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RESUMO

TEIXEIRA, B. S. Incorporacéo e nanoencapsulacao de agentes antioxidantes
em filmes de amido e acdo da irradiacao por feixes de elétrons. 2022. 142 f.
Tese (Doutorado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN-CNEN, Sao Paulo.

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis € uma alternativa ao uso de
embalagens ndao amigaveis ao meio ambiente. Para producdao desses filmes,
diversos polimeros naturais podem ser utilizados, dentre eles, o amido, no qual
apresenta boas caracteristicas, propriedades e facilidade para sua obtencdo. A
adicao de antioxidantes naturais livres ou encapsulados pode contribuir ainda mais
no desenvolvimento de filmes funcionais com atividade antioxidante. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver filmes ativos, a base de polimeros naturais de fonte
renovavel, o amido, pela técnica casting e extrusdo, adicionados com compostos
bioativos de hibisco e curcuma livres e nanoencapsulados e agéo da irradiacéo por
feixes de elétrons. Procedeu-se a extragcdo por micro-ondas e ultrassom dos
compostos bioativos do hibisco e da curcuma com diferentes solventes e
temperaturas, assim como a caracterizacdo em relacdo a atividade antioxidante,
determinacdo dos compostos fendlicos, atividade anti-inflamatéria e
antimicrobiana. Foi realizado a encapsulacdo desses compostos através da
secagem por vaporizagcdo (nanospray dryer) e caracterizados quanto as
propriedades fisicas, fisico-quimicas, morfolégicas, bioativas, parametros
colorimétricos, didmetro e tamanho das particulas. As particulas mais estaveis dos
extratos foram incorporadas nos filmes preparados por extrusdo. As solucdes
filmogénicas para a técnica casting foram preparadas nas concentracfes de 5%
(p/v) de amido de batata, 3% de glicerol, 0.5% de propionato de calcio (CeH10CaOa)
sob agitacdo constante até gelatinizacdo do amido. Os filmes com os compostos
bioativos foram preparados com solugéo de 1 e 2% de hibisco e circuma, com as
mesmas proporc¢des de plastificante glicerol e conservante (propionato de calcio).
Andlise do perfil de viscosidade desses hidrogéis foi realizado. Os filmes
processados por extrusdo foram preparados com as particulas encapsuladas com

0S compostos bioativos. Foram elaboradas 5 formulacdes: filme de amido, filme de



amido com nanoaparticulas de hibisco a 1 e 2% e filme de amido com nanoparticula
de carcuma a 1 e 2%. ApoGs o preparo os filmes foram irradiados com feixes de
elétrons com doses de 5, 10, 20 e 40 kGy. A irradiagéo ionizante foi utilizada com
o intuito de verificar a influéncia nas propriedades bioplasticas dos filmes a base de
amido, assim como as propriedades mecanicas e de barreira. Estes bioplasticos
foram caracterizados quanto as propriedades fisicas, fisico-quimicas, morfoldgicas,
biotivas, mecénicas, de barreira e térmicas. As propriedades dos filmes estudados
foram afetadas dependendo da proporcéo de antioxidante adicionado.

Palavras-chave: filmes ativos, radiacdo ionizante, amido de batata, hibisco,

clrcuma, feixes de elétrons.



ABSTRACT

TEIXEIRA, B. S. Incorporacéo e nanoencapsulacao de agentes antioxidantes
em filmes de amido e acdo da irradiacao por feixes de elétrons. 2022. 142 f.
Tese (Doutorado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, IPEN-CNEN, Sao Paulo.

The development of biodegradable films is an alternative to the use of
environmentally unfriendly packaging. For these productions, several natural
polymers can be used, among them, starch, which has good characteristics, and it
is easy to obtain. The addition of free or encapsulated natural antioxidants can
further contribute to the development of functional films with antioxidant activity. The
objective of this work was to develop active films, based on natural polymers from
a renewable source, starch, by the technique of casting and extrusion, added with
free and nonencapsulated bioactive compounds of hibiscus and turmeric and the
action of irradiation by electron beams. The bioactive compounds of hibiscus and
turmeric were extracted by microwave and ultrasound with different solvents and
temperatures, as well as characterization in relation to antioxidant activity,
determination of phenolic compounds, anti-inflammatory, and antimicrobial
activities. The encapsulation of these compounds was carried out by vaporization
drying (nanospray dryer) and characterized in terms of physical, physical-chemical,
morphological, bioactive, colorimetric parameters and particle diameter and size.
The most stable particles of the extracts were incorporated into the films prepared
by extrusion. The film-forming solutions for the casting technique were prepared at
concentrations of 5% (w/v) of potato starch, 3% glycerol and 0.5% calcium
propionate (CsH10CaOas) under constant agitation until starch gelatinization. The
films with the bioactive compounds were prepared with a 1 and 2% solution of
hibiscus and turmeric, with the same proportions of glycerol plasticizer, and
preservative (calcium propionate). Analysis of the viscosity profile of these
hydrogels was performed. The films processed by extrusion were prepared with the
particles encapsulated with the bioactive compounds. Five formulations were
prepared: starch film, starch film with 1 and 2% hibiscus nanoparticles and starch

film with 1 and 2% turmeric nanoparticles. After preparation, the films were irradiated



with electron beam at doses of 5, 10, 20 e 40 kGy. lonizing irradiation was used to
verify the influence on the bioplastic properties of starch-based films, as well as the
mechanical and barrier properties modifications. These bioplastics were
characterized in terms of physical, physicochemical, morphological, bioactive,
mechanical, barrier and thermal properties. The properties of the films studied were

affected depending on the proportion of antioxidant added.

Keywords: Active film, ionizing radiation, potato starch, hibiscus, turmeric, electron

beam.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, filmes ou revestimentos produzidos a partir de
polimeros naturais tém sido propostos como alternativa para aumentar a vida util
de alimentos, na forma de embalagens primarias, e, a0 mesmo tempo reduzir a
poluicdo ambiental decorrente do uso de embalagens sintéticas ndo degradaveis.
Os materiais utilizados para producao de embalagens biodegradaveis sdo oriundos
de matérias-primas agricolas ou residuos das industrias de processamento de
alimentos, farmacéuticas, entre outras. Polissacarideos, proteinas e lipideos séo
0os principais biopolimeros empregados para producdo de revestimentos
comestiveis, denominados de funcionais ou ativos quando combinados com
agentes antioxidantes ou antimicrobianos (FU et al.,, 2017) e sdo capazes de
produzir matrizes continuas (SHOJAEE-ALIABADI et al., 2013). Embalagens ativas
apresentam interacdo desejavel com o produto, com manutengao da estabilidade,
gualidade e consequente aumento da vida de prateleira. InUmeros agentes naturais
podem ser utilizados beneficamente para a formulagdo de filmes ativos, como
pigmentos, vitaminas, compostos fendlicos ou a adigdo de extratos e produtos que
contenham tais compostos em sua composi¢ao (SOUZA et al., 2011; MARTINS et
al., 2012; IAHNKE et al., 2015; REIS et al., 2015; PAGNO et al., 2016; PINEROS-
HERNANDEZ et al., 2017).

Dentre os polissacarideos que sdo utilizados para producdo de
revestimentos comestiveis, o amido recebe atencéo especial por apresentar baixo
custo, ser abundante e renovavel. Além disso, esta presente sob varias formas em
funcdo da origem da matéria-prima gerando diferentes alternativas a serem
pesquisadas na area de filmes (ANDRADE-MAHECHA, 2012).

O amido representa uma parte da reserva energética de plantas, esta
conformado quimicamente por cadeias lineares de glicose unidas por ligagdes a
(1—4) e cadeias ramificadas unidas por ligagcbes a (1—6) (BEMILLER &
WHISTLER, 2009). As propriedades do amido s&o em fungdo da sua origem
botanica, da morfologia e da estrutura do granulo, da composicéo e da proporcao
das cadeias de amilose e amilopectina (FUENTES et al., 2019; HOOVER, 2001).

O uso de aditivos, como antioxidantes, pode levar a mudanga da matriz

polimérica, com menor permeabilidade ao vapor de agua, menor transmissao de
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luz, maior resisténcia a tracdo ou elongamento na ruptura, dependente da
caracteristica e interagdo do aditivo adicionado, de carater hidrofébico ou
hidrofilico, que pode proporcionar maior prote¢ado aos alimentos durante o
armazenamento (BARBOSA-PEREIRA et al., 2013; NORONHA et al.,, 2014;
MEDINA JARAMILLO et al., 2016).

A nanotecnologia vem recebendo grande atencdo por proporcionar
maior estabilidade aos compostos bioativos em escala nanométrica, como a
solubilidade de compostos hidrofébicos em matrizes hidrofilicas e uma liberagéo
continua e controlada dos compostos ao longo do tempo (LOBATO et al., 2013;
DOS SANTOS et al., 2015; DA SILVA et al., 2016).

A encapsulacdo é um processo em que pequenas particulas sélidas,
goticulas liquidas ou gasosas sao revestidas por um material de parede, ou
incorporadas em uma matriz homogénea ou heterogénea. Esta técnica apresenta
varias vantagens dentre as quais se destacam a prote¢ado ao oxigénio e a umidade,
resultando em maior estabilidade, aumento da biodisponibilidade e liberacao
controlada do recheio, e a reducdo da higroscopicidade de produtos hidrofilicos,
pela encapsulacdo em materiais de parede hidrofébicos (ABBAS et al., 2012).

Agentes antioxidantes oriundos de fontes naturais, como extratos de
plantas, surgem como uma possivel alternativa para substituicdo dos agentes
sintéticos, sendo que sua adicdo em filmes a base de biopolimeros possibilita a
producdo de embalagens ativas (BITENCOURT et al., 2014).

O desenvolvimento de embalagens ativas antioxidantes a partir de bases
poliméricas degradaveis também se mostra como uma opgao para oferecer ao
mercado materiais ambientalmente adequados. A ideia de trabalhar com uma fonte
biodegradavel e com antioxidantes naturais, pode oferecer ao mercado e ao
consumidor uma embalagem que, além de exercer suas fungdes tecnoldgicas,
também atenda as demandas atuais de protecdo ao meio ambiente e seguranga
ao consumidor. As embalagens ativas antioxidantes sao promissoras tendo em
vista que podem inibir ou retardar as reagdes de oxidagéo dos alimentos.

A irradiagdo com radiagao ionizante € uma tecnologia bem estabelecida
na area de esterilizacdo de produtos na area meédica, reticulacdo de polimeros,
conservacao de alimentos e objetos de arte, sendo aplicada comercialmente em

paises desenvolvidos e em desenvolvimento (IAEA, 2004a,b). Também, o uso da
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sintese induzida por radiac&o ionizante se destaca como um método para producéo
de materiais com melhores propriedades mecanicas (GUVEN, 2005; INAMURA et
al., 2010).

A literatura ainda é escassa no tema de desenvolvimento de filmes
biodegradaveis irradiados incorporados com compostos bioativos. A adigao a filmes
biodegradaveis de extratos naturais por nanoencapsulagao pode ser uma técnica
promissora para aumentar a solubilidade destes compostos, além de proporcionar
melhor estabilidade frente a diversos fatores.

A hipétese considerada no presente trabalho € que a adi¢cdo do extrato
de hibisco e curcuma na formulacdo da solucao filmogénica produzira filmes com
atividade antioxidante. Sera necessario verificar o efeito sobre as propriedades,
assim como o tratamento com a irradiagdo dos filmes apds a secagem. Os
polifendis presentes nesses extratos poderiam induzir rearranjos estruturais nas
macromoléculas e com o tratamento com irradiacdo sejam afetadas as
propriedades, tanto fisica quanto quimicamente.

As embalagens ou revestimentos comestiveis a base de polimeros
naturais contendo extratos vegetais desempenham um papel importante na
industria alimenticia. Quando encapsulados em nanoescala, sua bioatividade pode
ser potencializada, possibilitando a reducédo das doses necessarias para garantir a
atividade bioldgica. A combinacao de irradiagdo com polimeros naturais ativos pode
aumentar a radiossensibilidade microbiana e reduzir a dose de tratamento
individual, mantendo a qualidade e a seguranca do produto alimenticio. O
tratamento por radiacdo também pode servir como uma ferramenta para reticulagéo
e para compatibilizacéo reativa de polimeros naturais, melhorando as propriedades
dos filmes.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de filmes bioativos de amido de
batata contendo antioxidantes naturais, hibisco e circuma, para possivel aplicacao
na area de embalagem de alimentos. Efeito da acdo da radiacdo ionizante nesses

filmes.

