH
do sistema, sendo capaz de afetar a viscosidade do sistema e alterar a formacéao da
pasta de amido.

Compostos fendlicos tem um crescente interesse farmacolégico por suas
propriedades antioxidantes, antibactericidas, antivirais, entre outras. A erva-mate é
uma planta conhecida por seu alto conteudo fendlico. Algumas dessas propriedades
sao atribuidas ao elevado conteudo de derivados do acido cafeico (acidos
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clorogénico), além de outros pertencentes a esta classe de bioativos (SCHMALKO et
al., 2015; MEDINA-JARAMILLO et al., 2015).

2.4.2 Erva-mate

llex paraguariensis A.St.-Hil, conhecida como erva-mate (FIGURA 10) pertence
a familia botanica: Aquifolidcea. Esta arvore de pequeno porte, de até 15 metros de
altura com caule curto e copa densa, apresenta folhas duras, alternadas, oblongas,
verde-escuras, glabras, com compressao de até 8 cm por até 4 cm de comprimento.
Inflorescéncia em “s” na axila das folhas. Com flores de dois tipos: estaminadas e
pistiladas por reducao, geralmente tetrdmeras, até 7 mm de didmetro. Seu Fruto baga
€ esférico, com quatro sementes, de tons vermelho-preto, com didmetro de 5 mm

(SCHMALKO et al., 2015).

FIGURA 10 — ARVORE ERVA-MATE.

FONTE: O autor (2022).
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As folhas passam por um processo de secagem para torna-las estaveis, folhas
frescas sofrem varias etapas de processamento: branqueamento, secagem e algumas
vezes envelhecimento. Elas sao utilizadas para preparagao de bebidas alimenticias e
estimulantes, como cha, chimarr&o e “tereré”, bebidas "tipicas da regido Sul do Brasil.
(HECK et al., 2007; SIMOES et al., 2017).

Em escala laboratorial pode ser usado secagem assistida por micro-ondas,
como descrito por Passardi et al. (2006). Neste trabalho, amostras de /lex
paraguarienses foram secas por radiagdo em micro-ondas e os principais resultados
mostram que o processo € viavel e o produto é aceitavel para uso. Além disso, ha a
vantagem em relagdo a secagem convencional, pois o0 branqueamento e a secagem
— etapas realizadas no processo de producgao de erva-mate - podem ser feitos em uma
Unica, ao utilizar o micro-ondas. A evaporacdo da agua livre para as condi¢cdes
experimentais é quase uniforme para folhas e galhos.

Seu uso medicinal e em cosmético vem crescendo, assim, como outras plantas,
a erva-mate tem sido considerada um alimento funcional, devido a quantidade de
compostos bioativos que contém. Muito conhecidos sédo os alcaloides, saponinas, mas
principalmente polifendis, que estdo associados a significativa atividade antioxidante,
hipoglicemiante, antiviral e hepatoprotetora (SCHMALKO et al., 2015).

Os primeiros trabalhos sobre composicdo quimica da erva-mate datam do
inicio do século XX (SCHMALKO et al., 2015). A llex paraguariensis A.St.-Hil. foi
descrita pelo botanico francés Auguste de Saint-Hilaire. O uso do mate foi registrado
pelos naturalistas desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais. Atualmente, a infuséo
da planta € consumida na Argentina, no Paraguai, no Uruguai e no sul do Brasil, sendo
um dos principais produtos de exportacdo desta regido. llex paraguariensis é
estimulante devido ao elevado teor de cafeina, e apresenta outras atividades
bioldgicas (SIMOES et al., 2017).

A composicdo quimica apresenta, em geral, metilxantinas (0,7 a 2,3% de
cafeina, 0,3% de teobromina e tracos de teofilina — estruturas correspondentes na
FIGURA 11). Também estado presentes acucares, vitaminas, aminoacidos, compostos
fendlicos, principalmente &cido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico — FIGURA 9) e
seus produtos de oxidacao, flavonoides (quercetina, kaempferol e rutina).
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FIGURA 11 - ESTRUTURAS DAS XANTINAS: TEQFILINA (1,3-DIMETILXANTINA), TEOBROMIMA (3, 7-DIMETILXANTINA) E
CAFEINA (1,3, 7-TRIMETILXANTINA).
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FONTE: © autor (2022).

Saponinas triterpénicas também integram esta espécie vegetal, sendo uma
mistura complexa de moléculas monodesmosidicas e bidesmosidicas, compostas
pelo acido ursolico e glicosideos de acido oleandlico. Arabinose, glicose e ramnose
compdem a fracdo de aclcar destes compostos (HECK et al., 2007; SIMOES et al.,
2017; COELHO, et al., 2010). A FIGURA 12 representa uma estrutura para os
isdbmeros das metassaponinas encontradas na erva-mate com a descrigao dos grupos

substituintes R.

FIGURA 12 — EXEMPLOS DE METASSAPONINAS (ISOMEROS) PRESENTES NA ERVA-MATE.
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FOMNTE: adaptado de COELHO et al. (2010).

LEGEMNDA: Metassaponinal: comR1=CH3, R2=H R3=Rd4=HouRl1=H, R2=CH3 R3=R4=H;
Metassaponina 2: com R1 = CH3, R2 = H, R3 =ramnose, R4 =H ou R1 = H, R2 = CH3, R3 =ramnose, R4 = H;
Metassaponina 3: com R1=CH3, R2 =H, R3=H, R4 = glicose ou R1 = H, R2 = CH3, R3 = H, R4 = glicose.
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O alto teor de fitoquimicos encontrado se destaca nessa planta, cerca de 10%
em peso seco, particularmente compostos fendlicos, tais como acido 3-cafeoilquinico
(3-CQA), acido 4-cafeoilquinico (4-CQA), &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA), acido 3,4-
dicafeoilquinico (3,4-DQA), é&cido 3,5-dicafeoilquinico (3,5-DQA) e acido 4,5-
dicafeoilquinico (4,5-DQA) e acido cafeico (PILLATI-RICCIO et al., 2019)

A llex paraguariensis, dentre as espécies llex, € a de maior capacidade
antioxidante, o que se correlaciona com a alta concentragdo de derivados
cafeoilquinicos. O extrato de erva-mate apresenta poder antioxidante intermediario
independente do radical empregado. O principal responsavel por essa atividade é o
acido clorogénico, também, derivados de cafeoil, metilxantinas (cafeina e teobromina),
flavonoides (em menores concentragdes), principalmente rutina. De modo geral, para
avaliar o conteudo de substancias fenélicas totais, muito se utiliza do método de Folin-
Ciocalteu (KNAPP et al., 2019; SCHMALKO et al., 2015; BOAVENTURA et al., 2013).

Constituido pelos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, o reagente Folin-
Ciocalteu contém tungsténio e molibdénio em estado de oxidacdo 6+. Na presenca
dos agentes redutores, no caso os polifendis, em meio alcalino, sua coloragao passa
de amarelo para azul. Em virtude desta mudanca de coloragdo é possivel aplicar
método espectrofotométrico e analisar quantitativamente a presenca destes agentes
redutores (LAZZAROTTO et al., 2020).

O conteudo de metabdlitos, muitas vezes, difere de acordo com o material e
processamento empregado. A composicdo das moléculas ativas também difere
conforme o método extrativo e metodologia analitica aplicados. A idade do
amadurecimento das folhas faz oscilar a concentracao dos metabdlitos, conforme o
papel funcional fisiol6gico que desempenham na planta (SCHMALKO et al., 2015).

Contudo, Fayad et al. (2020) ressaltam que, com o avanco da resisténcia
antimicrobiana aos compostos ja estabelecidos, é importante identificar ativos ou
extratos que inibam as bactérias ou diminuam sua viruléncia. Dessa forma, ha a
necessidade de pesquisas deste produto natural voltado para aplicacbes em inovacao
tecnoldgica.

Assim, estes pesquisadores realizaram testes em extratos aquosos da erva-
mate quanto a atividade antibacteriana contra diferentes espécies bacterianas. Foram
encontradas atividades promissoras contra Staphylococcus aureus (cepas padrao e
clinicas), Klebsiella pneumoniae (cepas padrdao) e Acinetobacter baumanii (cepas
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padréo e clinicas) com Concentragdes Minimas Inibitérias (MICs) de 1,88 - 3,75
mg/mL, 1,88 mg/mL e 2,5 - 10 mg/mL, respectivamente.

A atividade antibacteriana da erva-mate sobre K. pneumoniae e A. baumanii
qgue estes autores encontraram também indica que a atividade dos extratos aquosos
nao esta limitada as bactérias Gram-positivas, mas também se estende a algumas
espécies Gram-negativas. Além disso, eles sugerem que 0s compostos ativos na
erva-mate responsaveis pela atividade contra S. aureus estao presentes tanto na agua
como nos extratos de metanol e etanol, visto que ambos apresentaram comparaveis
atividades antibacterianas em S. aureus.

O Extrato de folha de erva-mate de llex paraguariensis A. St.-Hil possui alta
quantidade de acidos caeoilquinicos que podem ser benéficos para diversas
aplicacées em vez de seu uso convencional como bebida quente, conforme apontam
Aliabadi et al. (2020). Logo, estes compostos bioativos presentes na erva-mate
precisam ser preservados e estabilizados quanto a degradagcao por fatores como
oxigénio, luz, pH e aquecimento (PILATTI-RICCIO et al., 2019).

Assim sendo, 0 extrato de erva-mate é em geral incorporado em filmes de
amido, em que atua como antioxidante e plastificante. Além disso, o aumento da
adicao de extrato de erva-mate também tem sido relatado como responsavel pela
reducado da temperatura de fusdo (Tm) dos filmes, o que limita a recristalizacdo do
amido, melhorando a capacidade de processamento desses materiais (KNAPP et al.,
2019; MEDINA-JARAMILLO et al., 2015; JARAMILLO et al., 2016).

2.4.3 Crioconcentracao

Diversas tecnologias emergentes tém sido estudadas como alternativas ao
processo de concentracdo convencional. Nesse sentido, a concentracdo por
congelamento ou crioconcentragdo € uma tecnologia promissora a ser adotada na
industria  alimenticia. O principio dessa operagdo € o0 congelamento e
descongelamento, tendo, por fim, a separacéo do soluto concentrado. De modo geral,
no descongelamento a primeira fragdo obtida consiste em um conteudo liquido
concentrado, enquanto o restante pertencente a segunda fragdo com o minimo de
solidos soluveis (SOUTO et al., 2022).

Quanto mais concentrada for uma solucdo, menor sera a temperatura

necessaria para que ela congele, pois, os solidos tendem a reduzir o ponto de
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congelamento, dificultando a cristalizagdo dos solventes. Quando controlado, o
congelamento de alimentos liquidos produz cristais de gelo acima da temperatura
eutética, aumentando a pureza da &agua cristalizada, preservando todas as
propriedades da solucao original. O tempo de congelamento também esta relacionado
a forma e ao material do recipiente da solucdo de concentracao; quando em contato
com as paredes do recipiente, a transferéncia de calor ocorrera mais rapidamente nas
camadas mais externas da solugcéo, enquanto, nas camadas internas, o congelamento
ocorre gradativamente até atingir seu centro (PRESTES et al., 2022).

Nesse contexto, Rezzadori et al. (2021) utilizou-se dessa técnica para
concentrar compostos bioativos do extrato aquoso de folhas de goiaba como forma
de aumentar e manter as propriedades antioxidantes. Os autores declaram que a
crioconcentracdo € um método eficaz para preservar e aprimorar importantes atributos
de qualidade, como a bioacessibilidade de compostos bioativos. Além disso,
acrescentam que este processo consome menos energia do que a evaporacao devido
ao menor calor latente de solidificagdo da agua em relacao a vaporizagao.

Boaventura e colaboradores (2013), avaliaram os efeitos da concentracao por
congelamento do extrato aquoso de folhas de erva-mate sobre o teor de componentes
bioativos e a atividade antioxidante do fluido concentrado e do gelo obtido. Os
compostos fendlicos encontrados pelos pesquisadores foram o &cido clorogénico,
acido 3,5-dicafeoilquinico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido 3,4-
dihidroxibenzdico e acido galico, os quais melhoraram substancialmente em todas as
etapas de concentracdo de congelamento. Os teores de metilxantinas (cafeina e
teobromina) também aumentaram com a aplicagéo desta metodologia. Além disso, 0s
valores de ambos 0s ensaios antioxidantes se correlacionaram com o teor de
compostos bioativos do extrato aquoso de erva-mate neste trabalho.

Demirbas et al. (2018) realizaram a crioconcentragdo em bloco e o
descongelamento parcial da antocianina de B. oleracea. Relataram que o método
aplicado aumentou a atividade de antocianinas e o teor de fenol total
aproximadamente dez vezes em comparacao com as técnicas de extragdo comuns.
Destacaram a necessidade de produtos e tecnologias sustentaveis derivados de
materiais agricolas. Assim, a aplicabilidade dessa técnica verde, facil e altamente
eficiente é relevante para a producao de produtos de maior valor agregado.
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2.5 LIBERACAO DO ATIVO INCORPORADO AOS BIOFILMES

O amido é uma matriz polimérica capaz de armazenar/ encapsular o ativo e
libera-lo durante o contato direto com a superficie de interesse, no caso, contaminada.
Essas interacdes resultam em uma liberacéo gradual dos compostos antimicrobianos
e garantem sua acao por um periodo mais longo quando comparado com a aplicagao
direta, que aumenta as interferéncias sensoriais dos alimentos. A capacidade de
liberar componentes antimicrobianos por contato direto € uma caracteristica
importante porque, normalmente, a maior contaminagdo microbiana ocorre na
superficie (DO EVANGELHO et al., 2019).

Ao incorporar compostos bioativos visando a aplicacdo como agentes
antimicrobianos, € necessario avaliar a liberacdo destes ativos para comprovar sua
aplicacdo como embalagem ativa antimicrobiana. Quando um composto volatil é
incorporado em uma embalagem, ele é liberado principalmente por permeacao e
difusdo nas superficies dos alimentos e a taxa de liberagdo desses agentes do
material tem um efeito significativo em sua atividade e aplicagbes potenciais. Ainda, a
temperatura influéncia nessa taxa de liberacao dos agentes antimicrobianos em filmes
a base de amido; quando em temperaturas mais altas, é atribuido maior mobilidade
das moléculas (KUORWEL et al., 2013; SUPPAKUL et al., 2011).

Panrong et al. (2020) ressaltam que o estudo da liberacdo de compostos
ativos € necessario para apoiar o uso potencial do material assim produzido como
embalagem ativa. Assim, avaliaram o comportamento de liberagcao do extrato de cha
verde na mistura de filmes termoplastico a base de amido de mandioca modificado e
polietileno linear de baixa densidade. A cinética de liberacdo de cha verde foi
determinada em diferentes simuladores de alimentos: agua destilada, acido acético
3%, etanol 10% e etanol 95% e concluiram que o comportamento liberagéo do extrato
de cha verde nos filmes é semelhante em meio aquoso e acido. Além disso, 0 meio
com alto teor de etanol (95% etanol) acelerou a taxa de liberagdo de cha verde devido
a forte afinidade dos compostos fendlicos pelo meio e interacdo do etanol com
matrizes poliméricas que aumentaram a difuséo.

Filmes biodegradaveis ativos e inteligentes de fécula de mandioca e glicerol
com 5% em peso de diferentes extratos naturais como cha verde e manjericao foram
obtidos por casting na pesquisa desenvolvida por Medina-Jaramillo et al. (2017). Os

pesquisadores depositaram as amostras do flme em 5 mL de agua em um agitador
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por 24 horas e a migracao dos polifendis do cha verde e do manjericao foi avaliada
pelo método de Folin-ciocalteu. Apbs avaliarem a liberacdo do extrato em cada
sistema ao longo de 30 minutos, observaram que o material com extrato de ché liberou
aproximadamente 17%, enquanto 0 manjericao, em torno de 7%. Portanto, ambos os
filmes podem ser utilizados como produtos de liberagdo controlada para revestir
alimentos.

Além do meio de liberacdo afetar esse mecanismo, a concentracdo de
compostos fendlicos incorporada ao filme também refletira nesse processo. Isto foi
observado no trabalho de Knapp et al. (2019), em que desenvolveram filmes de amido
com extrato de erva-mate elaborados com agua: etanol (vol./vol.) a 50°C. Os
compostos fendlicos e a atividade antioxidante foram maiores nos filmes controle (sem
extrato), além de acompanharem o aumento a medida que a concentragdo do extrato
de erva-mate incorporada ao filme foi elevada.

Lazzarotto et al. (2020) realizaram a incorporacao do amido de milho com
extratos liofilizados de erva-mate. O extrato liofilizado elevou a quantidade de
compostos organicos incorporados e, através da analise das propriedades térmicas
do produto, verificaram que o extrato de erva-mate alterou as propriedades térmicas
do amido de milho. Este trabalho tem por intuito ampliar a aplicacao deste material,
incorporando 0 extrato de erva-mate crioconcentrada durante o processo de
gelatinizagdo do amido e formando biofilmes, assim obter um produto com potencial
uso no ramo nutracéutico.
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3 METODOLOGIA

3.1 ELABORACAO DOS BIOFILMES

3.1.1 Extracéo da erva-mate:

Folhas de dois cultivares clonais para alta produtividade em sistema semi-
hidropénico, denominados BRS 408 e BRS 409 (WENDLING, STURION, SANTIN;
2017) foram colhidas em 01 de fevereiro de 2021 na Embrapa Florestas (Colombo —
Parana, Brasil). Prontamente ap6s a colheita, as folhas foram secas em micro-ondas
e moidas com o auxilio de liquidificador, ambos equipamentos domésticos
convencionais. Na sequéncia, realizou-se o fracionamento do conteudo em peneira
de 35 — 100 MESH, e as particulas retidas nesta peneira foram pesadas e levada ao
aquecimento em agua destilada a 75 °C, por 15 minutos, sob agitacdo. Apés
resfriamento e filtragem, obteve-se um volume liquido total de 1600 mL do extrato
aquoso de erva-mate com concentragdo de 30,0 g/L, de cada cultivar em ftriplicata.
Destas solugdes, 1000 mL foram destinados para crioconcentracao e o restante (600
mL), chamado de solucdo Extrato Inicial de erva-mate (El), foi utilizado para
composicao dos filmes e analise de Polifendis Totais.

3.1.2 Crioconcentracao

Em um freezer, foi congelado 1000 mL do extrato de erva-mate e apo6s 48
horas realizou-se o descongelamento; em um frasco foram coletados e armazenados
os primeiros 500 mL e foi denominado solugéo de erva-mate Crioconcentrado (C). O
restante foi deixado no recipiente original que se nomeou solug¢do de erva-mate crio

Diluida (D). Ambas as duas fragc6es foram utilizadas para producéo dos biofilmes.
3.1.3 Incorporacao dos bioativos as matrizes
Foram utilizados como matriz: amido de milho comercial (M), amido de milho

modificado — RIGESA (R). As modificagbes realizadas sobre o amido sdo para a
industria de papel e celulose. Como material de reforgo, com o intuito de melhorar as
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propriedades dos filmes, utilizou-se nanocelulose de pinus, do tipo microfibrilada
(MFC), fornecida pela empresa Klabin S.A.

Para cada amido foi pesado em balanca analitica 1 g, em um Erlenmeyer,
seguida da adicao de 0,25 g de glicerina e 20 g de agua para os controles. Para a
producao dos filmes incorporados, substitui-se a mesma quantidade de agua pelas
solugdes de erva-mate extrato inicial (El), crioconcentrada (C) e crio diluida (D). Nos
filmes compositos, que foi adicionado o reforgo de MFC, inclui-se 0,5 g de MFC e a
mesma quantidade de glicerina foi adicionada. As composi¢cdes em massa percentual
para a confeccéo das quatro variedades dos biofilmes: controle, incorporados com as
solucdes de erva-mate crio diluida (D), extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), estao
apresentadas na TABELA 1

TABELA 1: ROTULO, TEORES DA COMPOSIGAO DE CADA MATERIAL E SOLUGOES
EMPREGADOS NA CONFECGAO DAS QUATRO VARIAVEIS DE BIOFILMES.

Codigo | Amido de Milho | Teor de glicerina Soluci;fgodr:;gl:;mate Refl\%gg de
MO Comercial 1,20% Agua destilada
RO Modificado 1,20% Agua destilada
McO Comercial 2,30% Agua destilada 2,3% MFC
Rc0 Modificado 2,30% Agua destilada 2,3% MFC
M1 Comercial 1,20% D
R1 Modificado 1,20% D
Mc1 Comercial 2,30% D 2,3% MFC
Rc1 Modificado 2,30% D 2,3% MFC
M2 Comercial 1,20% El
R2 Modificado 1,20% El
Mc2 Comercial 2,30% El 2,3% MFC
Rc2 Modificado 2,30% El 2,3% MFC
M3 Comercial 1,20% C
R3 Modificado 1,20% C
Mc3 Comercial 2,30% C 2,3% MFC
Rc3 Modificado 2,30% C 2,3% MFC

Fonte: o autor (2022).
D Refere-Se A Solugao De Erva-Mate Crio Diluida, Ei Extrato Inicial E C Solugao Crioconcentrada.
MFC celulose microfibrilada;

Os recipientes contendo esses reagentes foram aquecidos até 60 °C em
chapa de aquecimento (SP LABOR) para gelatinizacao do amido e incorporagao das

substancias ativas; agitou-se por 3 minutos, aproximadamente. Apds resfriamento,
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com temperatura em torno de 40 °C, o conteudo foi vertido em placa de petri de
plastico, o qual foi levado a estufa e deixado na faixa de 40 °C a 50 °C por 24 horas
(método casting). Por fim, retirou-se o conteudo das placas, os filmes foram
identificados e armazenados em plasticos. O esquema a seguir, FIGURA 13, mostra
a sequéncia de etapas adotadas:

FIGURA 13 — FLUXD DE F‘HE#—RI'.I;::-.C D5 BIOFILMES DE AMIDO DE MILHD E AMIDO DE MILHO MODIFICADD.

S " BIOFILME

COMPOSITOS |
| COMERCIAL (M
REFORGO ESPOIE  <<< ™D | w00 o s o
MFC l MODIFICADO (R)
| s PLASTIFICANTE

l

CRIO DILUIDO (1)

EaSUR L »>>  CONTROLE  INCORPORADD <4< EXTRATO INICIAL (2)
| CRIDCONCENTRADO (3)

MISTURAE
AQUECIMENTO

l

GELATIZINAGAO——RESFRIAMENTO —  BIOFILME

FOMTE: O swtar {2022},

3.2 ATRIBUTOS DAS SOLUCOES DE ERVA-MATE
3.2.1 Densidade das solucbes de EM

Foi medida a densidade relativa das solugbes de erva-mate D, El e C pelo
método farmacopeico do Picnémetro (ANVISA, 2019). De posse deste utensilio
previamente seco e limpo, com 50 mL de volume nominal, foi determinada a razéao

entre as massas das amostras liquidas e a massa de agua, ambas a 19,5 °C.

Com o valor densidade relativa di aplicou-se a equagéo 1, a seguir:
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e
o, (H) =dsquaxdi+0,0012 (1)

3.2.2 Soblidos Totais

Uma aliquota de aproximadamente 5 MI das solucées D, El e C foram
transferidas para cadinho, previamente tarado, e aferida sua massa inicial Mi em
balanca analitica. Logo em seguida, o conjunto foi submetida a secagem, a 105 °C,
em estufa (Odontobras) por 24 horas. Pesou-se o conjunto apods este ensaio e
verificou-se a massa residual, obtendo-se o valor de massa final Mt e aplicou-se estes
valores a equacao 2, obtendo-se, assim, o teor de Sélidos Totais.

MM 100 (2)
M:

ST(%)=

3.2.3 Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Para avaliar o Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT), foi empregado o
método espectrofotométrico UV-VIS (Spectrum sp 2000UV) com reagente Folin-
Ciocalteu (LAZZAROTTO et al. 2020) para avaliar o Teor de Compostos Fendlicos
Totais (CFT), nas solugdes D, El e C. A mesma metodologia foi usada nos testes de
Liberacdo de Polifendis dos biofilmes, item 4.3.3.

Primeiro preparou-se uma solucao aquosa de carbonato de sédio pesando-se
em balanca analitica 20,0 g de Na2COs (Merck), com dissolucao em agua ultrapura
previamente aquecida; esperou-se o equilibrio térmico com o ambiente e entdo
transferiu-se para baldo volumeétrico de 100 mL. Assim, em pH alcalino, o contato dos
agentes redutores (polifendis) com o reagente Folin-Ciocalteu promove a mudanga de
coloracao para azul.