2.2 Objetivos Especificos

e Extracdo com solventes organicos assistida por micro-ondas e ultrassom de
compostos bioativos de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) e da cdrcuma
(Curcuma Longa L.) e identificacdo dos compostos presentes nos extratos;

¢ Avaliacao da atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, teor de
compostos fendlicos dos extratos estudados;

e Producédo de nanoparticulas dos compostos bioativos contidos nos extratos
empregando diferentes materiais de encapsulacao;

e Verificagdo da influéncia do uso de diferentes concentragbes de agentes
encapsulantes (materiais de parede) sobre as propriedades fisico-quimicas
(atividade de &gua, tamanho médio das particulas, potencial zeta, cor e
capacidade antioxidante) das nanoparticulas obtidas por nanospray dryer;

e Desenvolvimento de filmes de amido bioativos pelo método de moldagem
(casting) e de extruséo;

e Avaliacdo do efeito da irradiacdo por feixes de elétrons nas propriedades

térmicas, mecanicas e morfoldgicas dos filmes.



23

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biopolimeros/Polissacarideos

O desenvolvimento de produtos a base de polimeros naturais,
biopolimeros e/ou biodegradaveis oferece diversas alternativas em busca de um
processo de desenvolvimento mais sustentavel (ABD EI-REHIM, 2006; MA et al.,
2012).

Os biopolimeros podem ser definidos como macromoléculas de elevada
massa molar (superior a 10* g.mol?), constituidas por mondémeros ligados
covalentemente, que sao sintetizados por organismos vivos (STEINBUCHEL, 2003;
KOLYBARA et al.,, 2004). A TAB.1 apresenta biopolimeros encontrados na
natureza e respectivas fungoées (ALLAN et al., 1993; STEINBUCHEL, 2003).

TABELA 1. Biopolimeros encontrados na natureza e suas fungoes
(STEINBUCHEL, 2003)

Polimero Mondmero Funcbes
Acidos nucléicos Nucleotideos Carrega as informacdes genéticas
(DNA e RNA) 9 G0es g
Catalise biolégica (enzimas), fatores de
. S crescimento, materiais estruturais (las,
Proteinas Aminoacidos . )
couro, seda, cabelo, tecido conectivo),
horménios (insulina), toxinas, anticorpos
Material estrutural de plantas e organismos
Polissacarideos . superiores (celulose, quitina),
: Monossacarideos . Lo
(Carboidratos) armazenamento de energia (glicogénio,
amido), secre¢des microbianas
Polihidroxialcanoatos ~ Acidos graxos Reserva de energia de micro-organismos

Materiais estruturais em plantas (lignina),
Polifenodis Fenois estrutura do solo (humus, turfa), mecanismo
de defesa em plantas

Materiais inorganicos para armazenamento
de energia

Materiais inorganicos para armazenamento
de energia

Polifosfatos Fosfatos

Polissilfetos Sulfetos
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Quanto a estrutura quimica, os biopolimeros s&o classificados em
polissacarideos, poliésteres ou poliamidas (PRADELLA, 2006). Tém em comum o
fato de todos serem produzidos a partir de matérias-primas renovaveis.

Os polissacarideos se destacam pela complexidade estrutural, visto
serem constituidos de dezenas, centenas ou mesmo, milhares de unidades de um
unico ou de diferentes tipos de monossacarideos, unidos entre si através de
ligagdes glicosidicas, constituindo longas cadeias com massa molar superior a 10°
g.mol? (BOBBIO & BOBBIO, 1992a). Estas macromoléculas diferem entre si na
composi¢ao quimica, no tipo de ligagcéo glicosidica, no grau de ramificagdo e no
comprimento de suas cadeias laterais (GUITIERREZ et al., 1996; CORRADI DA
SILVA et al., 2006). Por isso, existe uma grande diversidade estrutural das
moléculas sintetizadas pelos micro-organismos, 0 que permite que apresentem
distintas propriedades funcionais.

A maioria dos polissacarideos apresentam estrutura ramificada, como &
o caso do amido e do glicogénio. Cabe ressaltar que a estrutura da macromolécula
tem influéncia no seu comportamento em solugéo aquosa. Por exemplo, grandes
variagdes no grau de ramificacdo podem afetar a solubilidade dos polimeros
(SUTHERLAND, 1998). Tem-se ainda que o aumento no teor de ramificagdes reduz
a cristalinidade, o que resulta em alteragdo das caracteristicas mecanicas dos
polimeros. Em geral, a medida que aumenta a quantidade de ramificagbes, a
estrutura torna-se mais compacta, ou seja, sua superficie diminui e,
consequentemente, diminui sua rigidez e aumenta a sua solubilidade em agua
(CORRADI DA SILVA et al., 2006).

Dentre os polissacarideos mais utilizados na formacgéo de coberturas ou
blendas poliméricas estao os derivados hidrossoluveis de celulose (PASTOR et al.,
2011), amido (BERTUZZI et al.,, 2007), quitosana (DUTTA et al., 2009), entre

outros.

3.2 Amido ou Fécula

Muitos consideram amido ao produto amilaceo extraido das partes
aéreas dos vegetais, ou seja, € 0 que esta acima da terra. Fécula seria o produto

amilaceo extraido das partes subterraneas comestiveis dos vegetais (tubérculos,
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raizes e rizomas), ou seja, é o que esta enterrado. Entretanto, o Unico componente
da fécula é o amido.

O amido é um biopolimero de glicose formado de duas macromoléculas,
a amilopectina e a amilose (FIG.1), que s&o a maior parte reserva de energia dos
vegetais superiores. Elas sao sintetizadas no interior de organelas celulares
denominadas amiloplastos, e a medida que crescem ganham a forma Unica de uma
estrutura semicristalina e mais densa que a agua chamada granulo (JARVIS &
LOPEZ-JUEZ, 2013).

(A) (B)

FIGURA 1. Estrutura bésica da amilose (A) e amilopectina (B)
Fonte: KNILL & KENNEDY, 2004.

A amilopectina é uma das maiores macromoléculas naturais. Partes das
moléculas formam regides cristalinas dispersas na porcdo amorfa do granulo
(JANE, 2009; OOSTERGETEL & VAN BRUGGEN, 1993; PEREZ et al., 2009). Por
isso, o amido é um material birrefringente e a medida dessa propriedade indica a
presenca de cristais de amilopectina (BILIADERIS, 2009).

A estrutura ramificada da amilopectina € formada por trés tipos de
cadeias: A, B e C (FIG.2). As cadeias tipo A se ligam por uma das extremidades
redutoras as cadeias B ou C e ndo ligam entre si, as cadeias B se ligamaAouaC
no carbono 6 da unidade de anidroglicose (AGU) e ha apenas uma cadeia C que
carrega a extremidade redutora (®) da molécula (HIZUKURI, 1985; JANE, 2009).
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FIGURA 2. Estrutura da amilopectina e suas cadeias.
(A) Classificagdo das cadeias da amilopectina em tipo A, B e C. (B) Estrutura da

amilopectina formando as regides amorfas e cristalinas no granulo de amido.
Fonte: DENARDIN & SILVA, 2009.

A estrutura da amilopectina é altamente complexa e ramificada, existindo
varios modelos para representa-la, o mais citado é conhecido como modelo de
“clusters”, em que a amilopectina é constituida por uma cadeia principal “C” que
contém um terminal redutor da molécula e muitas cadeias ramificadas, longas e/ou
curtas, essas cadeias ramificadas sao classificadas como “A” e “B”. As “B” sdo mais
internas e ramificadas, possuem aproximadamente 40 unidades de glicose. As
cadeias “A”, mais externas e cristalinas, ndo sdo ramificadas, com cerca de 15
unidade de glicose (FIG. 2) (WAIGH et al., 2000; DANIELS & DONALD, 2003;
CARVALHO, 2008).

Essas cadeias se entrelagam com giro para a esquerda e formam as
hélices duplas. Tais hélices conferem rigidez as moléculas de amilopectina e isso
auxilia as hélices a se emparelharem, dando assim origem aos cristais (BERTOFT
et al., 2016; HIZUKURI et al., 1983; PEREZ et al., 2009). Os cristais, por sua vez,
se agrupam em regides cristalinas chamadas de clusters, as quais podem se
organizar em dois arranjos: 0 monoclinico ou o hexagonal (PEREZ et al., 2009).

As hélices duplas estdo compactadas de tal modo que ndo h& espaco

vazio no arranjo monoclinico. Elas estéo unidas por ligacdes de hidrogénio de forma
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direta uma a outra e indiretamente por meio de quatro moléculas de 4gua alocadas
no interior de cada célula unitaria do cristal. No arranjo hexagonal (FIG.3), seis
hélices duplas formam um hexagono no qual 18 moléculas de agua formam
ligac6es de hidrogénio que mantém as hélices unidas. No espaco central da célula
unitaria, mais 18 moléculas de dgua formam uma estrutura em rede, organizada
com numero de coordenacéo proximo de quatro (BRUBACH, 2005; PEREZ et al.,
2009; WARREN et al., 2013).

Amilopectina Amilose
_VIV_ s ‘\Zr CH,OH ,f"'o"‘ c
° A0 Ligacdo °.:\://\\ Ligacdo glicosidica
m o | glicosidica a-D o g/£° a-D (1->4)
o (1->6) gy ) ICT
2 A ,/\
e o | S0
9 2 Yo =\
HO 2
A oH o/é oo
Cluster
J%
| UJ
h A
A
_, Cadeia linear com um
A S
B o Rt ponto de ramificagdo
_I— |
c Granulo de amido
L ]
Possiveis arranjos cristalinc:s/m —
(e]e]e]ele) OO0, 00 pre 7 ‘_:;. Molécula li héli \— 72
00000 %CQ% Sl olécula linear em hélice
OOOOOOOOOO %é)% S ‘ simples na presenca de
Q0000 ©) lipidios
Monoclinico Hexagonal
Molécula ramificada em hélice
dupla

FIGURA 3. Esquema de comparacédo das caracteristicas estruturais das
macromoléculas de amido.
Fonte: Adaptado de RAGUIN & EBENHOH, 2017.

Se as hélices se organizardo em arranjo monoclinico ou hexagonal, isso
dependera da temperatura e da quantidade de agua. Como essas condi¢des
podem variar durante a polimerizagéo e a cristalizagdo das moléculas do amido, os
dois arranjos podem coexistir em um mesmo granulo (JANE 2009; PEREZ et al.,
2009).

O formato final do granulo pode ser esférico, oval, elipsoidal ou discoide

de dimensdes caracteristicas que variam de 0.1 a 100 ym. Essa variabilidade de
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tamanho do granulo deve ser considerada ao avaliar suas propriedades fisicas
(JANE 2009; PEREZ et al., 2009).

A amilose compde geralmente até 30/100g do amido nativo, suas
unidades de anidroglicose estdo unidas principalmente por ligacdes a-D-(1 — 4) e
com poucos pontos de ramificacdo, como mostrado na FIG. 1 (JANE, 2009). As
moléculas de amilose estdo isoladas e dispersas nas regides amorfas entre as
moléculas de amilopectina. A literatura sugere que essas moléculas estdo
entrelacadas com as de amilopectina o que mantém o granulo coeso (BILIADERIS,
2009).

As cadeias dos poucos pontos de ramificacdo assumem a forma de
dupla hélice, mesmo assim néo cristalizam a medida que crescem. No entanto, se
estiverem proximas de moléculas de lipidios, as moléculas de amilose se enrolam,
formando os complexos amilose-lipidio, como esquematizado na FIG. 3. Estes se
forem impedidos de se movimentar por interacdo energética ou por efeito estérico,
se organizam como cristais (GODET et al., 1996; ZOBEL, 1988).

A gelatinizagdo do amido ocorre na presenca de dois principais fatores,
o calor e a umidade. Primeiramente, os granulos incham devido a absorcdo de
agua, e a organizacao cristalina do amido é rompida irreversivelmente. A teoria de
Jenkins e Donald (1998) relata que primeiro a Agua entra nos anéis de crescimento
amorfo, e a um certo grau de inchago, o estresse de rompimento € transmitido
através das conexfes das moléculas das regibes amorfas as cristalinas. As
moléculas de amilose comecam a escoar pelos granulos, uma vez que sao
rompidos sob cisalhamento. Nesta etapa a viscosidade aumenta ao maximo, porém
os granulos do amido ainda permanecem intactos. O pico maximo de viscosidade
é seguido pela diminuicdo da viscosidade da pasta, quando os granulos se rompem
e as moléculas de amido sao dispersas na fase aquosa. A taxa, a extensado de
inchaco e a quebra dependem do tipo e quantidade de amido, do gradiente de
temperatura, da forca de cisalhamento e a composicdo da mistura (DEBET &
GIDLEY, 2007). A temperatura de gelatinizacdo da maioria dos amidos é na faixa
de 60 a 80 °C.

A amilose é considerada a responsavel pelo processo de retrogradacao.

Existe uma relagédo entre o comprimento da cadeia de moléculas de amilose e a
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facilidade em retrogradar; moléculas muito grandes ou muito curvas tém dificuldade
em se reassociarem, diminuindo a velocidade de retrogradacédo (PERONI, 2003).

A retrogradacao é o processo que ocorre guando as moléculas de amido
gelatinizadas comegam a se reassociar favorecendo uma estrutura mais ordenada.
Sob condic¢des favoraveis, esta estrutura ordenada pode se desenvolver em forma
cristalina (DONALD, 2004). Durante a retrogradacdo, as moléculas de amilose
formam associacdes de duplas hélices de 40 a 70 unidades de glicose, sendo que
a amilopectina forma duplas hélices menores, devido as restricbes impostas pela
estrutura ramificada das moléculas e o comprimento das ramificacBes. Essa
reassociacao ocorre de forma molecular e estrutural mais fraca que a encontrada
na molécula nativa, portanto, menos energia é requerida para fundir os cristais
reestruturados (SASAKI et al., 2000).

O amido pode se tornar um termoplastico em processos de extrusao e
moldagem, na presenca de plastificantes, como a agua e o glicerol. Neste processo,
os granulos sdo quebrados em fragmentos, rompendo as ligac6es de hidrogénio
perdendo sua estrutura semicristalina, ocorrendo assim uma parcial
despolimerizacdo (AVEROUS, 2004). Filmes funcionais a base de amido surgiram
como materiais promissores e estdo sendo desenvolvidos em diferentes
laboratorios. Para melhorar seus atributos positivos e/ou minimizar seus defeitos, o

amido pode ser modificado fisica e/ou quimicamente para a maioria das aplicacdes.

3.3 Radicais Livres, Antioxidantes e Compostos Fendlicos

Os radicais livres sdo assim denominados por possuirem um ou mais
elétrons desemparelhados em sua estrutura, tornando-se altamente instaveis e
quimicamente muito reativos (BIANCHI & ANTUNES, 1999). S&o formados através
da perda ou ganho de um elétron a partir de uma espécie nao-radical através da
cisdo homolitica da ligacdo covalente (R —H — R * + H*).

Sob condigbes normais, os radicais livres sao essenciais para o0
funcionamento do organismo atuando como mediadores na transferéncia de
elétrons em varias reacdes bioquimicas, como na destruicdo de patdégenos, no
controle do crescimento, em processos de desintoxicag&o, entre outros (ARAUJO,
2015; ANGERAMI et al., 2012).
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Os antioxidantes sdo compostos capazes de neutralizar os radicais
livres, doando a estes um elétron da sua molécula, impedindo assim a reacao
oxidativa sobre lipidios, aminoacidos, moléculas insaturadas e bases de DNA
(BARBOSA et al.,, 2010). Podem ter origem enzimética dentro das células
sanguineas, como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, ou
nao-enzimatica, frente a ingestdo de alimentos ricos em vitaminas A, C e E,
minerais como zinco, selénio, cobre, manganés (ANGERAMI et al., 2012) e
compostos bioativos (DALLA NORA, 2012).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), antioxidantes s&o
substancias usadas para preservar alimentos através do retardo da deterioracao,
rancidez e descoloracdo decorrente da auto-oxidacdo (ADEGOKE et al., 1998).
Tais compostos atuam sequestrando as espécies reativas de oxigénio e
complexando/quelando os ions metalicos (MELO et al., 2008; RETO et al., 2008).

Os vegetais produzem dois tipos de metabdlitos: os primarios,
responsaveis pela sua sobrevivéncia — fotossintese, assimilacdo de nutrientes — e
0s secundarios, cuja atividade relaciona-se a protecdo da planta. Na gama de
metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais, incluem-se 0s compostos
bioativos (SILVA et al., 2010). Os compostos bioativos, também chamados de
fitoquimicos, sdo estruturas organicas obtidas de fonte vegetal, geralmente de
baixo peso molecular, que exercem atividades benéficas ao organismo humano,
como reducdo do risco de doengas coronarianas, atividade antioxidante,
estimulacdo do sistema imunoldgico, reducédo da pressdo sanguinea, regulacao
hormonal, entre outras (CARRATU, 2005). Os principais elementos com
propriedades bioativas nos vegetais sdo os compostos fendlicos ou polifendis (que
abrangem o maior grupo de substancias), os carotendides e os glicosinolatos
(FIG.4).
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FIGURA 4. Subdivisdo dos compostos bioativos presentes no vegetais
Fonte: Horst, 2007.

Para o estudo, o de maior interesse sdo os compostos fendlicos,
importantes metabolitos secundarios encontrados em frutas e vegetais. Sao
também chamados polifendis, formadas por um anel aroméatico com uma ou mais
hidroxilas, incluindo os seus grupos funcionais (ANGELO & JORGE, 2007). Essa
caracteristica estrutural esta diretamente ligada a sua atividade antioxidante, sendo
influenciada, particularmente, pelo nimero e posicdo dos grupos hidroxila e pela
natureza das substituicbes nos anéis aromaticos (BALASUNDRAM et al., 2006).
Sado encontrados em frutas, sementes, flores e em alguns alimentos

industrializados como componente que tenha sido adicionado (BRAVO, 1998).

3.4 Composto Bioativo - Hibisco

Existem mais de 300 espécies de hibisco (Hibiscus sp.) distribuidas em
regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo (FIG.5). Para muitas delas sao
atribuidas propriedades medicinais como antibacteriana, neuro e hepatoprotetora,
antidiabética, antioxidante, antimutagénico e anti-hipertensiva, como é o caso do
H. sabdariffa L. Este, pertence a classe das Dicotiledéneas, familia das Malvaceas
e género Hibiscus. Nativo do continente africano é conhecido popularmente como
hibisco, rosela, groselha, azedinha, quiabo azedo, caruru-azedo, caruru-da-guiné e

quiabo-de-angola, além de receber outros nomes como cardadé, rosa da Jamaica,
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té de Jamaica (espanhol); red sorrel ou Jamaica sorrel (inglés); cardade (italiano);

afrikanische malve (aleméao) ou roselle (francés) (VIZZOTO et al., 2009).

Calice

Fruto com sementes
Caliculo ou
Pequeno Calice

FIGURA 5. A) Foto da planta, (B) calice de hibisco, (C) célice desidratado e
(D) calice em p6 de hibisco.

O célice é a parte mais utilizada e estudada do hibisco, principalmente
devido as antocianinas presentes (PRENESTI et al., 2007; SANCHEZ-MENDOZA
et al., 2008), que tem como teores médios 350 mg.kg? de matéria seca, onde a
delfinidina 3-sambubiosideo e cianidina 3-sambubiosideo, representam 71 e 29%
do total de antocianinas, respectivamente (CISSE et al., 2009a, 2011). A TAB. 2
mostra as caracteristicas fisico-quimicas dos célices do hibisco. Os principais
constituintes do H. sabdariffa relevantes ao uso farmacolégico sédo acidos

organicos, antocianinas, polissacarideos e flavonoides.
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TABELA 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos calices de Hibiscus sabdariffa

Componentes Valores médios
Umidade (g.100g?) 86,3
Proteinas (g.100g?1) 6,6
Lipideos (g.100g?) 2,3

Fibras (g.100g1) 8,8
Cinzas (g.100g1) 5,6
Glicidios (g.100g1) 8,1

Acido malico (g.100g?) 1,36

Acido ascorbico (mg.100g1) 72,0
Antocianinas (mg.100g1) 350,0

Fonte: Adaptado de CISSE et al., 2009a.

As antocianinas sao pigmentos hidrossoluveis classificados
guimicamente dentro do grupo dos compostos fendlicos, e compreendem a maior
classe de compostos dentro do subgrupo dos flavonoides (GIUSTI & JING, 2008),
sao derivadas polihidréxi e/ou polimetdxi glicosilados do cétion 2-fenilbenzopirilio,
conhecido como cétion flavilio, que consiste em dois anéis arométicos unidos por
uma unidade de trés carbonos e condensados por um oxigénio. A molécula de
antocianina é constituida por duas ou trés porcdes: uma aglicona (antocianidina),
cuja férmula é composta por 15 carbonos (15 C) ligados em forma de trés anéis
CsC3Cs, um grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de acidos organicos
(FIG.6) (MERCADANTE & BOBBIO, 2008).
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FIGURA 6. Estrutura geral das antocianidinas mais comuns, onde R1, Rz, Rs,
podem ser atomos de hidrogénio, hidroxilas ou metoxilas.

O cation flavilio por si ndo € considerado uma antocianina, pois necessita
ter substituicdes nos anéis aromaticos, nas posi¢coes representadas pelos radicais
R1 e R2 (DOMINGUINI et al., 2014). As substituicbes e 0s compostos que Sao

gerados estado indicados na TAB.3.

TABELA 3. Grupos substituintes de hidroxilas do cétion flavilio encontradas

na natureza e importantes em alimentos.

Antocianidinas R1 R2 R3
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Pelargonidina H OH H
Petunidina OMe OH OH
Malvidina OMe OMe OMe
Peonidina OMe OH H

Fonte: DOMINGUINI et al., 2014

Vérios estudos tém identificado, delfinidina-3-sambubiosideo e a
cianidina-3-sambubiosideo como as principais antocianinas presentes nos extratos
do calice e das folhas do hibisco (VILLANUEVA-CARVAJAL, 2013, DA-COSTA-
ROCHA et al.,, 2014). A propriedade mais importante das antocianinas € sua
atividade antioxidante, que desempenha um papel fundamental na prevencao de
doencas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer e diabetes (KONCZAK & ZHANG,
2004).
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3.5 Compostos Bioativos - Curcuma

A Curcuma Longa L., conhecida também como acafrio da india,
gengibre dourado ou curcuma (FIG. 7), é uma planta monocotiledénea, do tipo
herbacea, pertence a familia Zingiberacea, nativa do sudeste asiatico, mais
precisamente das florestas tropicais da India onde ocorre a maxima diversidade
genética (SASIKUMAR, 2005).

FIGURA 7. (A) Fotos da planta, do (B) rizoma de Curcuma longa L. fresco e
(C) cdircuma em po.
Fonte: COLLINO, 2014.

A composigao quimica encontrada no rizoma da curcuma é influenciada
por varios fatores tais como: cultivo, tipo de plantio, solo, disponibilidade hidrica,
época de colheita, clima, entre outros. Entre os componentes da cdrcuma estao:
carboidratos (4,7-8,2%), acidos graxos (1,7-3,3%), Oleos essenciais (2,44%),
curcumindides (curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina), cujo
contetido aproximado é de 2%, mas também pode estar entre 2,5 e 5% do peso
seco, e outros polipeptidios como a turmerina (0,1% do extrato seco) (SRINIVAS et
al., 1992). Os demais constituintes, temos em porcentagens abaixo descritos (TAB.
4).
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TABELA 4. Composicdo quimica da Curcuma Longa L.

Constituinte Composicéao (%)

Curcumindides 1-6
Oleos essenciais 3-7
Fibra alimentar 2-7
Minerais 3-7
Proteina 6-8
Gordura 5-10
Umidade 6-13

Carboidratos 60-70

Fonte: NELSON et al, 2017.

A coloragdo amarela dos rizomas € principalmente atribuida aos
compostos fendlicos classificados como curcuminoides. Estes compostos fendlicos
sao divididos em trés principais substancias: a curcumina (80%), a
desmetoxicurcumina (DMC) (18%) e a bis-desmetoxicurcumina (BDMC) (2%), que
sao diferenciadas apenas pela quantidade de grupos metoxila (OCHs) presentes
na estrutura quimica (TAB 5). A curcumina apresenta dois grupos metoxila, a
desmetoxicurcumina contém apenas um grupo metoxila e a bis-
desmetoxicurcumina ndo apresenta grupo metoxila (FIG. 8) (ANAND et al., 2008;
GOEL & AGGARWAL, 2010).

R1 0 0 R2

FIGURA 8. Estrutura quimica dos curcuminoides presentes na Curcuma
longa L., onde Curcumina R1=0OCHs e R2=0OCHs, Demetoxicurcumina R1=
OCHs e R2=H, Bisdemetoxicurcumina R1=H e R2=H
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TABELA 5. Estrutura quimica dos curcuminoides presentes na Curcuma
LongalL.