Para o ensaio, foi construida uma curva de calibragédo pesando-se 50 mg do
padréo de acido galico (Sigma-Aldrich 97,5 - 102,5% de pureza) em balanca analitica,
transferindo-o para baldo volumétrico de 10 mL. O padrao foi dissolvido em alcool
etilico 99,5% (Merck, grau HPLC), avolumou-se com 0 mesmo solvente, obtendo-se
assim a solucdo padrao de concentragdo de 5000 mg. L'. A partir desta solugao
padréo inicial, foram realizadas diluicdes sucessivas para gerar as solugbes de uso
na curva de calibracéo. Estas diluigdes podem ser acompanhadas na TABELA 2.
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TABELA 2: DILUI(}OES EMPREGADAS PARA A CURVA DE CALIBRAGCAO, A PARTIR DO PADRAO
DE ACIDO GALICO.

(s:gII:l (gl":s%iztﬁ g: Vo[ume da Volume de Concentragé_o B* ga curva
Tubo P i solucéo estoque Agua de calibracao

acido galico 5000 1

(mg. L) (mL) (mL) (mg. L)
1 5000 2,0 8,0 1000
2 1000 0,9 0,1 900
3 1000 0,8 0,2 800
4 1000 0,7 0,3 700
5 1000 0,6 0,4 600
6 1000 1,0 1,0 500
7 1000 0,4 0,6 400
8 1000 0,3 0,7 300
9 1000 0,2 0,8 200
10 1000 0,1 0,9 100
11 500 0,1 0,9 50
12 500 0,05 0,95 25

Fonte: adaptada de LAZZAROTTO et al. (2020).
*Concentragao A foi usada para o preparo das solu¢des de Concentragao B.

Para adequar as amostras mais concentradas a curva de calibracao,
sobretudo das solu¢des de erva-mate El e C, foram diluidas em agua ultrapura,
conforme o teor esperado. As amostras analisadas do ensaio 4.3.3 n&do foram diluidas,
com excegao das provenientes dos biofilmes incorporados com a solugéo de erva-
mate C. Na sequéncia, transferiu-se 20 uL, tanto das solugcbées de uso da curva de
calibragdo (Concentragdo B, da TABELA 2) quanto das amostras, para tubos de
ensaio. A estes tubos foi adicionado: 1,58 mL de &gua, 100 pL do reagente Folin-
Ciocalteu e 300 puL da solucéo de carbonato de sddio, respectivamente. Aguardou-se
30 minutos para realizar a leitura no espectrofotdmetro.

As absorbancias foram medidas no comprimento de onda de 765 nm, em
cubeta de vidro, e usada a curva de calibracdo para determinar o CFT de cada
amostra analisada. Os resultados das solugdes foram expressos em mg equivalente
ao acido galico (EAG) por grama de folha de erva-mate, ja para o teste de liberagéao
in vitro foi expresso em mg (EAG) /g de biofilme.



55

3.3 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

As solucdes preparadas: D, El e C, a partir dos extratos aquosos dos dois
cultivares BRS 408 e BRS 409, foram incorporadas a matriz amilacea para a producao
dos biofilmes, em triplicata, com e sem MFC. Os controles foram feitos em duplicata.
Apos a retirada da placa de petri, cada biofilme foi levado a balanga analitica, anotada

sua massa e armazenado em embalagens plasticas para posteriores anélises.
3.3.1 Espessura

O ensaio da espessura dos filmes foi realizado usando um micrémetro digital
com precisao de 0,01 mm (Mitutoyo, Kawasaki, Japao), com 5 leituras em diferentes
areas em toda a superficie dos filmes. Os filmes-amostra selecionados do cultivar
BRS — 408 foram mantidos em dessecador com umidade relativa controlada em 40%
e temperatura de 19,2 °C, durante 24 horas. A média das medidas e o desvio padrao
foram calculados.

3.3.2 Teor de umidade e Solubilidade

Semelhante ao método aplicado por Puscaselu et al. (2021), fragdes do filme
de aproximadamente 1 cm x 1 cm foram pesadas e mantidas em estufa de secagem
(Odontobras) a uma temperatura de 105°C. Apéds isso, foram retiradas e
acondicionadas em dessecador por cerca de 25 minutos, até serem novamente
pesadas. Assim, ao realizar as determinagdes em ftriplicata, foi aplicada a Equacao 3,

para determinar-se a umidade:

U(°/o)=M1M;2A°><100 (3)

Onde, Mo é a massa inicial da amostra (g) e M1 é a massa (g) apds o material
seco.

Consoante com o método aplicado por Puscaselu et al. (2021) e Du et al.
(2021), corpos de prova (1 cm x 1 cm) dos biofilmes foram pesados e imersos em um
tubo de 50 mL contendo 25 mL de agua ultrapura e mantidos por 24 horas sob
agitacao em Incubadora (Incubator Shaker Series, New Brunswick Scientific) a 80 rpm
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e 20 °C. Na sequéncia, os filmes foram separados da solugédo aquosa e levados a
estufa a 105 °C, até peso constante. Utilizou-se os valores de massa inicial (Mi) e
Massa Final (Mf) e os valores obtidos foram inseridos na férmula, a seguir:

M¢-M,

S(%)=

x100 4)

3.3.3 Liberacao in vitro do conteudo fendlico dos Biofilmes

Fracbes de 1cm por 1cm dos biofilmes, tanto controle quanto os
incorporados, foram pesados e transferidos para tubos tipo Falcon de 50 mL contendo
25 mL de agua ultrapura. Foram aplicados cinco tempos diferentes para o
experimento: 12, 24, 48, 72 e 216 horas, armazenados em temperatura controlada em
geladeira (-4° C). Passado o tempo selecionado, foram coletados 2,0 mL da solucao
e acondicionados em microtubos para analise do CFT.

O tratamento estatistico foi realizado com auxilio do software IBM® SPSS®
Statistics. Realizou-se assim o teste de normalidade Shapiro-Wilk e a ANOVA de um
fator. Os testes posteriori escolhidos foram teste — t de Dunnet e o teste de Amplitude
Ryan-Einot-Gabriel-Welschb (R-E-G-W).

3.3.4 Termogravimetria

Os ensaios termogravimétricos foram realizados em equipamento Shimadzu
DTG-60. Amostras de 2 a 6 mg de cada filme foram adicionados ao cadinho de platina.
Na sequéncia, este conjunto foi submetido ao aquecimento a uma taxa de 10 °C/min,
a partir da temperatura ambiente até 650 °C, sob fluxo de Ar sintético a uma vazao de
100 mL/min. O software utilizado para calcular as perdas de massa foi TA-60 WS

(Shimadzu, Japao).

3.3.5 Espectrofotébmetro no Infravermelho por transformada de Fourier modo de
Reflexdo Total Atenuada (IVFT-ATR)

Os espectros de absorbancia dos filmes a base de amido foram registrados
por meio espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com

acessorio de ATR (Refletancia Total Atenuada) conduzidas por um espectrometro
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Varian® (modelo 640-IR) e ATR marca Pike® (modelo Miracle, com cristal de ZnSe).
Os espectros foram obtidos na regido de 4000-650 cm™', a temperatura ambiente,
com 128 varreduras e resolugdo de 4 cm™.



58

4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES DE ERVA-MATE

Foram incorporadas aos amidos trés solugdes de erva-mate: crio diluida (D),
extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), das cultivares BRS — 408 e BRS — 409. A
TABELA 3 contém os resultados de Compostos Fendlicos Totais (CFT) de cada uma
das solu¢des em miligrama equivalente ao acido galico por grama de folha de erva-
mate (mg EAG/g), mostra também a densidade relativa (p) em g/mL e Sdlidos Totais

(ST) em porcentagem.

TABELA 3: ATRIBUTOS DAS SOLUGOES DE CADA CULTIVAR DE ERVA-MATE, MOSTRANDO O
CFT E DENSIDADE RELATIVA COM SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADROES.

Solucdo | Cultivar Embrapa | Teor (mg EAG/Q) Densidade relativa p | Solidos Totais

erva-mate Florestas (g/mL) (%)

D BRS 408 16,3+ 1,5 1,0009 + 0,0009 0,18 £ 0,01
D BRS 409 254 +1.2 1,0005 + 0,0008 0,14 £ 0,02
El BRS 408 62,1 +7,1 1,0032 + 0,0004 0,80 £ 0,01
El BRS 409 81,0+48 1,0034 + 0,0002 0,86 + 0,01
C BRS 408 123+£2.10 1,0058 + 0,0005 1,45+ 0,11
C BRS 409 145+ 4 1,0054 + 0,0003 1,56 £ 0,04

Fonte: o autor (2022).
D refere-se a solugao de erva-mate crio diluida, El ao extrato inicial e C a solugédo crioconcentrada.

Para a solugéo D, foi observado um teor de CFT aproximadamente trés vezes
menor em comparagado com a El, como pode ser visto na TABELA 3. Por outro lado,
o teor de CFT de C foi préximo do dobro da solucao El, para as duas cultivares de
erva-mate analisadas. Pilatti-Riccio et al. (2019) utilizaram os solventes: agua
destilada (100%), etanol (100%) e agua: etanol (1:1) na extracdo dos compostos de
erva-mate e apresentaram resultados semelhantes aos observados para as solu¢des
El BRS 408, cerca de 60 mg EAG. g™'.

A densidade relativa, TABELA 3, mostra um aumento com a concentracao das
solugdes de erva-mate. Knapp et al. (2019) obtiveram para seu extrato de erva-mate
produzido com 4gua e etanol densidade semelhante a da agua e baixa quantidade de
sélidos totais para os CFT, 7,28 mg EAG/ g. Os autores declaram que sélidos totais
tem pouca influéncia na densidade no extrato de erva-mate. Entretanto, a densidade
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relativa, teor de CFT e sélidos totais, demonstram o mesmo comportamento,
diretamente proporcional, em relagdo ao aumento da concentragao.

O uso da técnica de crioconcentracao por congelamento preservou e elevou
os teores dos componentes fenédlicos, como evidenciado por meio das concentracdes
obtidas pela andlise de CFT. Assim, com a incorporagdo dos extratos concentrados
aos biofilmes, €& esperada uma melhoria na bioacessibilidade aos compostos
bioativos.

4.2 CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES

4.2.1 Anéalises Fisicas

As solucbes de erva-mate caracterizadas no item 4.1 foram utilizadas para a
producédo dos biofilmes com matriz polimérica de amido de milho comercial (M) ou
amido de milho modificado (R). A FIGURA 14 mostra um exemplar para cada matriz
utilizada, juntamente com uma breve descricao da aparéncia e aspectos gerais de
cada grupo de filme incorporado (codificacédo: 1 — solugao crio diluida (D), 2 — extrato
inicial (El) e 3 — crioconcentrada (C)) e controle (codificacdo: 0).

FIGURA 14 — IMAGEM DE UM EXEMPLAR PARA CADA BIOFILME PRODUZIDD E BREVE DESCRIGAD DA
APARENCIA E ASPECTO GERAIS PARA CADA GRUPD DE FILME.

FONTE: O autor (2022).

LEGENDA: z) Matriz de Amido de mitho (M);
b) Matriz de Amido com reforgo de celulose microfibrilada (Mc);
c) Matriz de amido de milho modificado (R);
d) Matriz de amido de milho modificado com reforgo de celulose microfibrilada {Rc);
&) Codificagdio 0 referente ao controle, 1 matriz incorporado com solugdo de erva-mate crio diluida, 2 extrato inicial & 3 crioconcentrada
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Knapp et al. (2019) visualizou em seus filmes de fécula de mandioca com
extrato de erva-mate homogeneidade, maleabilidade, uma superficie lisa e sem
formagéo de bolhas e trincas. Caracteristicas similares foram percebidas nos filmes
de amido de milho comercial e milho modificado com e sem o reforco de MFC
(celulose microfibrilada). Estes autores ainda acrescentam que a concentragdo do
extrato de erva-mate influenciou todos os parametros de cor. Da mesma forma, pode
ser vista a influéncia do aumento concentracado incorporada de erva-mate gerar
tonalidades mais escuras ao biofilme.