Curcuminoides R1 R2

Curcumina OCH3 OCH3
Demetoxicurcumina OCHS3 H

Bisdemetoxicurcumina H H

Fonte: GOEL & AGGARWAL, 2010.

A curcumina € um polifenol hidrofébico, praticamente insolivel em agua
0 que limita ndo apenas a sua solubilidade/dispersdo em matrizes de alimentos,
mas também a sua biodisponibilidade. Apresenta caracteristicas antioxidantes,
anti-inflamatérias, hepatoprotetoras, antimutagénicas e antimicrobianas em varios
sistemas do corpo, sendo considerada uma alternativa segura e nao toxica para
medicamentos convencionais, apresentando um papel promissor no tratamento de
cancer e outras doencas (GUIMARAES et al., 2011; NAGPAL & SOOD, 2013; XIE
et al., 2015). E estavel em pH éacido (pH= 3,0 - 6,5), porém instavel em pH neutro
ou alcalino, devido a rapida degradacao hidrolitica (SHARMA et al., 2005; SUN et
al.,, 2012; ZLOTOGORSKI et al., 2013; PRASAD et al., 2014). A encapsulacao é
uma alternativa para melhorar a estabilidade e biodisponibilidade de corantes
naturais (BRAGA et al., 2013).

3.6 Encapsulacao

A encapsulacéo € um processo no qual ocorre a formacéo de particulas,
onde um ingrediente ativo (sélido, liquido ou géas) € recoberto por uma fina camada
de outro material (MUNIN & EDWARDS-LEVY, 2011), podendo ser aplicada a
ativos lipossollveis e/ou hidrossoluveis.

O meétodo classico de formacdo de capsulas € caracterizado pela
utilizacdo de uma parede polar revestindo um nudcleo apolar ou vice-versa. A
imiscibilidade entre o composto ativo e a solugdo/suspensdo do agente
encapsulante € o que permite a formacdo inicial das capsulas, pois a tentativa de

homogenizagdo dessa mistura gera uma emulsdo na qual a fase continua é
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composta por um solvente contendo o agente encapsulante e a fase descontinua
0 composto ativo (ALVIM, 2005).

A técnica possibilita o isolamento e a manutencao de substancias ativas
no interior de uma microestrutura, fornecendo protecéo ao ingrediente encapsulado
contra condi¢gdes adversas do meio, tais como: luz, umidade, oxigénio e interagdes
com outros compostos, estabilizando o produto, aumentando a vida Uutil e
promovendo a liberacdo controlada do encapsulado em condicbes pré-
estabelecidas (HORST, 2009). O material a ser encapsulado pode ser denominado
ndcleo, material ativo ou fase interna. O material que forma o revestimento é
denominado material de parede, carregador, membrana, casca ou revestimento
(FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Os procedimentos para obtencao das particulas podem ser classificados
em fisicos: spray drying, spray chilling, spray cooling, leito fluidizado, co-
cristalizacdo e processos utilizando fluidos supercriticos; fisico-quimicos:
coacervacao, gelificacdo ibnica, evaporacado-extracao por solvente e formacéo de
lipossomas; e quimicos: inclusdo molecular e polimerizacéo interfacial (TAB. 6)
(GIBBS et al., 1999; GOUIN; MUNIN & EDWARDS-LEVY, 2011).

TABELA 6. Métodos utilizados na elaboracéo das particulas

Fisico-quimicos Quimicos Fisicos
Spray drying,
S spray coating,
Polimerizagéo pray coatng
s ~ . ) spray chilling,
Coacervacao simples ou complexa, Separacao interfacial, . L
) : . . - Leito fluidizado,
de fases, envolvimento lipossdmico inclusao ~
extrusao,
molecular

liofilizagéo, co-
cristalizacao

Fonte: Adaptado de SUAVE et al., 2006.

A primeira etapa do processo de encapsulagéo consiste na selecédo do
agente encapsulante adequado (GHARSALLAOUI et al., 2007). A eficiéncia do
encapsulamento e a estabilidade das particulas sdo influenciadas diretamente pela
escolha do material de parede ou material carreador. O material encapsulante &
selecionado em funcédo das propriedades fisicas e quimicas do composto, da

aplicacéo e do método de encapsulagédo (SUAVE et al., 2006). O material da parede
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ideal deve ser de facil manipulagdo durante o processo; nao reagir com o nucleo;
possuir baixa higroscopicidade, para facilitar a manipulacao e evitar aglomeracao;
possuir capacidade de selar e manter o agente ativo no interior da capsula; ser
capaz de fornecer protecdo maxima para o nucleo contra condicbes adversas,
possuir as propriedades desejadas de liberacdo do material ativo e possuir
viabilidade econémica (GHARSALLAOUI et al., 2007; SILVA et al., 2014).

Dentre os materiais de parede existentes, os comumente utilizados sao
os carboidratos, como amidos hidrolisados, modificados, celulose, gomas e
ciclodextrinas; lipideos e proteinas, como gelatina, proteinas do leite e da soja
(VAIDYA et al., 2006; JAFARI et al., 2008).

A selecdo de um material de parede adequado € importante para a
estabilidade dos compostos, e varios autores tém demonstrado que o uso efetivo
de maltodextrina, goma arabica e a combinacdo de ambas podem proporcionar a
formacdo de particulas mais homogéneas para a encapsulacdo (IDHAM et al.,
2012; SOUZA et al., 2015; SILVA et al.,2014).

3.7 Secagem por vaporizagdo (spray drying)

A tecnologia de spray drying é uma técnica bem estabelecida, barata e
direta, apresentando como principal limitacdo o niumero reduzido de materiais para
encapsulacéo disponiveis. E comumente utilizado na industria de alimentos para a
producdo de alimentos em pé e aglomerados (SHISHIR & CHEN, 2017). As
principais variaveis do processo de secagem por spray drying sdo de ordem
operacional, como a temperatura do ar de entrada e saida, padrédo do fluxo de ar,
distribuicdo de temperatura e umidade, tempo de residéncia, e de ordem estrutural,
como geometria da caAmara e o tipo do atomizador (RE, 1998; CARDOSO, 2000).

O processo de secagem consiste em trés etapas: atomizacao da solugéo
(1), secagem/desidratacdo das goticulas liquidas (2) e recuperacéo da particula ou
po (3), conforme mostrado na FIG. 9. Na atomizacdo, a alimentagcdo, no estado
liguido, € aspergida dentro de uma camara de secagem com circulagdo de ar
guente e dispersa em pequenas particulas. Nessa etapa, havera a maximizacao da
area superficial da alimentacéao liquida, de forma a conferir maior eficiéncia para a

secagem.
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FIGURA 9. Esquema do funcionamento do nanospray
Fonte: BUCHI, 2017.

As propriedades da particula final obtida dependeré&o diretamente do tipo
de atomizador utilizado e do seu desempenho. Apds essa etapa, as goticulas
atomizadas entrardo em contato com o ar quente. O ar quente aumenta a
temperatura das goticulas, ocasionando-lhes a evaporacao da agua nelas contida.
Os sélidos remanescentes do material encapsulante envolverdo o material ativo,
formando as particulas, que podem ter forma esférica ou oval, com crosta suave ou
aspera, dependendo das caracteristicas do composto e das condi¢cdes
estabelecidas no processo de secagem. Apds o fim da secagem, as particulas
secas sao separadas por meio de um ciclone, sendo recuperadas no final em um
recipiente especifico (SHISHIR & CHEN, 2017; SILVA et al., 2014).

Suave et al. (2006) e Santos et al. (2000) afirmam que o processo de
spray drying apresenta algumas vantagens sobre o0s outros métodos de
encapsulacdo, como o controle eficiente das propriedades e a qualidade do
produto, utilizacdo para materiais sensiveis ao calor. Aléem disso, possibilitam-se

grandes producdes em operacdo continua com equipamento simples, producao de
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particulas relativamente uniformes e esféricas. Dentre as desvantagens do método,
esta a baixa eficiéncia energética, resultante do transporte da energia pelo ar de
saida, dificultando a obtencdo de uma condicéo de ar saturado (AGHBASHLO et
al., 2012; KAJJYAMA & PARK, 2011).

3.8 Filmes biodegradéaveis a base de amido/fécula

Como ja mencionado, polissacarideos, proteinas e lipideos sao os
principais biopolimeros empregados para produzir revestimentos comestiveis, e
denominados de funcionais ou ativos quando combinados com agentes
antioxidantes ou antimicrobianos (YU & CHEN, 2009).

Para produzir filmes a base de amido, é necessério converter uma forma
semicristalina nativa em uma forma amorfa de amido. Duas abordagens
diferenciadas pelo conteddo de agua no sistema séo tipicamente usadas,
gelatinizagcéo e fusdo do amido. Embora ambos destruam a forma semicristalina
nativa de amido, resultando em polimeros de amido amorfo, as propriedades
mecanicas e de permeabilidade dos filmes sdo bastante diferentes. Este processo
requer a gelatinizacdo do amido, com excesso de agua (> 65% p/p de conteudo de
agua) e calor. O mecanismo de formacéo de filmes depende da concentracédo de
sélidos e do teor de amilose. A formacdo de filmes ocorre pela agregacédo e
empacotamento dos granulos de amido intumescidos de uma dispersdo com
concentragdo relativamente elevada de soélidos (LIU & HAN, 2005).

O amido é suspenso em agua com concentracdo de 3% a 5% p/p,
aguecido a temperatura que varia de 60 a 95 °C e agitado simultaneamente.
Durante o aquecimento da suspensdo, ocorre a hidratacdo das moléculas de
amido. O processo continua resultando em mudancgas na forma e no tamanho dos
granulos, estruturas semelhantes a blocos mais ou menos esféricos,
desenrolamento de dupla hélice e destruigdo cristalina (VERMEYLEN et al., 2006).

A solucao é posteriormente seca a medida que a concentracao de amido
aumenta, produzindo um gel imido seguido por um filme seco. A remocao de agua
durante a etapa de desidratacéo pode causar flmes de amido quebradicos. Assim,
os plastificantes séo frequentemente incluidos em preparacdes de moldagem de

filme de amido (TALJA et al., 2007). Existem dois sistemas principais de gelificagao
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de amido possivelmente envolvidos nos processos de fundicdo: compactacéo e
separacao de fase macromolecular.

Durante o processo de secagem, ocorre a retrogradacdo ou
recristalizacdo das moléculas de amido. Posteriormente, o arranjo molecular do
amido nos filmes fundidos é semicristalino. Dependendo dos tipos de amido, os
filmes de amido nao plastificado exibem uma leve cristalinidade do padréo do tipo
B com cristalinidade relativa diferente apds armazenamento de quatro semanas
(LIU & HAN, 2006). A formacédo de filmes a partir de solu¢des diluidas de amido
segue a ordem de formacdo de helicdides, agregacdo ou gelificacdo e
reorganizacdo dos agregados, sendo o inicio primariamente dirigido pelo
resfriamento e o segundo pela desidratacéo (LIU & HAN, 2005).

Os plastificantes mais comumente usados em filmes biodegradaveis
s&o: glicerol (ALVES et al., 2007; FAMA et al., 2007), polietilenoglicol (PARRA et
al., 2004) e outros polidis como sorbitol, manitol, sacarose (VEIGA-SANTOS et al.,
2005 a;b; ATTARIAN et al., 2006). Sua adicdo resulta em materiais com maior
percentagem de elongacéo, melhor flexibilidade e extensibilidade. Apresentam alto
ponto de fusdo e baixa volatilidade, quando adicionados a outro material, provocam
mudancas nas suas propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas (MCHUGH &
KHOCHTA,1994).

Os plastificantes alteram a flexibilidade dos filmes devido a habilidade
em reduzir as pontes de hidrogénio entre as cadeias dos polimeros e interferir no
espaco molecular (MALI & GROSSMANN, 2003). Seu mecanismo de acao envolve
a diminuicdo, pelas moléculas do plastificante, das forcas de Van der Waals que
atuam entre as cadeias poliméricas reduzindo a atracao intermolecular e, por
consequéncia, aumentando a flexibilidade da cadeia polimérica, provocando
interferéncias nas condicdes de processamento e propriedades do produto
(FORINI, 2008). Ele deve ser uniformemente distribuido e posicionado entre as
moléculas de amido, assegurando certo grau de interacdo através de pontes de
hidrogénio, de modo a evitar a separacédo de fases e a recristalizacdo tanto do
plastificante quanto do amido.

Em geral, os filmes de amido séo transparentes, faceis de processar,
fornecem boa barreira contra oxigénio e dioxido de carbono, sédo facilmente

biodegradaveis e compativeis com outros materiais, o que facilita sua elaboracéao.