A massa média da triplicata de cada filme incorporado (codificacao: 1, 2 e 3)
e a duplicata para os controles (codificacdo: 0), com seu respectivo cultivar
empregado, estdo contidos na TABELA 4. Os biocompdsitos, flmes produzidos com
adicao de MFC, apresentaram massa superior em relacao aos biofilmes sem a adigéo
desta fibra de reforco. Em contrapartida, entre os biofilmes incorporados nao é
possivel ver um padréo na variacao da massa, nem em relacao ao cultivar selecionado
(BRS — 408 ou BRS - 409)

TABELA 4: MASSA MEDIA DOS FILMES EM RELAGCAO A CADA CULTIVAR EMPREGADO.

(Continua)

Cadigo Cultivar Embrapa Florestas Massa (g)
MO 1,0+0,1
RO 1,1+£0,1
McO 1,6 +0,7
Rc0 1,6 +0,6
M BRS 408 0,9+0,1

BRS 409 1,0+0,2
R BRS 408 1,03 £ 0,02

BRS 409 1,14 £ 0,04

BRS 408 1,45 £ 0,02
Mc1

BRS 409 1,3+0,2

BRS 408 1,2+0,2
Rc1

BRS 409 1,5+0,6

BRS 408 1,1+0,2
M2

BRS 409 1,1+0,2
Ro BRS 408 1,0+0,2

BRS 409 1,2+0,1

BRS 408 1,3+0,2
Mc2

BRS 409 1,6 £0,5

BRS 408 1,6 +0,2
Rc2

BRS 409 1,6 +0,4
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TABELA 4: MASSA MEDIA DOS FILMES EM RELAGAO A CADA CULTIVAR EMPREGADO
(Conclusao)

Codigo Cultivar Embrapa Florestas Massa (g)
M3 BRS 408 1,2+0,1
BRS 409 1,3+£0,3
R3 BRS 408 1,22 + 0,08
BRS 409 1,2+£0,2
BRS 408 1,8+0,5
Mc3
BRS 409 1,7+0,3
BRS 408 1,7+0,4
Rc3
BRS 409 1,7+0,3

Fonte: o autor (2022).

NOTA: Os codigos das amostras relacionando as matrizes utilizadas e a composicao dos materiais
empregados encontram-se na TABELA 1. M refere-se a ao amido de milho, R amido de milho
modificado; 0 pertence ao controle, 1 incorporado com solugéo de erva-mate crio diluida, 2 ao extrato
inicial e 3 a crioconcentrada. Quando a letra “c” esta presente no cédigo entende-se que contém adigao
de MFC.

Hazrol et al. (2022) desenvolveram filmes biocompdsitos usando amido de
milho, sorbitol como plastificante e fibra de kenaf como carga de refor¢co. Os autores
observaram que a alta massa molar da fibra kenaf pode provocar aumento da
espessura e da massa dos filmes. Este fato pode estar relacionado também ao
aumento da concentracao do plastificante glicerol, desse modo, caso seja necessaria
a producao de filmes com espessura inferior pode se diminuir a quantidade de glicerol
ou MFC adicionadas. Além disso, com uma maior espessura pode ocasionar maior
tempo de secagem do filme e interferir em sua umidade.

Sanyang et al. (2016), perceberam esse aumento de massa em seus filmes
de amido de palma (SPS) desenvolvidos com glicerol (G), sorbitol (S) ou sua
combinacao (GS) como plastificantes na proporcao de 15%, 30% e 45% pela técnica
de casting. De acordo com estes autores, a adicdo de plastificantes as solucdes
formadoras de filme SPS ajudou a superar a natureza quebradica e fragil dos filmes
SPS nao plastificados. Contudo, 0 aumento da concentracao de plastificante resultou
em um aumento na espessura do filme, teor de umidade e solubilidade.

A TABELA 5 exibe a espessura (mm), percentuais de umidade e solubilidade.
A média da espessura dos filmes é de 0,21 + 0,06 mm, com a menor espessura
apresentada para o controle do biofilme da matriz de milho modificado (R0) de 0,12 +
0,01 mm; ja a maior espessura é referente a matriz de milho modificado com reforco
de MFC e incorporado com a solucao crioconcentrada (Rc3), 0,34 £ 0,03 mm. Os
filmes produzidos com o acréscimo de MFC apresentam comportamento de aumento
de espessura com o aumento da concentracao de solugao de erva-mate incorporada.
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TABELA 5: CODIGO, UMIDADE, SOLUBILIDADE E ESPESSURA DOS BIOFILMES CONTROLE E
INCORPORADOS COM AS SOLUGOES DE ERVA-MATE.

Cadigo Umidade* Solubilidade* Espessura*
(%) (%) (mm)

MO 11,3+29 15,9 0,20 + 0,06
McO 30,5+4,2 18,9 0,17 £ 0,06
RO 219+1,3 18,7 0,12 £ 0,01
RcO 52,1+1,9 254 0,18 £ 0,03
M1 16,3+ 1,5 19,9 0,14 £ 0,02
R1 22,3+2.2 19,4 0,22 + 0,03
Mc1 276 £1,7 21,1 0,20 + 0,02
Rc1 33,5+3,6 21,5 0,18 + 0,04
M2 12,9+1,9 28,4 0,30 £ 0,08
R2 16,3+ 0,4 29,4 0,18 £ 0,02
Mc2 27,8+1,2 29,5 0,22 + 0,05
Rc2 228+1,2 31,3 0,20 + 0,01
M3 12,7 +1,7 34,5 0,18 £ 0,03
R3 13,8 0,2 35,0 0,19 + 0,04
Mc3 30,1+1,3 38,1 0,31 £ 0,01
Rc3 225+1,8 36,4 0,34 £ 0,03
Média geral 23,4 +10,4 26,5+ 0,1 0,21 £ 0,06

Fonte: o autor (2022).

*Os filmes testados para estes trés ensaios foram produzidos a partir do cultivar BRS — 408, com
excegao da umidade do filme Mc3, proveniente do cultivar BRS — 409.

Os cédigos das amostras relacionando as matrizes utilizadas e a composicdo dos materiais
empregados encontram-se na TABELA 1. M refere-se a ao amido de milho, R amido de milho
modificado; 0 pertence ao controle, 1 incorporado com solugéo de erva-mate crio diluida, 2 ao extrato

inicial e 3 a crioconcentrada. Quando a letra “c” esta presente no cédigo entende-se que contém adigao

de MFC.

No entanto, para os biofilmes sem adicdo do reforco ndo se notou padrao de
comportamento em relacdo a essa caracteristica. Dessa mesma forma, a espessura
dos filmes de amido de milho e trigo incorporados com 6leo essencial de limao e
surfactantes produzidos por Song et al. (2018) ndo encontraram diferenca significativa
para este atributo. Eles indicaram que as aglomeracdes de pequenas particulas de
6leo essencial no filme tiveram pouco efeito na variagdo da espessura do filme
preparado.

A espessura dos filmes de amido apresentados no trabalho de Medina-
Jaramillo et al. (2015) mostrou que o aumento dessa caracteristica foi proporcional a
concentracdo de extrato de erva-mate, variando de 0,0943 £+ 0,013 mm, valor
pertencente ao controle, a 0,1073 +£ 0,010 mm para o biofilme com maior concentragao
incorporada do bioativo. Os autores acrescentam que este fato pode estar relacionado

a incorporagao dos solidos provenientes desse extrato.
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O papel das fibras na reconstrucédo e reestruturacdo das redes de cadeias
intermoleculares resulta em maior espessura do filme, de acordo com Hazrol et al.
(2022). A incorporacao tanto da nanocelulose quanto das solugdes de erva-mate, em
suas trés concentracgdes, interferiu nessa estruturacao das ligagdes intermoleculares
durante a formacéao do gel de amido.

A média de umidade para os biofilmes produzidos e testados para essa
caracteristica ficou em 23,4 £ 10,4 %, como mostrado na TABELA 5. Nos filmes de
Rc foi notado que, com a incorporacdo da solucdo de erva-mate, a umidade foi
decaindo; em R, os filmes acompanharam esta mesma tendéncia. M e Mc
apresentaram pouca variagdo de umidade em relagdo a incorporagéo das solucoes
de erva-mate e os filmes da matriz M foram o que apresentaram as menores
porcentagem de umidade, ndo sendo superior a 16%. Com adicdo de MFC, percebe-
se (FIGURA 15) que a umidade nos filmes sempre se mostra mais elevada que os
filmes sem a adicao das nano fibrilas de celulose.

Observa-se que a solubilidade dos biofilmes é diretamente proporcional ao
aumento da concentracdo da solucao de erva-mate usado em sua elaboracéo; isso
pode ser visualizado por meio da FIGURA 16. A excecgéo é o controle, pertencente a
matriz de milho modificado com reforco de celulose microfibrilada, que apresentou
solubilidade superior ao crio diluido desta mesma matriz. O menor valor de
solubilidade foi em torno de 15,9% para o biofilme controle da base polimérica de
amido de milho comercial, e a maior solubilidade foi mostrada pelo biocompdsitos de
amido de milho com MFC, de 38,1%.

Medina-Jaramillo et al. (2017), ao incorporarem ao filme de amido cha verde
e manjericao, o conteudo de solubilidade (%) para os filmes foi de, respectivamente,
25,3+1,6e28,6 +1,2. Estes resultados foram semelhantes aos tratamentos aplicados
com EIl. A solubilidade em agua dos filmes de amido produzidos por Knapp et al.
(2019) apresentou 0 mesmo comportamento em relacao a concentragcdo do extrato de
erva-mate. Estes autores declararam que o soluto disperso no extrato de erva-mate é
solavel em agua; portanto, durante o processo de solubilizacao, ocorre a difusdo do

soluto na agua. Assim, os filmes de amido perdem sélidos e reduzem sua massa.
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FIGURA 15 — GRAFICO DA UMIDADE DOS FILMES FIGURA 16 — GRAFICO DA SOLUBILIDADE DOS FILMES
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LEGENDA: M refere-se a ao amido de milho, R amido de milho modificado;
0 - filme controle,
1 - Incorporado com solucdo de erva-mate crio diluida (D);
2 - Incorporado com solucdo de erva-mate extrato inicial (EI);
3 - Incorporado com solugao de erva-mate crioconcentrada (C);
Quando a letra “c" esta presente no codigo entende-se que contém adicdo de MFC.

Em contrapartida, Medina-Jaramillo et al. (2015) encontraram uma propenséo
diferente para seus filmes: aqueles contendo o extrato de erva-mate apresentaram
tendéncia decrescente de solubilidade em agua com o aumento do antioxidante, filme
sem incorporar o extrato de erva-mate, 37,9 + 0,3, com 5% desse extrato, 30,8 + 1,6,
e com 20% de erva-mate, 27,8 £ 1,2, em porcentagem. Os autores apontam para a
limitacao na formacao de ligagdes de hidrogénio entre amido e a agua por conta da
miscibilidade dos compostos fenélicos com a amilose. Por outro lado, isto pode
também estar vinculado a constante dielétrica do meio que se altera com o aumento
da concentracao de erva-mate.

Para os filmes de amido de milho com incorporacdo de 6leo essencial de
laranja, realizado por Do Evangelho et al. (2019), apresentaram maior solubilidade em
relacdo aos filmes sem o 6leo essencial. De acordo com estes pesquisadores, 0
aumento do teor de umidade dos filmes com o 6leo essencial pode estar relacionado
a ruptura dos filmes e a formacao de uma estrutura porosa que facilita a insercéo de
moléculas de dgua entre as cadeias polimeéricas.

Este comportamento de porosidade e hidrofilicidade pode estar ocorrendo com
0 aumento da concentracdo das solugdes de erva-mate. No entanto, essa elevada
capacidade de absor¢cdo de agua dos materiais com o aumento da concentracédo da

solucdo de erva-mate pode ser benéfica, pois auxilia na biodegradabilidade dos
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biofilmes a aplicacdo dos filmes em frutas e hortalicas, para posterior remog¢éo dos
mesmos (GIRI et. al., 2022; DO EVANGELHO et al., 2019).

4.2.2 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada para analisar a estabilidade e
comportamento térmicos dos diferentes sistemas. Além disso, para determinar as
temperaturas de decomposicao térmica de todos os filmes desenvolvidos, foi obtida
também a primeira funcao derivada das curvas termogravimétricas (DTG) e a energia
envolvida no processo de decomposicao térmica (DTA). Os estagios de degradacao
pertencentes a todos os biofilmes avaliados neste trabalho, com variacdo de 20 a
500°C, estdo em concordancia com o encontrado por Abdillah e Charles (2021) para
seus filmes comestiveis biodegradaveis a base de amido de araruta incorporados com
carragenina.

As FIGURAS 17 e 18 contém oito graficos dos biofilmes a base de amido de
milho: controle (M0), incorporados com soluc¢ao de erva-mate crio diluida (M1), extrato
inicial (M2) e crioconcentrada (M3). Na FIGURA 17, trata-se da incorporacao realizada
com o cultivar BRS — 408; ja na FIGURA 18, BRS - 409.



FIGURA 17 — GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS BIOFILMES DA MATRIZ AMIDO DE MILHO: CONTROLE E
INCORPORADOS COM SOLUGCOES DE ERVA-MATE, A PARTIR DO CULTIVAR BRS 408.
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LEGEMDA: a) M0 & referente a amostra controlg;
b) M1 trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate crio diluida;
) M2 trata-se da incorporagio com a solugio de erva-mate extrato inicial;
d) M3 trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate crioconcentrada.

FIGURA 18 - GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS BIOFILMES DA MATRIZ AMIDO DE MILHO: CONTROLE E
INCORPORADOS COM SOLUCOES DE ERVA-MATE, A PARTIR DO CULTIVAR BRS 408,
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b) M1 trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate crio diluida;
€) M2 trata-se da incorporacdo com a solugdo de erva-mate extrato inicial;
d) M3 trata-se da incorporagio com a solugdo de erva-mate crioconcentrada
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A TABELA 6 contém a estimativa das temperaturas dos eventos avaliados a
partir da primeira derivada da curva termogravimétrica, o percentual de massa perdida
(Mp) e o percentual de cinzas restante, caso houver, dos biofilmes produzidos a partir
do amido de milho (M). E possivel visualizar o comportamento da degradacéo entre o

controle e os feitos com a inclusao dos bioativos das solugdes de erva-mate a matriz.

TABELA 6: ESTIMATIVAS DAS TEMPERATURAS DOS EVENTOS PRINCIPAIS, PERCENTUAL DE
MASSA PERDIDA (MP) E CINZAS, PARA AS AMOSTRAS DOS BIOFILMES DE AMIDO

DE MILHO (M).
Filme Evento 1 Mp Evento 2 DTG Mp | Evento 3DTG | Mp | Cinzas
DTG (%) (%) (%) (%)
Ti-Tf (2 C) Ti—Tf (2 C) | T30 (°C) Ti—-Tf(2C)

MO 31-183 14 280 - 340 318 69 434 - 519 17 *
M1-408 22 - 150 12 264 - 362 319 70 427 - 492 17 *
M2-408 29 - 147 11 216 - 363 297 60 421 - 493 25 *
M3-408 27 - 144 12 165 - 362 293 55 416 - 494 32 *
M1-409 31-170 12 250 - 347 320 70 424 - 490 16 *
M2-409 24 - 153 12 200 - 374 297 62 419 - 512 25 0,7
M3-409 29 - 165 11 200 - 367 295 57 409 - 509 31 *
Média 28 -159 12 225 - 359 306 63 421 - 501 23 -
DP 3-14 1 41-12 13 6 8-12 7 -
CV (%) 13-9 9 18-3 4 10 2-2 29 -

Fonte: o autor (2022).

*Todo o material foi decomposto.

LEGENDA: Temperatura inicial (Ti) e final (Tf) dos principais eventos indicados pela curva DTG; Tso0 —
local importante de decomposicdo em torno de 300°C; DP — desvio padrao; CV — coeficiente de
variagdo; MO refere-se a amostra controle; M1-408, M2-408 e M3-408 incorporados com as solugdes
crio diluida (D), extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), respectivamente, obtidas a partir do cultivar
BRS 408; M1-409, M2-409 e M3-409 incorporados com as solugdes D, El e C, respectivamente,
produzidas com o cultivar BRS 409.

Jaramillo et al. (2016) também observaram trés etapas principais para a
degradacgao térmica dos filmes comestiveis biodegradaveis a base de amido de
mandioca/glicerol com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate. Sao vistos
estes mesmos estagios para os filmes de amido de milho apresentados nas FIGURAS
17 e 18, além dos eventos indicados na TABELA 6.

Na primeira derivada atribuida a perda de volateis das curvas nao foi
encontrado o correspondente pico de decomposicdo para o primeiro evento que
ocorre até 159 £ 14 °C, similar ao observado por Jaramillo et al. (2016). Eles atribuiram
iSs0 aos baixos valores de perda de massa encontrados nesta etapa. O percentual de
massa perdida neste estagio, de 12 £ 1 %, foi préximo ao encontrado por Abdillah e

Charles (2021), que o relacionaram a evaporacao da agua.
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Observa-se que no evento 2 (TABELA 6) ha maior perda de percentual em
média de massa dos biofilmes: 63 + 6 %. Isto pode estar vinculado a degradagéo dos
componentes do amido, como apresentado por Jaramillo et al. (2016), ou, conforme
apresentado por Du et al. (2021), a degradacgéo térmica da fase rica em glicerol, em
que o segundo estagio obtido por estes autores é de 150 — 300 °C.

Abdillah e Charles (2021), estenderam a faixa de 150 e 400 °C a degradacgao
térmica do amido, enquanto que Jaramillo et al. (2016) distinguiram a segunda etapa
como associada a decomposigcao da fase rica em glicerol que também contém amido
e a degradacao de alguns componentes de baixo peso molecular do extrato (180 -
260 °C); e a terceira etapa a degradacao dos componentes do amido, que ocorre entre
250 °C e 350°C. Nos grafico de decomposicéo térmica (FIGURAS 17 e 18) nao é
possivel constatar distingédo entre a fase rica em glicerol e os componentes do amido.

No entanto, a variagcdo da temperatura onset deste evento € observada de
165 °C, menor temperatura, para o filme obtido pelas folhas secas de erva-mate do
cultivar BRS-408 crioconcentrado, a 280°C para o biofilme controle (MO0). Ao
observarem o mesmo efeito em seus biofilmes, Jaramillo et al. (2016), sugerem que a
incorporacao do extrato de erva-mate (EM) permite diminuir as interagées moleculares
entre as cadeias amido-amido e fortalece as interacdes de ligacao de hidrogénio entre
0s grupos hidroxila do amido e os compostos polares (polifendis) do extrato de erva-
mate. Com isto, a presenca destes componentes diminui a temperatura de inicio de
degradacéao do biofilme.

Verifica-se uma tendéncia a diminuicao da temperatura a medida que se eleva
a concentracao da solucdo de EM incorporada, em Ts00 pertencente ao evento 2
(TABELA 6), regiao importante obtida da curva DTG onde a velocidade de degradacao
€ maxima. Ainda, a perda de massa (%) no evento 2 também acompanha esse
decréscimo com o0 aumento da concentracdo das solugbes de erva-mate
incorporadas, tanto para o cultivar BRS 408, quanto para o 409. O inverso ocorre para
o evento 3, onde é verificado que com o0 aumento da concentracao das solucdes de
erva-mate incorporadas ha maior perda de massa. Desse modo, pode indicar que as
ligagbes entre a matriz - componentes bioativos - glicerol tornam-se mais estaveis,
levando a degradacdo completa do material ao evento em torno de 500 °C. Em
contrapartida, Jaramillo et al. (2016) observaram que a perda de massa tipica
relacionada a decomposicao da fase rica em glicerol verificada foi mais evidente nos



69

filmes contendo extrato de erva-mate. Ao longo desse processo, a perda de massa foi
maior para os sistemas com extrato do que para a matriz.

No evento denominado 3, ja proximo da degradacgéao total do material, tem-se
uma caracteristica, destacada em cinza nas FIGURAS 17 e 18, somente para os
materiais incorporados com os bioativos de EM, onde também esta associado a maior
energia liberada, a partir da analise DTA. Nesta regido em destaque, tem-se que
enquanto permanece o aumento da temperatura a massa torna-se praticamente
constante, até um dado momento que esta diminui rigorosamente. Neste ponto, a
temperatura varia pouco até diminuir mais vigorosamente e levar a decomposicao do
material.

As FIGURAS 19 e 20, a seguir, contém oito graficos dos biofilmes base de
amido de milho modificado (R): controle (R0) e incorporados com solug¢do de erva-
mate (EM) crio diluida (R1), extrato inicial (R2) e crioconcentrada (R3). Na FIGURA
19, trata-se da incorporacéao realizada com o cultivar BRS 408. Ja, na FIGURA 20,
BRS 409.

FIGURA 19 — GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS FILMES DA MATRIZ AMIDO DE MILHO MODIFICADO: CONTROLE
E INCORPORADOS COM S0OLUCOES DE ERVA-MATE, A PARTIR DO CULTIVAR BRS 408.
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FONTE: O autor (2022).
LEGEMDA: a) RO & referente a amostra controle;
b) R1 trata-se da incorporagdo com a solugao de erva-mate crio diluida;
£} R2 trata-se da incorporagio com a solugio de erva-mate extrato inicial;
d) R3 trata-se da incorporagdo com a solucédo de erva-mate crioconcentrada
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FIGURA 20 - GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS FILMES DA MATRIZ AMIDO DE MILHO MODIFICADO: CONTROLE
E INCORPORADOS COM SOLUCOES DE ERVA-MATE, A PARTIR DO CULTIVAR BRS 409.
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: a) R0 & referente a amostra controle;
b) R1 trata-se da incorporagdo com a solugio de erva-mate crio diluida;
) R2 trata-se da incorporagio com a solugdo de erva-mate extrato inicial;
d) R3 trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate crioconcentrada

A TABELA 7 contém a estimativa das temperaturas dos eventos avaliados a
partir da primeira derivada da curva termogravimétrica, o percentual de massa perdida
(Mp) e o percentual de cinzas restante, caso houver, dos biofilmes produzidos a partir
do amido de milho modificado (R). E possivel visualizar o comportamento da
degradacéao entre o controle e os feitos com a inclusao dos bioativos das solucdes de
erva-mate a matriz.

Assim como ocorre para os biofilmes de amido de milho, € possivel perceber
trés eventos principais para os biofilmes de amido de milho modificado (FIGURAS 19
e 20). Com pouca variagcao de comportamento entre os cultivares BRS 408 e 409, as
temperaturas de desidratacdo das amostras também se mantiveram em torno dos
150 °C, com um valor médio, tanto para o controle (R0O) quanto para as matrizes
incorporadas com as solugdes EM, de 163 + 15 °C. Entretanto, o percentual de massa
perdida neste evento 1 é superior em RO (controle), com um valor de 20%, em
comparacao com o material produzido a partir do amido de milho (M). J& os demais
resultados de perda de massa para os biofilmes de amido de milho modificado (R)
foram semelhantes ao observados para os biofiimes M, com excecao do filme de
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amido de milho modificado incorporado com solucéo crio diluida BRS 409 (R3-409);

este representou 0 maior resultado para este atributo.

TABELA 7: ESTIMATIVAS DAS TEMPERATURAS DOS EVENTOS PRINCIPAIS, PERCENTUAL DE
MASSA PERDIDA (MP) E CINZAS, PARA AS AMOSTRAS DOS BIOFILMES DE AMIDO
DE MILHO MODIFICADO (R).

Filme Evento 1 DTG | Mp Evento 2 DTG Mp | Evento 3 DTG | Mp | Cinzas
Ti-Tf(2C) | (%) | Ti-Tf(2C) | Ta00 (°C) | (%) Ti-Tf(2C) (%) | (%)
RO 26 - 171 20 | 272-347 320 62 410 - 528 18 -
R1-408 34 - 168 12 | 259 -359 318 70 409 - 505 16 :
R2-408 27 - 139 10 | 247-338 296 57 453 - 537 32 | 06
R3-408 40 - 145 11 | 170-350 292 56 427 - 540 33 | 07
R1-409 31- 168 23 | 245-350 317 65 446 - 485 21 .
R2-409 25-175 12 | 229-342 297 56 412 - 527 30 1,5
R3-409 27-176 13 | 235- 351 294 | 58 423 - 509 33 ’
Média 30 - 163 14 | 237-348 305 60 426 - 519 26 -
DP 5-15 5 33-7 13 6 18- 20 7 -
CV (%) 18-9 35 14 -2 4 10 4-4 29 -

Fonte: o autor (2022).

*Todo o material foi decomposto.