43

No entanto, apresentam alta permeabilidade ao vapor de 4gua, alta solubilidade
em agua e sdo muito higroscopicos, frageis e quebradicos (ACOSTA et al., 2013;
DE SOUZA et al., 2009).

Varios estudos se concentraram na atividade antioxidante de filmes a
base de amido contendo antioxidantes naturais. Os polifendis sdo normalmente os
principais componentes desses ingredientes naturais, que atuam como um agente
antioxidante. Tipos, métodos de extracdo, tamanhos e formas dos compostos
incorporados nos filmes influenciaram muito a fungéo antioxidante, bem como as
propriedades mecanicas e de barreira dos filmes. Os filmes com adi¢do de
antioxidantes naturais sao vistos hoje, como uma das tecnologias mais
interessantes na tecnologia de filmes ativos. Esses filmes podem proteger os
alimentos tanto contra danos fisicos, como contra danos quimicos, além de
possibilitar uma reducéo no teor de conservantes nos alimentos (AKHATAR et al.,
2012, 2013). Além da producéo de filmes ativos, pode-se, devido a presenca de
compostos fendlicos, observar que em alguns casos foi possivel melhorar as
propriedades fisico-quimicas destes materiais (BITENCOURT et al., 2014; HOQUE
et al., 2011; RATTAYA et al., 2009).

3.9 Modificacao de polimeros por acdo da radiacao ionizante

A radiacao eletromagnética ionizante ou radiacéo ionizante é definida na
maioria dos casos como um conjunto de particulas — os fétons. E qualquer radiag&o
com ou sem massa de repouso que pode remover elétrons de atomos e moléculas
por meio de transferéncia de energia e movimento. Pode-se compreender como
radiacfes ionizantes a radiacdo eletromagnética (raio X, raios gama, fétons de
aniquilagéo), particulas carregadas rapidas (alfa, beta, elétrons Auger e feixes
produzidos em aceleradores de particulas como elétrons), pdsitrons, proétons,
déuterons, ions em geral e produtos de fissdo nuclear além da radiacdo cosmica e
0s néutrons livres com quaisquer energia cinética e origem (YOSHIMA, 2009). As
principais interacdes que ocorrem na matéria de acordo com a probabilidade, ou
seja, em ordem de ocorréncia em funcéo da energia do foton, estdo apresentadas
na TAB. 7.
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a matéria e suas

Mudanca na

Interacéo Mudan_t;a no radiacio Radiacéo ionizante
meio S produzida
incidente
Espalhamento coerente Direcédo de REM espalhada de
(espalhamento da i ropagacao mesma energia
radiacao pelo atomo) propagag 9
Efeito Fotoelétrico Ion_lzag~ao € . . Elétron rapido, raios
o . excitacao do Foton é -
(ejecéo de elétron . : X caracteristicos,
atomo, recuo do absorvido

ligado)

elétrons Auger

nucleo
Efeito Compton lonizacso do Foton perde Elétron rapido, féton
(espalhamento do éto?no energia e muda com menor energia,
foton por um elétron) de direcéo espalhado
(Pgr?grugi;l%g?;ggez Recuo do nucleo; Ebton é Elétron e pdsitrons
9l L aniquilagéo do . rapidos, raios X de
consumida na criagao bsitron absorvido aniauilacso
do par) P quiia¢
Reacdo Fotonuclear m’c:l;i:‘:ilc?:do Eéton & Particulas
(ejecéo de nucleon (ZouA) e absorvido subnucleares, em
ligado) . geral néutrons
excitado

Fonte: Adaptado de YOSHIMURA, 2009.

No processo de irradiacdo de um material por feixes de elétrons, as

particulas ou fétons transferem sua energia para as moléculas, desencadeando um
processo de ionizacdo e a formacgao de compostos intermediarios (ALLONAS et al.,
2012).

A radiacdo ionizante provoca mudancas na estrutura molecular do
polimero. As mudancas provocadas pela dissipacdo de energia da radiacao
incidente, depende da transferéncia de energia linear (LET). A radiacdo gama tem
baixa LET, enquanto a radiacdo por feixe de elétrons desprende energia alta por
unidade de energia linear. Em determinadas situacdes, a EB é mais eficiente do

\

que a exposicdo a radiacdo eletromagnética, isto porque a radiacdo
eletromagnética possui um poder de penetracdo maior. E de grande importancia a
estabilidade radioquimica, a energia de ligacdo existente entre os atomos de
carbono (C-C), muda de acordo com a classificacdo do atomo de carbono em uma
cadeia molecular (carbono primario, secundario, terciario e quaternario) (ARNDT &

LECHNER, 2013).



45

A energia necesséaria para a cisdo das ligacdes C-C nos carbonos
primarios, é de 348 kJ.mol?, enquanto nos carbonos quaternarios é necessario
somente 327 kJ.molt. Quanto maior o nivel de ramificacdes, mais baixa sera a
estabilidade radioquimica devido ao processo de transferéncia de energia. Quando
0 processo de irradiacdo se da com uma fonte de energia alta, as cisbes das
cadeias poliméricas ndo sdo completamente aleatorias (ARNDT & LECHNER,
2013).

As modifica¢des introduzidas nas moléculas poliméricas por radiacao
ionizante dependem também do tipo e das caracteristicas dos polimeros (massa
molar, grau de cristalinidade e estrutura molecular) e das condicdes e do meio em
gue os polimeros foram irradiados (presenca de oxigénio ou atmosfera inerte,
solventes e aditivos) (TIMUS et al., 2000).

O processo € iniciado com a ejecao de elétrons secundarios com energia
cinética necessaria para induzir ionizagdes. Esse processo resulta na formacao de
moléculas ionizadas e moléculas excitadas que posteriormente se recombinam ou
se dissociam para produzir radicais livres ou ions (TIMUS et al., 2000).

A formacao de radicais livres € o processo mais importante da interacao
da radiacao ionizante com os polimeros. Estes radicais livres tém uma participacao
importante nas reacdes quimicas que ocorrem nos polimeros irradiados (TABATA,
1983).

Na equacdo 1, € mostrado o mecanismo geral de ocorréncia apds a
presenca de radiacdo de alta energia na macromolécula, induzindo a ionizacao e a
formacdao do radical livre, sendo: (ALLONAS et al., 2012).

hv — Fétons de alta energia
e~ - Elétron
M «* - Cétion radical

M* - Macromolécula excitada

M + hv > M «*+ e~ (lonizagao primaria)
M+e~ > Met +e~ ouM*
1)
A formacéo de radicais livres € capaz de iniciar reacdes de polimerizacao

ou outras reagdes envolvendo os radicais livres nas moléculas dos polimeros como

reticulacéo, cisédo das cadeias, ramificacdo e reagbes de oxidagdo. Na FIG. 10,
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estdo as modificagbes quimicas ocorridas nos polimeros apds processo de
radiacdo por feixe de elétrons (ALLONAS et al., 2012).

&
- -—
Reticulagao

L -

Cisao das cadeias

sloN

Oxidacao

| 14

Ramificacdo

FIGURA 10. Modificacdes quimicas nos polimeros apds processo de
irradiacdo por feixes de elétrons
Fonte: ALLONAS et al., 2012.

Allonas et al. (2012) descreveram que a taxa de iniciacao (vi) de reacdes
de polimerizacdo ou reacdes envolvendo radicais livres, depende da dose
absorvida (D) e da taxa de formacéo de radicais (Ki [M]) (Equagéo 2).

MSRe
vi = Ki[M]D
2)

A atracdo Coulombiana produz cations que desaparecem apos a
recombinacdo com os elétrons. Esse fenbmeno produz uma macromolécula muito
excitada. As macromoléculas que se encontram em estado excitado, decaem para
o estado fundamental, emitindo fluorescéncia e fosforescéncia por meio da cisao
heterolitica (DE PAOLI, 2008; FERRO, 2009).
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Assim pode-se ter a recombinacao de radicais livres adjacentes levando
a reticulacéo ou ciclizacdo de polimeros por meio da unido de suas moléculas
poliméricas formando estruturas tridimensionais interligadas. Também, pode-se ter
a degradacdo que € a cisdo da estrutura molecular do polimero, formando
moléculas menores, oligbmeros e mondmeros (DE PAOLI, 2008; FERRO, 2009).

3.10 Reticulacéo e degradacao dos polimeros

As radiacdes de energia alta como raios X, raios gama e feixes de
elétrons, resultam em processos que desencadeiam a reticulacdo e a degradacao
de materiais poliméricos. Enquanto a reticulacédo cria ligacdes entre as cadeias
moleculares adjacentes, aumentando sua massa molar devido a formacdo de
estruturas tridimensionais melhorando suas propriedades mecanicas e quimicas, a
degradacdo diminui a massa molar dos polimeros e podem gerar produtos de
oxidacdo (ARNDT & LECHNER, 2013).

Na FIG. 11, é mostrado um mecanismo simplificado dos processos de
reticulacdo e degradacéo. Durante o processo de degradacao é desencadeado o
processo de oxidagao da cadeia polimérica. O processo de oxidacao altera a massa
molar do polimero devido a formacéo de produtos como gas hidrogénio (Hz2), gas
carbdnico (COz) e dgua (H20) (ALLONA et al., 2012).

+H,
+ OH=
| I o H,O
O—0OH
FIGURA 11. Mecanismo simplificado dos processos de reticulacao e

degradacao
Fonte: ALLONA et al., 2012.
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O mecanismo comum das reag0des de reticulacao por radiacéo ionizante,
envolve a abstracdo do hidrogénio irradiado da cadeia polimérica, criando um
radical. Na FIG. 12, € mostado o mecanismo geral da reacdo de reticulacdo que
ocorre em uma cadeia polimérica apds o processo de irradiacado (DE PAOLI, 2008).

wweCHy;—CR—CH;—CHR—CH;—CHR

weCHa—CR~CHz—CHR—CH,—CHR »» ——>
wwCHy;—CR—CH;—CHR—CH;—CHR

FIGURA 12. Mecanismo geral da reacdo de reticulacdo em uma cadeia
polimérica
Fonte: DE PAOLI, 2008.

No caso do mecanismo da degradacao por radiacao ionizante, ocorre a
partir da quebra ou ruptura da ligacdo C-C induzida pela radiagdo. Na FIG.13, é
mostrado o mecanismo geral da reacao de cisdo heterolitica (o par de elétrons fica
ligado somente a um dos fragmentos, formando anions) que ocorre em uma cadeia

polimérica apés a radiacao ionizante, dando inicio a degradacéo (DE PAOLI, 2008).

@®
weCHy~CHy -CHy-CHy~CHy-CHp»——»  wwCH,2CH, + CH,-CH,—CH,-CH,~

FIGURA 13. Cisdo heterolitica em uma cadeia polimérica apds o processo de
irradiacao
Fonte: DE PAOLI, 2008.

A irradiacdo de polissacarideos no estado soélido induz a formacéo de
radicais nas cadeias moleculares como resultado da acdo direta da radiacao (IAEA,
2004). Ocorre dois eventos: transferéncia direta de energia para a macromolécula
para produzir macrorradicais e a geracdo de radicais primarios devido a presenca
de agua. Na FIG. 14 est4 representado o curso de degradacado de carboidratos no
estado solido. Os principais efeitos séo: fragmentacgéo, hidrélise e rearranjo levando
a produtos de baixo peso molecular. Quando polissacarideos como amido,
celulose, quitosana e dextrose sdo submetidos a radiacdo de alta energia, muitos
produtos sdo formados, como: Hz, CH4, CO2 e substancias com baixa massa
molecular, tal como, agua, formaldeido, metanol, aldeidos, cetonas e aguUcares
(IAEA, 2004).
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FIGURA 14. Eventos naradiacdo no estado sdélido de carboidratos
Fonte: IAEA, 2004.

7 Y

A massa molar é reduzida devido a cisdo predominante da cadeia
principal, através da clivagem da ligacdo glicosidica C-O-C entre as unidades.
Quando a radiacéo de alta energia é absorvida diretamente, cétions e elétrons sao
gerados.Os cations gerados sao rapidamente transformados em radicais livres por
desprotonacao. Durante a radiolise no estado sélido de polissacarideos, a cisdo da
ligacéo glicosidica leva a uma diminuicdo no peso molecular das macromoléculas
(IAEA, 2010).