LEGENDA: Temperatura inicial (Ti) e final (Tf) dos principais eventos indicados pela curva DTG; Tso0 —
local importante de decomposicdo em torno de 300°C; DP — desvio padrao; CV — coeficiente de
variacdo; RO refere-se a amostra controle; R1-408, R2-408 e R3-408 incorporados com as solugdes
crio diluida (D), extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), respectivamente, obtidas a partir do cultivar
BRS 408; R1-409, R2-409 e R3-409 incorporados com as solugbes D, El e C, respectivamente,
produzidas com o cultivar BRS 409.

O percentual de massa foi de 60 = 6 para o segundo evento, valor préximo ao
encontrado para os biofilmes M. Por outro lado, o material produzido com R nao
apresentou a mesma tendéncia de diminuigao da temperatura e perda de massa visto
em M para o evento 2. Outro fator de destaque séo as cinzas, sendo estes os materiais
gue mais obtiveram amostras com presenca de residuos: R2 — 408, R2 — 409 e R3 —
408.

Além disso, foi observado que a energia liberada ao final do processo de
degradacao do material, em torno de 500 °C, também se apresentou mais acentuada
com o aumento da concentracdo dos compostos incorporados. E 0 mesmo padréo de
comportamento, destacado em cinza nas FIGURAS 17 e 18, para a matriz M também
esta presente nas FIGURAS 19 e 20, aos materiais incorporados com D e C. Isto pode
sinalizar que a presenca dos compostos bioativos da solugcdo de erva-mate alteram o
modo como o material esta decompondo, indicio de que alguns destes compostos
podem estar formando éxidos.

As FIGURAS 21 e 22 contém oito graficos dos filmes com base de amido de

milho com adicao das fibras de celulose (MFC): controle (Mc0), incorporados com
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solucéo de erva-mate crio diluida (Mc1), extrato inicial (Mc2) e crioconcentrada (Mc3).
Na FIGURA 21, trata-se da incorporacao realizada com o cultivar BRS — 408; ja na
FIGURA 22, BRS — 409.

A TABELA 8 contém a estimativa das temperaturas dos eventos avaliados a
partir da primeira derivada da curva termogravimétrica, o percentual de massa perdida
(Mp) e o percentual de cinzas restante, caso houver, dos biofilmes produzidos a partir
do amido de milho com adicdo de MFC (Mc). E possivel visualizar o comportamento
da degradacéo entre o controle e os feitos com a inclusédo dos bioativos das solucdes

de erva-mate a matriz.

TABELA 8: ESTIMATIVAS DAS TEMPERATURAS DOS EVENTOS PRINCIPAIS, PERCENTUAL DE
MASSA PERDIDA (MP) E CINZAS, PARA AS AMOSTRAS DOS BIOFILMES DE AMIDO
DE MILHO COM ADICAO DE MFC (Mc).

Filme Evento Evento 2 Mp Evento 3 DTG Mp | Evento4 | Mp | Cinzas
1DTG DTG (%) (%) DTG (%) (%)
Ti-Tf Ti-Tf Ti-Tf Taoo Ti-Tf
cC) (cC) e C) (°C) ¢ C)
McO 36 - 94 107 - 238 45 274-352 | 317 | 46 | 440-487 | 7 *
Mc1-408 26-117 | 171 -231 20 239-369 [ 319 | 67 | 455-503 | 12 *
Mc2-408 29 - 103 - 230 30 234-400 | 298 | 45 | 456-514 | 24 *
Mc3-408 27 - 121 121 - 227 40 260-343 [ 293 | 35 | 460-538 | 23 2
Mc1-409 28-110 | 126-242 44 274-356 | 316 | 41 | 462-487 | 13 *
Mc2-409 32-118 | 126 -217 33 250-354 [ 297 | 49 | 430-503 | 18 *
Mc3-409 29-120 | 132-232 43 256-340 | 294 | 38 | 477-511 | 18 *
Média 30-113 | 127 -231 36 255-359 [ 305 | 46 | 454-506 | 16 -
DP 3-10 22-8 9 16 - 20 12 | 10 15-18 6 -
cv 10-9 18-3 26 6-6 4 23 3-3 36 -

Fonte: o autor (2022).
*Todo o material foi decomposto.
** Nao houve evento destacado por DTG.

LEGENDA: Temperatura inicial (Ti) e final (Tf) dos principais eventos indicados pela curva DTG; Tso0 —
local importante de decomposigdo em torno de 300°C; DP — desvio padréo; CV — coeficiente de
variacao; McO refere-se a amostra controle; Mc1-408, Mc2-408 e Mc3-408 incorporados com as
solucgdes crio diluida (D), extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), respectivamente, obtidas a partir do
cultivar BRS 408; Mc1-409, Mc2-409 e Mc3-409 incorporados com as solugcdes D, El e C,
respectivamente, produzidas com o cultivar BRS 409.

Com a adicdo da celulose de pinus a matriz de amido de milho, a curva de
decomposicao termogravimétrica ganha um estagio adicional. A temperatura de perda
de volateis, evento 1, ocorre por volta dos 113 °C. A temperatura onset, do segundo
evento, tem uma variagao elevada, ocorrendo de 127 = 22 °C até 231 + 8 °C, isto
porque o evento 1 no material Mc2 — 408 nao é observavel com clareza. Além disso,
o percentual de massa perdida em média das amostras ficou mais distribuido; para o
primeiro e segundo evento, estimou-se em 36 + 9 %, a maior perda de massa ocorreu

no segundo evento com média em 46 + 10 %.



FIGURA 21 - GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS FILMES DA MATRIZ AMIDO DE MILHO COM HDH;AO DE MFC:
CONTROLE E INCORPORADOS COM SDLU(;éES DE EM, APARTIR DO CULTIVAR BRS 408.
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FONTE: O autor (2022).
LEGEMDA: a) McO & referente a amostra controlg;
b) Mcl trata-se da incorporacio com a solugdo de erva-mate crio diluida;
) Mc2 trata-se da incorporacio com a solugdo de erva-mate extrato inicial;
d) Mc3 trata-se da incorporag@e com a sclugdo de erva-mate crioconcentrada.

FIGURA 22 —- GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS FILMES DA MATRIZ AMIDO DE MILHO COM ADICAQ DE MFC:
CONTROLE E INCORPORADOS COM SOLUCOES DE EM, A PARTIR DO CULTIVAR BRS 409,
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FONTE: O autor (2022).

LEGEMNDA: a) McD & referente a amostra controlg;
k) Mcl trata-se da incorporacéo com a solugdo de erva-mate crio diluida;
) Mc2 trata-se da incorporacdo com a solugio de erva-mate extrato inicial;
d) Mc3 trata-se da incorporagio com a solugio de erva-mate crioconcentrada
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O ultimo evento, com a maior liberagdo de energia, apresentou uma media de
perda de massa em torno de 16%, com um coeficiente de variagéo elevado por conta
do material RO, o qual obteve o menor valor de perda de massa, 7%. Ainda, os
biofiimes de amido de milho modificado em que foram inseridas as solucdes
produzidas a partir do cultivar BRS 408, ndo apresentaram o comportamento
caracteristico presente nos demais filmes ao final da desintegracao da amostra. Em
contrapartida, foi presente nos filmes: Mc2-409 e Mc3-409.

As FIGURAS 23 e 24 contém oito graficos dos biofilmes base de amido de
milho modificado, com reforco de celulose microfibrilada de Pinus: controle (RcO0),
incorporados com solucao de erva-mate (EM) crio diluida (Rc1), extrato inicial (Rc2) e
crioconcentrada (Rc3). Na FIGURA 23, trata-se da incorporacéo realizada com o
cultivar BRS 408. Ja, na FIGURA 24, BRS 409.

FIGURA 23 - GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS FILMES DA MATRIZ AMIDO MODIFICADO (R) COM ADICAD DE
MFC: CONTROLE E INCORPORADOS COM SOLUCOES DE EM, A PARTIR DO CULTIVAR BRS 408.
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: a) RcO é referente a amostra controle;
b) Rel trata-se da incorporagdo com a solugéo de erva-mate crio diluida;
€} Re2 trata-se da incorporagfo com a solugdo de erva-mate extrato inicial;
d) Rc3 trata-se da incorporagio com a solugdo de erva-mate crioconcentrada
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FIGURA 24 - GRAFICOS TGA, DTG E DTA DOS FILMES DA MATRIZ AMIDO MODIFICADO (R) COM ADICAD DE
MFC: CONTROLE E INCORPORADOS COM SOLUCOES DE EM, A PARTIR DO CULTIWAR BRS 409.
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FOMTE: O autor (2022).
LEGEMDA: a) RcO é referente a amostra contrale;
b) Rel trata-se da incorporagdo com a solucdo de erva-mate crio diluida;
) Re2 trata-se da incorporagéo com a solugio de erva-mate extrato inicial;
d) Re3 trata-se da incorporagdo com a solucdo de erva-mate crioconcentrada

E possivel verificar que a adicdo de MFC nas matrizes de amido de milho e
amido de milho modificado conduziu a efeito semelhante nas curvas degradacao
termogravimétricas, primeira derivada (DTG) e de energia envolvida (DTA). Até
mesmo no comportamento destes materiais incorporados com a solucao El do cultivar
BRS 408 (Mc2 — 408 e Rc2 — 408) houve a falta perceptivel do evento 1, através da
curva DTG.

A TABELA 9 contém a estimativa das temperaturas dos eventos avaliados a
partir da primeira derivada da curva termogravimétrica, o percentual de massa perdida
e o percentual de cinzas restante, caso houver, dos biofilmes produzidos a partir do
amido de milho modificado com adicdo de MFC (Rc). E possivel visualizar o
comportamento da degradacdo entre o controle e os feitos com a inclusdo dos
bioativos das solucdes de erva-mate a esta matriz.

A perda de massa ocorreu em torno de 37 = 10 % para os dois primeiros
eventos, 44 + 8% para o segundo evento, e 18 + 5 % no ultimo evento. O padréo
destacado em cinza presente em praticamente todos os graficos incorporados com as
solugdes de erva-mate vistos nas FIGURAS 17, 18, 19, 20 e 22, s6 foi perceptivel para
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o gréafico Rc2 — 409, FIGURA 24, além de ser o gréafico que envolveu a mais elevada

energia para este processo.

TABELA 9: ESTIMATIVAS DAS TEMPERATURAS DOS EVENTOS PRINCIPAIS, PERCENTUAL DE
MASSA PERDIDA (MP) E CINZAS, PARA AS AMOSTRAS DOS BIOFILMES DE AMIDO
DE MILHO MODIFICADO E COM ADICAO DE MFC (Rc).

Filme Evento | Evento2 | Mp Evento 3 DTG Mp | Evento4 | Mp | Cinzas

1 DTG DTG (%) (%) DTG (%) (%)

Ti-Tf Ti-Tf Ti-Tf T30 (°C) Ti-Tf

cC) (Y] cC) (Y]
Rc0 25-102 | 122-226 | 43 | 284 - 343 320 46 | 426-519 | 10 *
Rc1-408 | 28 -100 | 120-169 | 28 | 235 - 346 318 54 | 477-518 | 17 *
Rc2-408 | 26-119 | 170-258 | 21 | 258 - 334 297 55 | 478-523 | 24 *
Rc3-408 | 30-109 | 123-226 | 47 | 262- 324 293 31 | 453-523 | 22 *
Rc1-409 | 28-116 | 116-243 | 47 | 261 - 346 317 41 | 443-489 | 12 *
Rc2-409 | 34-106 | 106 -233 | 37 | 259 - 346 294 42 | 471-502 | 19 *
Rc3-409 | 25-126 | 126-220 | 37 | 254 - 337 292 40 | 471-556 | 22 1
Média 28-111 | 126-225 | 37 | 259 - 339 304 44 | 460-519 | 18 *
DP 3-10 20 - 28 10 14-8 13 8 20-21 5 *
CV (%) 11-9 16-12 27 6-2 4 19 4-4 29 *

Fonte: o autor (2022).

*Todo o material foi decomposto.

LEGENDA: Temperatura inicial (Ti) e final (Tf) dos principais eventos indicados pela curva DTG; Tso0 —
local importante de decomposicdo em torno de 300°C; DP — desvio padrao; CV — coeficiente de
variacao; RcO refere-se a amostra controle; Rc1-408, Rc2-408 e Rc3-408 incorporados com as
solugdes crio diluida (D), extrato inicial (El) e crioconcentrada (C), respectivamente, obtidas a partir do
cultivar BRS 408; Rc1-409, Rc2-409 e Rc3-409 incorporados com as solugdes D, El e C,
respectivamente, produzidas com o cultivar BRS 409.