Pesquisas tem se concentrado no uso de tratamento de irradiacdo para
melhorar as propriedades bioplasticas a base de amido, assim como as
propriedades mecéanicas e de barreira, porque se espera que o tratamento de
irradiacdo melhore e aprimore as propriedades, tanto fisica quanto quimicamente
(ALI et al., 2016). A industria de embalagens de alimentos tem um interesse
particular no uso de compostos que sejam inicialmente biodegradaveis e
biocompativeis com os mais diversos tipos de produtos alimenticios (QIU et al.,

2004; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

O fluxograma apresentando o desenvolvimento e caracterizagcdo dos
filmes bioativos de amido de batata contendo antioxidantes esta apresentado na
FIG.15. A parte experimental foi dividida em 3 etapas. Na primeira etapa foi
realizada a extragdo dos compostos bioativos das amostras em p6 de hibisco e da
curcuma por micro-ondas e ultrassom com diferentes solventes e temperaturas; e
analisados, a fim de determinar qual o tipo de extragdo com maior concentracao de
antioxidante. Na segunda etapa, foi realizada a encapsulacédo da solucao extraida
com o melhor solvente da etapa anterior com material de parede (maltodextrina e
goma arabica), com o intuito de obter a particula mais estavel e na terceira etapa,
o desenvolvimento dos filmes de amido por dois métodos: casting e extrusdo. Pelo
método casting, foi utilizado a solucdo do extrato com maior poder antioxidante
obtido pelo método DPPH nas concentracdes de 1 e 2% nas formulacdes dos filmes
de amido. Para o método de extrusdo foi realizado com a incorporacdo das
particulas mais estaveis a 1 e 2% na formulacdo. Apos o seu desenvolvimento, 0s
filmes ativos foram irradiados e caracterizados.

O amido de batata foi adquirido no comércio local de Sao Paulo (SP,
Brasil). Todos os reagentes utilizados foram de padrao analitico. As amostras de
hibisco e carcuma foram obtidas na forma de p6 da Empresa Zona Cerealista Ltda.
Os solventes utilizados nas extragdes: metanol e etanol adquiridos da Sigma-
Aldrich. As células RAW 264.7 foram adquiridas da ECACC (European Collection
of Animal Cell Culture) (Salisbury, UK). O Griess Reagent System Kit foi adquirido
da Promega. A 4gua foi tratada num sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water
Systems). Maltodextrina 10DE da Empresa Daxia-Ingredientes e Aditivos Ltda e a

goma arabica da Instantgum ™-Nexira.
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Etapa 1. Preparacdo Extracéo Filtracéo e Caracterizacéo de
dos extratos (solido-liquido) Rotaevaporacéo estudos in vitro

Materiais analisados: Filtrag&o em papel filtro Parametros analisados:

+ Hibisco (pd) whatman n.42. + Atividade antioxidante

+ Carcuma (po) RotaevaporagZo  50°C/2h + Atividade anti-inflamataria
+ Atividade antimicrobiana

Métodos utilizados: + Compostos fendlicos

+ Micro-ondas

+ Ultrassom

Parametros de extrac&o:

+ T=55,70e 85°C

+ =10 min.

+ Solventes: metanol,
etanol, metanol 80/20,
etanol 80/20

= Secagem por Analises
Etapa 2. Obtencédo x A -
dgs articula?s Encapsulacéo vaporizacéo comparativas das
P (Nanospray dryer) amostras
Ativo: Parametros utilizados: Analise comparativa dos
* Solucdo do extrato & 1% * Fluxo = 130/min seguintes parametros:
* Tentrada =120°C *PZ
Material de parede: * Tsaida =40 °C « DLS
* malto30% * Membrana = 5.5mm » Aa
* malto27 5%+goma2. 5% » Cor
» malto25%+gomas%. * DPPH
Casting
+ Incorporacéo com solugéo
Desef\:?)::z:\.ento e doextrato 1 e 2%
caracterizacio de Irradiac&o por Caracterizacéo
filmes bioati%aos de feixes de elétrons dos filmes
amido
Dosagens de irradiacéo: + Umidade, espessura
» 0 kGy + Solubilidade e absorg&o
Extrusdo * 5 kGy de agua
* 10 kGy + Cor
« 20 kGy + DPPH
* Incorporacéo com * 40kGy : EA‘SAN
nanoparticula 1 e 2% . TG
+ MEV
+ PO2

+ Resisténcia a perfuracéo

FIGURA 15. Fluxograma de desenvolvimento e anélises dos filmes de amido
com antioxidantes de hibisco e cUrcuma.
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4.1 Processo de extracdo dos compostos bioativos do hibisco e curcuma

As extracbes foram realizadas por micro-ondas e ultrassom. Para a
extracdo assistida por calor (UAE) em banho ultrassénico e extracéo assistida por
micro-ondas (MAE), as variaveis consideradas foram: temperatura e composi¢ao
do solvente extrator. Os parametros foram iguais para os dois tipos de extragoes.
O tempo foi de 10 minutos para cada tipo de temperatura (55, 70 e 85 °C) com os
seguintes solventes: metanol, etanol, metanol/agua (80/20) e etanol/agua (80/20).

Para todos 0s ensaios, seguiu-se a proporgéo de 1:10 (g.mL?) (TAB.8).

TABELA 8. Parametros das extracdes dos compostos bioativos de hibisco e
curcuma

Extra¢cB8es por Micro-ondas e Ultrassom

temperatura 55,70 e 85°C
tempo 10 minutos
amostra 19
Metanol
Etanol
solvente

MeOH/H-0 (80/20)
EtOH/ H20 (80/20)

volume 10 mL

O processo MAE foi realizado no equipamento Ethos EASY-Advanced
Microwave Digestion System, utilizando reservatorios fechados, fluxo de exaustédo
de 3m3.min, frequéncia do magnetron de 2450 MHz (FIG. 16). A UAE foi realizada
num dispositivo ultrassonico (SoniClean2) equipado com um temporizador digital e
um controlador de temperatura, com frequéncia de 40 kHz. As amostras em forma

de po (4,0 g) foram extraidas com 40 mL para cada tipo de solvente e temperatura.
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e =4

FIGURA 16. A) Dispositivo ultrassdnico (SoniClean2) e (B) Micro-ondas
Ethos EASY.

4.2 Preparacgao dos extratos obtidos (concentrado e liofilizado)

A amostra de extrato concentrado foi dividida em duas porc¢des, sendo uma
armazenada em frasco ambar a temperatura de 4°C para posterior utilizacao
(extrato concentrado) e a outra porcéo foi submetida ao processo de liofilizacao
(extrato liofilizado).

A solucao extrativa foi filtrada em papel filtro whatman n.42 e concentrada
em evaporador rotativo Fisatom modelo 802, a uma temperatura de 50°C.h1. A
amostra de extrato concentrado foi submetida ao processo de liofilizagdo. Para o
processo de liofilizagdo, as amostras foram congeladas a -20 °C por 24 horas. Em
seguida, foram transferidas para o liofilizador VLP 195 FD-115, Thermo Fischer
Scientific, temperatura de condensacao de -40°C por 5 horas. ApGs a secagem, as
amostras foram acondicionadas em frasco escuro hermeticamente fechado e

armazenado no dessecador.

4.3 Caracterizacéo dos extratos

4.3.1 Método da Atividade Antioxidante

4.3.1.1 Atividade captadora de radicais DPPH

Este método estima a habilidade de compostos antioxidantes (ou
antirradicais), presentes na amostra, se ligarem ao DPPH* (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), um radical livre organico estavel. Na sua forma radical o DPPH* tem
uma banda de absorcédo a 515 nm a qual desaparece ao ser reduzido por um
composto antioxidante (AH) ou espécies radicais (R*). Ao ser reduzido (os
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antioxidantes transferem um hidreto para o DPPH), ha uma descoloracdo do
radical, que passa do violeta a um tom amarelado. Quanto maior a concentracao
de antioxidantes no meio, mais rapida a reacdo. Pesou-se 25 mg do extrato
liofilizado e adicionou-se 5 mL do solvente da extracdo. Assim, obtém-se uma
solugdo-mae com uma concentracdo de 5 mg. mL*. A partir desta foi realizado 8
diluicGes sucessivas (5 a 0,019 mg.mL™1).

Apos colocou-se 30 pL de cada uma das solucdes de extrato numa placa
de 96 pocos e 270 pL de solucdo metandlica de DPPH (6x10°M). Preparou-se um
branco com o solvente de extracdo em vez da solucéo de extrato. Esperou-se 60
minutos em ambiente escuro para a realizacdo da leitura da placa com absorbancia
a 515 nm em um leitor de Microplacas ELX800 (Bio-Tek, Instruments, Inc. M
Winooski, VT, EUA). A atividade de eliminag&o de radicais (AER) foi calculada de

acordo com a equacao (3):

AER(%) = L2140 X100 3)

Onde, AA é a absorbancia da amostra e ADPPH é a absorbancia da solucdo DPPH.
A concentracdo de amostra que leva a eliminar 50% de radicais livres
(CE) foi calculada a partir do grafico de percentagem AER em funcdo da

concentracédo da amostra.

4.3.1.2 Inibicdo da hemolise oxidativa (OxHLIA)

Para a realizacao deste método, foi efetuada uma colheita de sangue de
ovelha. A amostra de sangue foi centrifugada (Multifuge X1R, Thermo Fisher
Scientific; 2900 rpm, 5 min, 10°C) e o sobrenadante foi descartado de modo a
recuperar apenas o0s eritrocitos. Estes foram submetidos a uma primeira lavagem
com NacCl (150 mM) seguida de trés lavagens com tampao fosfato-salino (PBS; pH
7,4), com centrifugacdo e remocdo do sobrenadante a cada lavagem (EVANS et
al., 2013). Preparou-se, entdo, uma solucdo de eritrécitos a 2,8% (v/v),
ressuspendendo em PBS. Em microplacas de 48 pocos foram adicionados 200 pL

da solucéao de eritrécitos a 400 pL de PBS (controle), de agua (hemolise completa)
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ou da amostra dissolvido em PBS (20 a 0,625 mg. mLt). As microplacas foram
submetidas a pré-incubacdo com agitacao (37°C, 10 min) para posterior adicdo de
200 pL de dicloridrato de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH; 160 mM). Apds
medicéo da densidade Gtica a 690 nm, as microplacas foram novamente incubadas
nas mesmas condicdes para medi¢cOes a cada 10 min (TAKEBAYASHI et al., 2012).
A percentagem da populacdo de eritrocitos que permaneceu intacta (PE) foi

calculada da seguinte forma:

PE(%) = %xmo (4)

Onde, St e So correspondem a densidade Optica da amostra nos
instantes t e 0 min, respectivamente, e CHo é a densidade Optica da hemodlise
completa a 0 min. Os resultados foram expressos como tempo de atraso da
hemolise (At), que foi calculado da seguinte forma:

At(min) = Ht60(amostra) — Ht60(controle) (5)

Onde, Ht60 é o tempo correspondente a 60% de hemolise (min) obtido
graficamente a partir da curva de hemdlise para cada concentragdo de amostra
antioxidante.

Posteriormente, foram estabelecidas correlacbes lineares entre os
valores de At e as diferentes concentracfes de amostra (TAKEBAYASHI et al.,
2012). A partir das mesmas, foi calculada a concentragéo capaz de retardar a
hemolise em 60 min (EC (60min), pug.mL).

4.3.2 Determinacdo dos Compostos Fendlicos

O perfil fendlico foi determinado por LC-DAD-ESI/MSn (Dionex Ultimate
3000 UPLC, Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Esses compostos foram
separados e identificados conforme descrito por Bessada et al., 2016. Os extratos
obtidos foram redissolvidos na concentracdo de 10 mg.mL*! com a mistura
metanol:agua (80:20, v/v). Uma dupla detecc¢éo online foi realizada usando um DAD
(280, 330 e 370 nm como comprimentos de onda preferidos) em um espectrometro
de massa (MS). A deteccdo de MS foi realizada em modo negativo, usando um
espectrometro de massa Linear lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA,

EUA) equipado com uma fonte ESI.
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A identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada com base em seu
comportamento cromatografico e espectros UV-vis e de massa por comparacao
com compostos padrdo, quando disponiveis, e dados relatados na literatura dando
uma tentativa de identificacdo. A aquisicdo dos dados foi realizada com o sistema
de dados Xcalibur® (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA). Para analise
guantitativa, uma curva de calibracdo para cada padrdo fendlico disponivel foi
construida com base no sinal UV-vis. Para os compostos fendlicos identificados
para os quais um padrdo comercial ndo estava disponivel, a quantificacdo foi
realizada através da curva de calibracdo do padréo disponivel mais semelhante:
acido hidroxibenzoico (y = 15111x — 94455, R2 = 0,9981), acido p-cumarico (y =
58334x — 449872, R2 = 0,9992) e quercetina-3-O-glicosideo (y = 21719x — 88805,
R2 = 0,9994). Os resultados foram expressos em mg.g* de extrato.

4.3.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada segundo metodologia descrita
por Corréa et al. (2015). Para o ensaio, os extratos foram dissolvidos em agua a
uma concentracdo de 8 mg.mL* e submetidos a diluicdes de 400 a 1,56 ug.mL*. A
linha celular de macréfagos de camundongos RAW 264.7, foi cultivada em meio
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor, 1% de L-
glutamina, 1% de aminoacidos nao-essenciais e 1% de antibidticos (penicilina e
estreptomicina) a 37°C, 5% de CO:2 e atmosfera umidificada.

Para cada experiéncia, as células foram destacadas com um raspador
de células, foram preparadas suspensdes celulares com uma densidade de 5x10°
células.mL™. A viabilidade celular foi calculada pelo teste da exclusdo de azul de
tripano, onde se verificou ser inferior a 5%. Em seguida as células foram
transferidas em microplacas de 96 pocos com 150.000 células/poco, e foram
incubadas durante 24h a 37 °C com 5% de CO..

Posteriormente, as células foram tratadas com as varias concentragdes
de cada extrato por 1h. Em seguida, procedeu-se a estimulacao celular pela adicao
de lipopolissacarideos (LPS; 1 pug.mLt) aos pocos, durante 24 horas. Foram
realizados controles na auséncia de LPS para observar se estes induziam

alteracdes a niveis basais de 6Oxido nitrico (NO). As amostras e o LPS foram
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preparados em DMEM suplementado e a dexametasona (é um glicocorticoide
sintético que faz parte da classe dos corticosteroides, com alto poder anti-
inflamataorio) foi utilizada como controle positivo.

A presenca de oxido nitrico foi determinada através da utilizagdo do Kit
de Reagente Griess, que contém sulfanilamida, hidrocloreto de N-(1-natftil)
etilenodiamina (NED) e solucdes nitradas. Para isso, 100 yL do sobrenadante da
cultura celular foram transferidos para outra placa e misturados com sulfanilamida
e solu¢cdes NED e mantidos em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. O
oxido nitrico produzido foi determinado através da absorbancia a 540 nm (leitor de
microplacas Biotek ELX800) e comparado com a curva de calibracdo padrdo (y =
0,007x + 0,1328, R2=10,9982). O valor de EC50 foi calculado a partir do grafico que
descreve a percentagem de inibicdo da producao de NO versus a concentracdo da

amostra.

4.3.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e antifiungica

Os extratos foram dissolvidos em agua (10mg.mL?) e o potencial
antibacteriano foi avaliado aplicando-se a metodologia descrita por Sokovic et al.,
(2010). Neste ensaio, as bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
11632), Bacillus cereus (isolado clinico), Listeria monocytogenes (NCTC 7973),
bem como as seguintes bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella typhimurium (ATCC 13311) e Enterobacter cloacae (ATCC 35030)
foram utilizadas para determinar o potencial da atividade antimicrobiana das
amostras. As concentracdes inibitérias minimas (CMI) e bactericidas minimas
(CMB) foram determinadas, a estreptomicina e ampicilina foram utilizadas como
controles positivos.

Para os ensaios antifungicos, foi aplicado a metodologia descrita por
Sokovic e Van Griensven (2006) e utilizados seis micromicetes: Aspergillus
fumigatus (isolado humano), Aspergillus niger (ATCC 6275), Aspergillus versicolor
(ATCC11730), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), Trichoderma viride (IAM
5061) e Penicillium verrucosum var. cyclopium (isolado alimentar). A CMI e a
concentracéo fungicida minima (CMF) foram avaliadas usando o cetoconazol (é um

farmaco antimicético ou antifingico derivado do imidazol) como controle positivo.
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4.4 Preparacdo das nanoparticulas

4.4.1 Preparacgéo dos extratos utilizados na encapsulagéo

A extracao foi realizada de acordo com o capitulo anterior, a carcuma
com o solvente metanol 85 °C e o hibisco com metanol 80/20 85 °C, por 10 min no
ultrassom na proporcao 1:10, esses parametros apresentaram maior quantidade de
antioxidantes para o teste de DPPH. Apds, o extrato foi filtrado (papel Whatman
n.42) e, em seguida, concentrado em um evaporador rotativo (BUCHI
Rotaevaporator) até que 90% do solvente fosse removido.

4.4.2 Preparacado dos materiais de parede
Os materiais de parede (agentes carreadores) utilizados foram
maltodextrina 10 DE (Daxia-Ingredientes e Aditivos) e goma arébica (Instantgum),

de modo que os sélidos totais fossem iguais a 30% (p/v). As proporcdes estdo

apresentadas na TAB 9.

TABELA 9. Proporcdo do material de parede para a producédo das particulas

Material de parede (%)

Formulagéo Goma Maltodextrina
P1 0 30
P2 2.5 27.5
P3 5 25

Cada formulacéo foi preparada pela mistura e reidratacdo dos veiculos
em agua destilada. Ap6s a dissolucdo, a mistura foi colocada durante a noite no
refrigerador (5 + 1 °C) para obtencéo da hidratacdo completa. No dia seguinte, 0os
extratos de hibisco e curcuma foram adicionados na propor¢ao de 1:20 (extrato:

material de parede, m/m) e homogeneizado.
4.4.3 Obtencéo das particulas

Os pos foram obtidos utilizando um Nano Spray Dryer B-90 (BUCHI),
com fluxo de ar de 130 L.min%, temperatura de entrada de 120 + 2 °C e saida de
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40 = 2 °C, presséo de 35-40 mbar, foi utilizado uma membrana de 5.5 mm (FIG.
17). Os pos coletados do ciclone foram acondicionados em embalagens de vidro
ambar e armazenados em dessecadores até o momento da realizacdo das

analises.
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FIGURA 17. Nano Spray Dryer B-90 com a tecnologia de malha vibratéria
para geracao de spray, o coletor de particulas eletrostéaticas. Processo de
coleta de particulas eletrostaticas: (A) Particulas secas depositadas no
cilindro de coleta (pequenas perdas no eletrodo estrela no centro), (B)
Cilindro de coleta com raspador de particulas, (C) P6 recuperado
manualmente no papel coletor, (D) P6 em um frasco de vidro hermético.
Fonte: JAFARI et al., 2021.
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4.5 Caracterizacdo das particulas

4.5.1 Atividade de agua (Aa)

A atividade de agua das amostras encapsuladas foi determinada
utilizando um medidor de atividade de agua (Marca: Aqualab Pullman, EUA,

Modelo: 4TE), em temperatura de 25 °C em triplicata.

4.5.2 Distribuicdo do tamanho das particulas por espalhamento de luz
dinamico (DLS)

A distribuicdo do tamanho foi obtida por espectroscopia de correlagcéo de
fétons (PCS-photon correlation spectroscopy) utilizando-se o equipamento
Litesizer500 (Anton Paar, NY, EUA), com um laser de He-Ne de 627 nm, angulo de
incidéncia de 125°, na temperatura de 20° C em triplicata. Antes da andlise as
amostras foram diluidas com agua destilada. O espalhamento dindmico de luz
(Dynamic light scattering-DLS) € uma técnica bem estabelecida para medir o
tamanho de particulas na faixa de tamanho de nandmetros a pm.

A dispersao dindmica de luz (também conhecida como disperséo de luz
quase elastica e espectroscopia de correlacdo de fétons) € particularmente
adequada para a medi¢cdo do tamanho e distribuicdo de tamanho de particulas,
emulsdes e moléculas dispersas ou dissolvidas em um liquido. Particulas,
emulsGes e moléculas em suspensdo sofrem movimento browniano. Este é o
movimento induzido pelo bombardeio por moléculas de solvente que estdo se

movendo devido a sua energia térmica.

4.5.3 Determinacédo do potencial zeta (carga de superficie)

A andlise do potencial zeta foi realizada por medidas de mobilidade
eletroforética, utilizando o equipamento Litesizer500 (Anton Paar, NY, EUA). As
amostras foram diluidas em agua, com a cubeta DTS1070, a 25°C e a
condutividade ajustada para 50 mS.cm™?. Foram realizadas 3 determinacées
independentes. A FIG. 18, mostra o esquema da carga de superficie medida pelo
potencial zeta.
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Camada difusa, ions
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FIGURA 18. Esquema da camada estacionéria do fluido ligada a particula
dispersada (Zetasizer, 2004).

4.5.4 Obtencdo dos parametros colorimétricos

A analise de colorimetria instrumental foi realizada no colorimetro
(Minolta). A leitura ocorreu com o iluminante D65 e angulo de visdo com abertura
de 10° sendo que o sistema de leitura utlizado foi o CIE (Commission
Internationale de I'Eclairage) (FIG.19).
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FIGURA 19. Parametros de Cor La*b* (Minolta, 2020).
Foram determinados os fatores (L, a*, b*) e calculados os valores de
croma (C*ab) e diferenca total de cor (AE). A determinacdo do parametro C*ab foi

determinada pela Equacéo 6:

C=(@"?+ (x> (6)

onde:

C: croma (saturagao da cor)
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b*: cromaticidade no eixo variando do amarelo/azul

a*: cromaticidade no eixo variando do vermelho/verde

A diferenca total de cor (AE) foi obtida pela Equagéo 7:

AE = /(L —L0)? + (a — a0)? + (b — b0)? ()

Onde: L*: indice de Iluminosidade da amostra, LO*: indice de

luminosidade do padréo, a* e b*: parametros croma da amostra, a0* e bO*:
parametros croma do padrdo. Os parametros foram calibrados contra uma placa
branca padrao de referéncia, usando como padrao (LO* = 96,33, a0* = 0,06 e b0* =
0,28).

455 Atividade antioxidante - DPPH

Para analise, 10 mg do encapsulado foi dissolvido em 2 mL de agua. A
mistura foi filtrada em papel de filtro (0,45 pm). Foi realizado 5 diluicbes sucessivas

a partir dessa solucéo. Apds, seguiu-se a mesma metodologia do item 4.3.1.1.

4.6 Meétodo de desenvolvimento dos filmes biodegradaveis por casting

4.6.1 Filmes a base de amido

Os filmes de amido de batata foram produzidos (FIG. 20) conforme
Pelissari et al., (2013) com algumas adaptacdes, através do método casting, o qual
consiste na secagem de uma suspenséao formadora de filme (SFF) aplicada sobre

um suporte.
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FIGURA 20. Esquema da produgao de filmes com a técnica casting

O processo de obtencéo dos filmes foi realizado pela homogeneizacéo
de uma solucdo aquosa a uma concentragéo de 5% (p/v) de amido (CeéH1005) n, 3%
de glicerol (C3HsO3) (p/v), 0.5% de propionato de calcio (CéH10CaO4) sob agitacao
constante até gelatinizacdo do amido. O hidrogel formado foi mantido em repouso
por 1h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, 80 g de SFF foram vertidas em
placas de acrilico (18 x 21 cm) e estas foram submetidas a secagem em uma
camara com circulacéo de ar sob temperatura (25 °C) e umidade relativa (50% UR)
controladas, por um periodo de 72h ou até secagem dos filmes. Os filmes foram

acondicionados em dessecadores a 58 % UR até a irradiacao.

4.6.2 Filmes com a adi¢cdo dos compostos bioativos: hibisco e circuma

Esses filmes foram preparados com a mesma formulagédo dos materiais
sélidos do item anterior, com a adicdo da solucdo aquosa de hibisco e curcuma
com diferentes concentracfes (1 e 2%). Foi realizada a extracao (1:10 p/v) do
hibisco com metanol 80/20 a 85 °C e na curcuma a extracdo foi com metanol a 85
°C, por 10min no ultrassom, ap0s foi realizado a filtracdo e rotaevaporacao dos
compostos. Os parametros escolhidos foram os que obtiveram maior resultado no
teste de DPPH para o método de extracdo por ultrassom. Foi realizado uma solugéo
aguosa com 1 e 2% de cada tipo de compostos bioativo e adicionado na formulacao
para gelatinizacdo e secagem. O objetivo para a preparacdo desses filmes foi o

desenvolvimento de filmes ativos com agentes antioxidantes.

4.7 Hidrogéis para a formacao dos filmes por casting

As propriedades dos hidrogéis dos filmes foram medidas utilizando um

analisador de viscosidade rapido (modelo RVA-4500 da Perten Instruments,
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Warriewood/Austrdlia), com o auxilio do software Thermocline para Windows,
versdo 3. As analises foram realizadas no Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL-Campinas/Brasil) em duplicata com o0s seguintes parametros:
tempo/temperatura 50 °C/1 min, aquecimento de 50 °C a 95 °C a uma taxa de 6
°C.min’t, constante a 95 °C/2 min e 30 seg e resfriamento de 95 °C a 50 °C a uma

taxa de 6 °C.minL. A viscosidade foi expressa em centiPoise (cP).