Aliabadi et al. (2020) estudaram as caracteristicas da celulose microfibrilada
combinada ao extrato de erva-mate com amido e glicerina. Eles verificaram, através
de analises termogravimétricas, que o extrato de erva-mate diminuiu ligeiramente a
temperatura maxima de decomposicdo, com uma resisténcia térmica ligeiramente
melhorada em torno de 20-250 °C. Os autores observaram que com adi¢gdo do amido
esta analise apresentou duas etapas principais de degradagdo que quase se
sobrepdem; a primeira foi atribuida a decomposicao do amido (em torno de 305 °C),
e a segunda a celulose (340 °C); a decomposicao do extrato de erva-mate pode ser
observada no inicio da curva de degradacéao. Constataram também que a inclusdo de
glicerina diminuiu ainda mais a estabilidade do material.

Ao adicionar as solucées de EM aos amidos também houve uma modificacao
na estabilidade térmica dos biofilmes produzidos com matriz de amido de milho (M) e
amido de milho modificado (R), uma maior energia é requerida para a desintegracao
final dos materiais ao ser incorporados os bioativos da EM. E possivel perceber,
também, que ndo ha diferenca, a partir dos gréaficos apresentados nas FIGURAS 17 a
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24, entre os cultivares BRS 408 e BRS 409. Com a adi¢ao da celulose microfibrilada,
a curva termogravimeétrica apresenta mais patamares com variacdo de massa mais
distribuidos, e uma instabilidade térmica maior que os filmes sem a adi¢éo dessa fibra.

Estudos envolvendo o amido aliado a celulose microfibrilada sem glicerina
seriam necessarios utilizando somente o extrato de erva-mate como plastificante, isto
conforme as constatacdes feitas por Aliabadi et al. (2020), compreendendo que a
glicerina favoreceu uma instabilidade térmica ao material. Contudo, Jaramillo et al.
(2016) realizaram analise termogravimétrica no extrato de erva-mate encontrando a
perda de massa em aproximadamente 180 °C. Em vista disso, corrobora-se o
beneficio da protecdo fornecida aos compostos bioativos ao incorpora-los na matriz
de amido - glicerol.

4.2.3 Analise Espectroscopica no Infravermelho (IVFT — ATR)

A estrutura molecular dos biofilmes e os biofiimes compdsitos pode ser
apropriadamente explicada por espectros no infravermelho, que fornecem
informacgdes diretas sobre os grupos funcionais e os tipos de ligacdes presentes no
sistema. Nas FIGURAS 25 a 28 temos os espectros de transmitancia de 650 —
4000 cm™ dos biofilmes de amido de milho comercial (M), modificado (R) e os
compositos, com a adicdo de celulose microfibrilada, Mc e Rc. Uma banda
proeminente, visualizada em todos os espectros dos biofilmes, em ~3000-3600 cm™,
€ atribuida ao alongamento —OH pertencente ao amido, glicerol e agua. Ja as bandas
em 2800 a 2900 cm™', caracteristica da vibragdo de estiramento C-H, significa a
presenca de ligacdo H e C-H, caracteristicos de materiais de matriz polimérica
(JARAMILLO et al. 2016; PILATTI-RICCIO et al., 2019; CEBALLOS et al., 2020; GIRI
et al., 2022).

Na FIGURA 25, na regido ~2800 a 3000 cm™', nota-se uma sutil diferenca
entre os materiais com a incorporacao dos bioativos da erva-mate a matriz. Para os
biofilmes M1, M2 e M3 é possivel perceber uma divisdo nesta banda, passando a ter
dois maximos com maior resolugéo do que no controle (MO0). Isto pode estar vinculado
a presenca dos grupos metil presentes da erva-mate, conforme creditam Jaramillo et
al. (2016) a mudanca no sinal em 2893 cm™ em seu trabalho. Entretanto, para os
materiais em que foram adicionados celulose ao amido de milho comercial, FIGURA
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26, ndo se notou diferenca entre estes sinais com e sem inclusao dos bioativos dessa
planta.

O mesmo comportamento em relacdo a intensidade ocorre para o filme de
amido de milho modificado (R), FIGURA 27, com uma percep¢cdo mais nitida da
elevada intensidade em R3, o incorporado mais concentrado. O biofilme compésito
Rc, FIGURA 28, no entanto, comporta-se de uma maneira diferente dos demais; as
intensidades apresentadas somente diferem da amostra controle em relacdo as
amostras incorporadas.

Na FIGURA 27, também se percebe que em R3, incorporados com a solugéao
crioconcentrada de EM, tem-se uma banda mais intensa na regiao de ~2800 a
~3000 cm'. Isso é diferente do que se percebe em no filme RO, sem incorporacéo das
solugdes de EM, e nos filmes R1 e R2, com solu¢des de erva-mate mais diluidas. No
entanto, ao analisar o biocompdsitos, com MFC, FIGURA 28, tém-se um sinal nessa
faixa em 2886 cm™' mais estreito para Rc0, ja nos incorporados Rc1, Rc2 e Rc3 ocorre
a sobreposicao das vibragoes.

Nota-se em 1640 cm, para todos os espectros dos biofilmes (FIGURAS 25 a
28), uma banda relacionada a vibracao de alongamento e flexao dos grupos O-H das
ligacdes de hidrogénio e agua, semelhante ao relatado por Jaramillo et al. (2016) e
Ceballos et al. (2020), mostraram alteracdes nesta regido em relacdo aos materiais
com incorporacao das solugdes de erva-mate. Nos filmes de amido de milho (M),
FIGURA 25, um aumento na intensidade é visto iniciar em M2 e ganhar um maior
destaque em M3. Jaramillo et al. (2016) relatam que essa banda é sensivel a ligacao
H e a quantidade de interacdes hidroxilas. Esse é um indicio de que concentragcdes
mais elevadas da solucao de erva-mate (EM) provocaram modificacao nas vibracoes
dessa regiao e possivelmente maior magnitude das interacdes entre amido — solucao
EM. Quando se adiciona a este material MFC, FIGURA 26, o comportamento é

praticamente similar, mas menos perceptivel.



FIGURA 25 — ESPECTROS FTIR — ATR. DOS BIOFILMES DE AMIDO DE MILHO (M).
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FONTE: O autor (2022).
LEGEMNDA: a) MO & referents a amostra controle:
) M1 trata-se da incorporacdo com a solugio de erva-mate crio diluida;
c) M2 trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate extrato inicial;
d) M3 trata-se da incorporagdo com a solugéo de erva-mate crioconcentrada

FIGURA 26 — ESPECTROS FTIR — ATR DOS BIOFILMES DE AMIDO DE MILHO COM ADICAD DE MFC (MC).
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LEGENDA- a) Mc0 & referente a amostra controle;
) Mcl trata-se da incorporagio com a solugio de enva-mate crio diluida;
c) Mc2 trata-se da incorporagdo com a solucio de erva-mafe extrato inicial;
d) Mc3 trata-se da incorporagao com a solugéo de erva-mate cricconcentrada




FIGURA 27 — ESPECTROS FTIR. - ATR DOS BIOFILMES DE AMIDO DE MILHO MODIFICADO (R).
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: &) RO & referente a amostra controle;

b) R1 trata-se da incorporagio com a solugio de erva-mate crio diluida;
) R2 trata-se da incorporagéo com a solugdo de erva-mate extrato inicial;
d) R3 trata-se da incorporagio com a solugdo de erva-mate crioconcentrada

FIGURA 28 — ESPECTROS FTIR — ATR DOS BIOFILMES DE AMIDC DE MILHO MODIFICADO
COM ADICAO DE MFC (RC).
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: &) RcO & referente a amostra controle;
b} Rcl trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate crio diluida;
c} Re2 trata-se da incorporagéo com a solugio de erva-mate exrato inicial;
d) Rc3 trata-se da incorporagio com a solugdo de erva-mate crioconcentrada
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Na matriz Rc, com a adicdo de celulose microfibrilada, foi percebida uma
diferenca maior entre o controle, com menor intensidade para toda a curva de
transmitancia, e as amostras incorporadas, mais intensas em suas bandas e com
pouca diferenca entre as concentracdes. Portanto, € visto que somente para este filme
compdsito ndo houve diferenca na interacao das hidroxilas entre as concentracgoes,
nos demais o comportamento foi mais linear, aumentando a intensidade em relagao a
concentracao aplicada.

Entre os biofilmes produzidos com amido de milho (M) e amido de milho
modificado (R), para a regido de 1500 a 4000 cm', as bandas ocorrem em regides
semelhantes com diferengas em suas intensidades. Todavia, ao observar a FIGURA
27, um minimo aparece na Regido de 1741 cm™' em RO, R1 e R2, o qual ndo pode ser
visualizado em R3 e nos biofilmes de amido de milho (M). Quando se adiciona MFC
ao amido de milho modificado, este minimo sé é visto no material controle (RCO),
FIGURA 28.

Na FIGURA 29 sédo apresentados os espectros de transmitancia para a regiao
de 800 a 1500 cm' dos biofilmes e biofilmes compésitos (M, R, Mc e Rc). O sinal em
1150 cm™', atribuido a ligagéo glicosidica (C-O-C), foi percebido em todos os sistemas,
similar ao constatado por Jaramillo et al. (2016), e indicio de que o comprimento da
cadeia glicosidica ndo foi modificado pela adicdo de MFC e as solugbes de erva-mate.

Um sinal duplo em 990 — 1100 cm™, visto por Ceballos et al. (2020), foi
atribuido a flexdo C-O-H, e as bandas em ~920 cm, 850 cm™ sdo atribuidas as
vibragdes do anel glicosidico. Aliabadi et al. (2020) perceberam um aumento na banda
em 926 cm' que foi atribuido ao extrato de erva-mate. Na FIGURA 29, para os
biofiilmes M e Mc, é observada a formacdao de dois minimos assimétricos para o
material com maior concentragdao de solucao de erva-mate M3 e Mc3 na regido da
900 cm™ a 950 cm™'. Em contrapartida, o material produzido com amido de milho
modificado (R) ndo desenvolveu este comportamento, mesmo com a adi¢gdo de MFC.

A FIGURA 29 apresenta os espectros das mesmas amostras (FIGURA 25 A
28) com énfase na regido de 1500 a 800 cm'. Na banda em ~1000 cm', referente ao
grupo éter ciclico (vC-0-C) (PILATTI-RICCIO et al., 2019), para o material M3 e Mc3,
temos que nesta concentracao incorporada é perceptivel a formacao de um minimo,
que a medida que decresce a concentracao de solu¢cdo EM adicionada (M2, M1 e MO),
este comportamento fica menos evidente. Nesta mesma faixa de numero de onda,

percebe-se para os materiais R e Rc bandas que ndo seguem o mesmo padrdo que
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os biofilmes M e Mc, em R3 e Rc3 percebe-se um afinamento em ~1016 cm™, em

relacdo aos demais filmes.

FIGURA 29 — ESPECTROS FTIR — ATR DOS BIOFILMES NA REGIAQ DE 1500 CM-1 A 800 CM-1
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: a) M - mafriz amido de milho, MO & referente a amostra controle; M1 trata-se da incorporagio com
a solugdo de erva-mate crio diluida, M2 com extrato inicial @ M3 crioconcentrada; b) Mc - mafriz amido de
milho com adigdo de MFC, McO & referente a amostra controle; Mcl trata-se da incorporagéo com a solugéo de
erva-mate crio diluida, Mc2 com extrato inicial & Mc3 crioconcentrada; ¢ R - matriz amido de milho modificado,
RO & referente a amostra controle; R1 trata-se da incorporagdo com a solugio de erva-mate crio diluida, R2
com extrato inicial e R3 crioconcenirada; d) Rc - matriz amido de milho modificado com adigio de MFC, Re0 &
referente a amosira controle; Rcl trata-se da incorporagdo com a solugdo de erva-mate crio diluida, Rc2 com
extrato inicial e Rc3 crioconcentrada;

Ceballos et al. (2020) anunciam em seu trabalho que o efeito da incorporacao
do extrato de erva-mate foi observado na faixa de 1050 cm™' a 1020 cm™', em que
houve um aumento na intensidade do sinal em torno de 1022 cm™ nos filmes contendo
o extrato. Semelhantemente, um aumento de intensidade é percebido na regido da
FIGURA 29, para os espectros dos filmes Mc, R e Rc incorporados com EM; entre as
concentracdes aplicadas: D, El e C, nao foi visivel variacdo consideravel na
intensidade. Para a matriz de amido de milho néo é perceptivel uma diferenca entre
os filmes incorporados (M1, M2 e M3) e o controle (MO0).

A regido de 1150 — 1100 cm, para Ceballos et al. (2020), relacionam ao

alongamento C-O, C-C e C-O-H. Nessa regido, entre 1078 cm™ a 1150 cm’, da
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FIGURA 29, verifica-se para as amostras M0, M1 e M2 sinais assimétricos que vao se
acentuando até formar dois minimos em M3, mostrando que a banda que estava mais
perto de 1150 cm™ teve sua intensidade aumentada quando incorporou-se maior
concentragdo dos ativos de erva-mate. O mesmo comportamento ocorre sem
diferenga perceptivel quando se adiciona MFC. Pode indicar que nao héa interacdes
quimicas especificas observadas entre o amido e a celulose microfibrilada. Para o
material com matriz modificada (R), nesta mesma regido é observado comportamento
semelhante a matriz de amido de milho comercial; entretanto, percebem-se detalhes
diferentes no padrao da banda, como a assimetria mais destacada em RO e RcO.

O extrato seco de erva-mate possui bandas que ndao podem ser propriamente
identificadas, pois € um conjunto de componentes e as bandas de vibragcédo e
alongamento podem ser de mais de um grupo funcional, conforme afirmam Pilatti-
Riccio et al. (2019). Estes autores perceberam em seu trabalho que quase todas as
bandas relacionadas ao grupo organico que aparecem no espectro do extrato de erva-
mate n&o foram bloqueadas pelo tratamento de encapsulamento com sacarideos.

Deste modo, a avaliagdo do comportamento das bandas avaliadas na regiéo
da FIGURA 29 aponta a presenca de componentes da erva mate com a incorporacao
da solugcao de erva-mate crio concentrada, sugerindo a presenca destes grupos
sobrepostos a banda da matriz amilacea. Portanto, a adicao de MFC n&o influenciou
na regido de 800 cm™' a 1500 cm™'; no entanto, a insercao das solugdes de erva-mate
fez com que surgissem algumas nuances no comportamento das amostras dos
biofilmes.

De modo geral, nos espectros FTIR — ATR (FIGURAS 25 a 29) semelhanga
estrutural entre a MFC e 0 amido proporciona a sobreposicao de sinais caracteristicos
destes dois materiais, de acordo com Aliabadi et al. (2020). Além disso, um possivel
indicativo da incorporagdo dos ativos vegetais € a auséncia de transmitancia dos
grupos especificos da erva-mate, os quais ndo se localizam nas superficies dos
biofilmes, semelhante ao exposto por Giri et. al. (2022) para seus materiais compésitos

de nanocelulose.
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4.2.4 Liberagao in vitro

A TABELA 10 apresenta os resultados da liberacdo em meio aquoso de cada
uma das amostras, do controle e com polifendis incorporados, em mg (EAG) /g de

biofilme.

TABELA 10: RESULTADOS DA LIBERAGCAO DE POLIFENOIS TOTAIS EM MEIO AQUOSO PARA
OS BIOFILMES AMOSTRADOS.

Média por
T T2 T3 T4 T5 matriz
mg mg mg mg mg mg
Matriz Tratamento | (EAG)/g | (EAG)/g | (EAG)/g | (EAG/g) |(EAG)/g (EAG)/g
MOXI 0 1,96 * * 2,04 1,47 1,82+0,3
ROXI 0 0,68 1,87 0,32 1,09| 0,96 0,98 £0,6
MCOXI 0 1,30 6,17 1,84 2,04| 090 2,45+ 2,1
RCOXI 0 0,76 1,85 0,29 0,51 0,43 0,77+0,6
M1Y] 1 6,12 7,56 6,84 6,90| 6,26 6,74 £0,6
R1YI 1 6,88 5,43 5,88 595| 582 599105
MC1Y] 1 7,92 3,59 3,60 7,64| 7,03 596+22
RC1YI 1 5,42 5,04 4,68 527| 540 51603
M2Y] 2 29,6 25,5 30,3 30,9| 328 29,8+2,7
R2Y] 2 29,1 22,3 27,1 290 217 25,9 £3,6
MC2YI 2 25,4 28,9 25,6 26,1 28,0 26,8 £1,6
RC2YI 2 26,1 20,4 25,1 259| 240 243+23
M3YI 3 46,3 44,5 44,3 449| 50,1 46,024
R3YI 3 23,7 34,7 42,0 69,2 488 43,7 £17
MC3YI 3 49,8 50,4 43,4 41,8 50,4 47,2142
RC3YI 3 42,7 42,0 39,8 46,1 38,3 41,8+3,0

Fonte: o autor (2022).
* Dados medidos nao inseridos devido a baixa confiabilidade, por fatores externos.

LEGENDA: T1 refere-se ao tempo de liberagdo em 12 horas, T2 em 24 horas, T3 em 48 horas, T4 em
72 horas e T5 em 216 horas, em mg (EAG) /g de biofilme. O tratamento 0 refere-se ao biofilme controle,
1 ao incorporado com solucdo de erva-mate crio diluida, 2 ao extrato inicial e 3 a crio concentrada.
Também, apresenta-se a média de cada uma das matrizes para todos os periodos de tempo e seu

desvio padrao associado.

Através do software IBM® SPSS® statistics, realizou-se o teste de
normalidade Shapiro-Wilk dos dados da TABELA 10. Com exceg¢do do R2Y2, as
concentragdes tenderam a uma distribuicdo normal; isso permitiu aplicar a ANOVA de
um fator. Os testes posteriori escolhidos foram: teste — t de Dunnet, que comparou o
grupo controle (0) com os demais grupos (1, 2 e 3), e o teste de Amplitude Ryan-Einot-
Gabriel-Welschb (R-E-G-W).
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Atraveés do teste de Dunnet, os resultados de liberagdo para as 12 horas (T1)
nao apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) entre o grupo controle e o crio
diluido. Entretanto, as demais amostras de biofilme incorporadas com extrato inicial
(2) e crio concentrado (3) foram diferentes do grupo controle. O mesmo ocorreu para
os tempos 24 horas (T2), 72 horas (T4) e 216 horas (T5). Em relacdo ao tempo
48 horas (T3) todos os grupos diferiram do grupo controle (P < 0,05).

O parametro R-E-G-W divide os grupos em subconjuntos de similaridade, ou
seja, os tratamentos que apresentaram médias semelhantes ocupam um mesmo
subconjunto. Assim, para o tempo de 12 horas, os dados mostraram que o biofilme
controle e crio diluido ndao apresentam diferenca significativa (p = 0,05). Os biofilmes
incorporados com extrato inicial e crio concentrado diferiram tanto entre si quanto do
subconjunto composto pelo tratamento controle e crio diluido.

Para o periodo de liberacao em 24 horas (T2), 72 horas (T4) e 216 horas (T5),
verificou-se 0 mesmo comportamento visto em T1. No entanto, para T3 (48 horas) R-
E-G-W mostrou que os biofilmes em todos os grupos diferem entre si (p # 0,05). Com
isso, fica evidenciado que a liberacdo dos polifendis estd relacionada com a
concentracao incorporada, sendo que as Solugdes Extrato Inicial e Crio concentrado
mostraram-se melhores, ja que foram diferentes estatisticamente do grupo controle,
para todos os materiais testados independente do tempo adotado.

Isso fica melhor visualizado através das FIGURAS 30 e 31, onde se
apresentam os dados de liberacao dos polifendis totais (EAG/g de biofilme) em relagéao
ao periodo de exposicao dos biofilmes ao meio aquoso. Os teores de polifendis totais
do grupo controle e incorporado com crio diluido exibem similaridade. Contudo, com
a incorporacdo das solucdoes Extrato Inicial e Crio concentrado as matrizes
poliméricas, os valores de liberagéo in vitro mostram-se mais elevados, principalmente
com a ultima solugéo.

As matrizes amido de milho e amido de milho modificado, com e sem adicao
de MFC, com a inclusdo durante a formacao do gel, foram capazes de incorporar e
posteriormente liberar em meio aquoso os compostos bioativos, polifendis. Nao houve
diferenga significativa entre os periodos de T1 a T5 (12, 24, 48, 72 e 216 horas), como
visto no teste ANOVA. As solucdes de erva-mate 2 e 3 apresentaram 0s maiores
teores de polifendis liberados in vitro, conforme o esperado, seguindo a proporgéo de
quanto maior incorporado, maior foi o teor liberado, até o teor do tratamento

Crioconcentragao aplicado.
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FIGURA 30 - GRAFICO DE LIBERACAO DOS POLIFENOIS TOTAIS (EAG/G DE BIOFILME) EM RELACAOQ ACQ PERIODO DE
EXPOSICAQ
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FONTE: O autor (2022).

Exposicao referente aos tempos: T1 (12 horas), T2 (24 horas), T3 (48 horas), T4 (72 horas) e T5 (216 horas).

LEGENDA: a) M - matriz amido de milho, MO & referente a amostra controle; M1 trata-se da incorporacéo com a solugdo de erva-mate crio
diluida, M2 com extrato inicial e M3 crioconcentrada; b)R - matriz amido de milho modificado, RO é referente a amostra controle; R1 trata-se
da incorporacdo com a solugdo de erva-mate crio diluida, R2 com extrato inicial e R3 crioconcentrada;

FIGURA 31 — GRAFICO DE LIBERAGAO DOS POLIFENOIS TOTAIS (EAG/G DE BIOFILME) EM RELAGCAO AQ PERIODO DE
EXPOSICAO
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FONTE: O autor (2022).

Exposicao referente aos tempos: T1 (12 horas), T2 (24 horas), T3 (48 horas), T4 (72 horas) e T5 (216 horas).

LEGENDA: &) Mc - matriz amido de milhe com adicdo de MFC, McO é referente a amostra controle; Mcl trata-se da incorporacdo com a
solucio de erva-mate crio diluida, Mc2 com extrato inicial e Mc3 crioconcenirada; b) Rc - matriz amido de milho modificado com adicdo de
MFC, RcO é referente a amostra controle; Rcl trata-se da incorporacdo com a solugdo de erva-mate crio diluida, Rc2 com extrato inicial e
Rc3 crioconcentrada;
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5 CONCLUSAO

Os filmes produzidos pelo método casting de amido de milho e amido de milho
modificado apresentaram caracteristicas visuais adequadas e o0 método de
crioconcentracao do extrato de erva-mate foi eficaz para elevar o teor de compostos
fendlicos. O ensaio de liberagdo in vitro mostrou que os filmes foram capazes de
proporcionar a exsudacado dos compostos fendlicos em meio aquoso, principalmente
as solucdes de erva-mate mais concentradas, liberaram maiores teores. A
solubilidade dos filmes foi apropriada para auxiliar na sua degradabilidade. Com a
adicao reforco de celulose de pinus microfibrilada, a solubilidade dos filmes foi
diretamente proporcional ao aumento da concentragdo de solugdo de erva-mate
incorporada.

Ao adicionar as solucdes de erva-mate aos amidos houve uma modificacéo
na estabilidade térmica desses biofilmes, observada nas andlises termogravimétricas,
e uma maior energia foi requerida para a pirolise final dos materiais. Os cultivares BRS
— 408 e BRS - 409 ndo apresentaram diferenga no comportamento térmico.
Entretanto, para os biofiimes com a adigdo da celulose microfibrilada a curva
termogravimétrica revelou mais etapas com variacao de massa mais distribuidos. Por
fim, é possivel verificar o beneficio da protecao fornecida aos compostos bioativos ao
incorpora-los na matriz de amido — glicerol.

Em contrapartida, para a analise de infravermelho houve similaridade entre as
estruturas das matrizes de amido e com adicdo de MFC, isto porque os sinais
caracteristicos de amido e celulose se sobrepéem. Ademais, para os filmes com matriz
de amido de milho com MFC, amido de milho modificado e 0 mesmo incorporado com
MFC, foi possivel ver um aumento da intensidade de bandas com o aumento da
concentracao de solugao de erva-mate incorporada.

Portanto, foi possivel elaborar filmes com matriz polimérica de base biolégica
e incorporar bioativos de solugdes preparadas em trés concentracdes diferentes, a
partir do extrato de erva-mate. Dessa forma, aperfeicoando estes materiais e
adaptando-os a escala industrial pode ser uma alternativa as embalagens tradicionais
para coberturas de produtos alimenticios frescos, como frutas e hortalicas, ou

farmacéuticos.
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