4.8 Desenvolvimento dos filmes por extruséo

Foram preparadas 5 formulagbes para a extrusdo dos filmes. Os
materiais foram processados em extrusora dupla-rosca (diametro da rosca de 16
mm e relacdo L/D de 40) (Processo 11, ThermoElectron-Germany) (FIG.21) e a
seguir pelletizados. O perfil de temperatura foi 0 mesmo para todos 0s materiais
testados (80, 90, 90, 100, 110, 110 e 100 °C) do alimentador até a extremidade da
matriz. A velocidade de rotacéo do parafuso foi de 150 rpm e 0,5 kg.h! de taxa de
alimentacdo. As proporcdes preparadas para o desenvolvimento dos filmes de
amido extrusados com as particulas de hibisco e circuma estdo apesentadas na
TAB. 10.

TABELA 10. Desenvolvimento dos filmes de amido por extruséo (%)

) Amido Propionato de Particula Particula
Filme por .
. de Glicerol Agua célcio encapsulada encapsulada
extruséo
batata (conservante) de hibisco** de circuma*
F1 64 20 15 1 - -
F2 63 20 15 1 1 -
F3 63 20 15 1 - 1
F4 62 20 15 1 2 -
F5 62 20 15 1 - 2

**Particula encapsulada de hibisco (ativo 1%, maltodextrina 30%, propor¢éo 1:20)

*Particula encapsulada de cdrcuma (ativo 1%, maltodextrina 30%, proporgao 1:20).
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Figura 21. (A) Extrusora dupla-rosca (Processo 11, ThermoElectron-
Germany) e (B) subsistemas que compdem uma extrusora dupla-rosca.
Fonte: Adaptado de GILES et al., 2004.

A FIG.22 apresenta o processo de formacéo dos filmes extrusados. O
processamento dos filmes foi realizado em duas etapas: mistura das amostras em

po para a formacéo dos pellets e dos pellets para a formacéo dos filmes.
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FIGURA 22. A) Pelletizador utilizado para cortar a amostra antes da formacéao
dos filmes. B) Amostra pronta a ser peletizado. C) Amostra pelletizadas
prontas para a formacgéo dos filmes. D) Filmes sendo formados.

4.9 Processo deirradiacao

Apds a secagem e a extrusao dos filmes a base de amido de batata foi
realizado a irradiacéo no acelerador de elétrons Dynamitron Il, Radiation Dynamics
Inc. localizado no Centro de Tecnologia das Radia¢gbes (CETER), IPEN-CNEN/SP
(FIG. 23). As amostras foram irradiadas em temperatura ambiente com doses de 5,
10, 20 e 40 kGy, conforme parametros da TAB.11. Para cada tratamento foi mantida
uma dose ndo irradiada como referéncia. Apos a irradiagdo, as amostras foram
colocadas em dessecadores e armazenadas até analises. As doses escolhidas
foram baseadas em andlises preliminares onde foram escolhidas uma faixa de
doses que manteve as melhores propriedades nos filmes. A dosimetria foi realizada
usando dosimetros de pellets de alanina calibrados de acordo com o padrdo
internacional ISO/ASTM 151607 (2004).
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FIGURA 23. Acelerador de elétrons Dynamitron Il (IPEN-CNEN/SP) com as
amostras prontas para irradiacéo

TABELA 11. Condicdes do processo de irradiacdo dos filmes
Dose Dose por Corrente Taxa de

Amostra Total passada E(rll/?é%')a do feixe dose
(kGy) (kGy) (MmA) (kGy.s™)
Filme 40 5 0.550 3.21 22.38
Casting
Filme 40 5 0.939 4.29 22.39
Extrusao

4.10 Caracterizacéo dos filmes por casting

4.10.1 Espessura e teor de umidade

A espessura dos filmes foi medida com auxilio de um micrémetro digital
(Digimatic Micrometer Series 293 MDC-Lite, Mitutoyo Corporation) com preciséo de
0,001 mm, a partir de uma média de 10 medicfes aleatdrias.

O teor de umidade dos filmes foi determinado segundo a técnica da
ASTM D644-94 (ASTM, 2004). As amostras foram pesadas e levadas a estufa
(Quimis, Q314M292, Brasil) a 105 °C por 24 horas. A umidade dos filmes foi

calculada a partir da Equacéo 8.

Umidade(%) = ( — m—f) x100 (8)

mi
Sendo: mi: massa inicial dos filmes antes da secagem (g); mf. massa

final dos filmes apds a secagem (g).



68

4.10.2 Propriedade mecanica: resisténcia a perfuracao (forca de ruptura)

As analises das propriedades mecéanicas dos filmes foram realizadas em
um texturdbmetro TA. TX Plus Texture Analyzer, empregando-se 0 programa
“Texture Exponent 32” (Stable Micro Systems, Surrey, UK, Inglaterra) (FIG 24).

Para o teste de resisténcia a perfuracdo (forca de ruptura), o
equipamento foi conectado a uma célula de carga de 50 kg; o software utilizado foi
0 Exponent e os acessorios acoplados para realizar os experimentos foram suporte
para filme (HDP/FSR) e probe esférico de ago inoxidavel de 5 mm de diametro
(P/5S). Os ensaios foram realizados em uma velocidade constante de 0,5 mmste
a distancia de 15 mm. Para cada ensaio foi utilizado 10 corpos de prova de 30 mm?
para todas as doses estudadas.

starch
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whole system

metalic cylinder (cell)  gtarch i
yvit_h the film placed film ™.
in its upper surface \ H film slrelched at the
tall N e D \ 4 rupture point
- Aypm—

FIGURA 24. Esquema do teste de resisténcia a perfuracéo (forca de ruptura)
Fonte: Castanha, 2017.

4.10.3 Fracao soluvel em agua

A determinacdo da fracdo soluvel em agua dos filmes foi realizada
segundo a metodologia descrita por Gontard et al. (1992), na qual uma amostra de
massa seca inicial conhecida com 2 cm de diametro foi imersa em 50 mL de agua
destilada a 25 °C por 24 horas, sob agitacao esporadica. Apos, os filmes insolUveis
foram submetidos a secagem em estufa a 105 °C por 24 horas para determinacéo
da massa seca final da amostra. A fracdo solivel em agua foi calculada conforme

a Equacéo 9.

(%) ==L x100 (9)
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Onde, S: fracao soluvel em &gua (%), mi: massa seca inicial da amostra (g), mf:
massa seca final da amostra (g).

4.10.4 Capacidade de absorgao de agua (CAA)

A capacidade de absor¢c&o de agua dos filmes foi realizada utilizando o
método descrito por Chiono et al. (2008). Amostras dos filmes foram cortadas em
quadrados (10 x 10 mm) e pesadas (mi). Em seguida, foram colocadas em agua
destilada e armazenadas em temperatura ambiente durante 24 h. Apéds, os filmes
intumescidos foram removidos da agua, secos com papel absorvente e pesados
(mf). Cada ensaio foi realizado em triplicata. Assim, o calculo de absorgao do filme

(A) foi realizado de acordo com a equacéo 10:
A%) = T 5100 (10)

Onde: A=Absorcdo de agua em (%); mf= massa final da amostra e

mi=massa inicial.

4.10.5 Taxa de Permeabilidade ao oxigénio (TP’O2)

As taxas de permeabilidade ao oxigénio (TP’O2) foram determinadas
pelo método coulométrico, segundo procedimento descrito na norma ASTM-F 1927
(2020), em equipamento OXTRAN, modelo 2/22, operando com oxigénio puro
como gas permeante. Os ensaios foram realizados a 23 °C e a 50% UR. A area
efetiva de permeacéo de cada corpo de prova foi de 50cm?. Os resultados foram
obtidos foram corrigidos para latm de gradiente de presséo parcial de oxigénio,
entre as duas superficies do filme. Este gradiente corresponde a forca motriz para
a permeacado do oxigénio através do filme. As doses dos filmes analisados foram
de 0 e 40 kGy. A partir da taxa de permeabilidade ao oxigénio, calculou-se o

coeficiente de permeabilidade ao oxigénio (PO2), como segue:

PO, = “”gzxe (11)

Onde, POz = coeficiente de permeabilidade ao oxigénio (mL (CNTP). ym.
m-2.diat.atm?), TP’O2 = taxa de permeabilidade ao oxigénio (ML(CNTP). m-2.dia?),

e= espessura média do corpo de prova (um), p= presséo parcial de oxigénio na
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camara de gas permeante da célula de difusdo, visto que a pressédo parcial de Oz

na camara do gas de arraste (N2 + Hz) é considerada nula.

4.10.6 Analise Termogravimétrica

As propriedades térmicas dos filmes, controle e 40kGy foram
determinadas utilizando equipamento de TGA-50 da marca Shimadzu, sob
atmosfera de nitrogénio, com vazdo de 50 mL.min%, razdo de aquecimento de
10°C/min  em um intervalo de temperatura iniciando em temperatura de
aproximadamente 25 a 500 °C. As andlises foram realizadas com amostras de
aproximadamente 5 mg, em cadinhos de platina.

4.10.7 Andlise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada Fourier de cada filme
foram obtidos usando um espectrometro Perkin-Elmer. Para cada medicao, foram
feitas 25 varreduras no comprimento de onda de 400 a 4000 cm™* com uma
resolucdo de 4 cm™ a temperatura de 25 °C. Os espectros foram coletados em
duplicatas. Esta andlise objetivou determinar as modificacées na escala molecular

induzida entre moléculas e polimeros sob doses de irradiacéo de feixes de elétrons.

4.10.8 Espectroscopia RAMAN

O equipamento utilizado foi 0 microscopio Raman XploRA PLUS (Horiba
Jobin Yvon), com comprimento de onda e poténcia do laser de 785 nm e 85 mW,
na grade del200 gr/mm, o aumento e N.A. da lente objetiva: 10X 0,25 N.A. O
software usado para aquisicdo e processamento foi o LabSpec6. As amostras
analisadas foram os filmes com doses de 0 e 40 kGy. Nao foi possivel realizar esta
analise com os filmes de hibisco, pois a coloracdo do filme interferia no laser

impossibilitando a imagem no equipamento.
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4.10.9 Propriedades Opticas dos filmes

Os filmes foram submetidos a analises de cor e opacidade usando um
colorimetro (UltraScan VIS, HunterLab, Virginia, EUA) no modo transmitancia com
sistema de classificacdo da CIELab e iluminante D65 (HUNTERLAB, 1996). Os
parametros foram classificados diretamente pelo software EasyMatch QC: L
(branco = 100, preto = 0); a (vermelho = positivo, verde = negativo); b (amarelo =
positivo; azul = negativo). A diferenca de cor (AE*) for determinada através da

Equacao 12:

AE = /(L — L0)2 + (a — a0)2 + (b — b0)2 (12)
Onde: L*: indice de Iluminosidade da amostra, LO*: indice de

luminosidade do padrédo, a* e b*: parametros croma da amostra, a0* e bO*:
parametros croma do padrdo. Os parametros foram calibrados contra uma placa
branca padrao de referéncia, usando como padrao (LO* = 96,33, a0* = 0,06 e b0* =
0,28).

4.10.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foram analisadas as superficies e as amostras com fratura dos filmes
controle e 40kGy, em um Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV) compacto,
modelo TM 3000 da marca Hitachi, utilizando 30 aceleracdes de 5 KeV e fita

adesiva de carbono para fixacao.

4.10.11 Atividade antioxidante via inibicdo por DPPH

A atividade antioxidante dos filmes foi avaliada pelo método 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) com adaptacdes. Aproximadamente 1g de cada filme foi
colocado em um frasco revestido com aluminio contendo 5 mL de agua destilada,
e agitado a 150 rpm por 3h em seguida foi deixado em repouso a temperatura
ambiente por 24h. O sobrenadante foi analisado, realizando 5 diluigcbes sucessivas.

A metodologia foi conforme item 4.3.1.1.
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4.11 Caracterizagao dos filmes por extruséo

As analises de espessura e umidade, absorcdo de agua, propriedades
Opticas dos filmes, atividade antioxidante via inibicdo por DPPH foram analisadas

da mesma forma dos filmes preparados por casting.

4.12 Andélise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), com método Tukey, utilizando o software Statgraphics
Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc. Warrenton, VA, EUA). A analise visa
verificar a existéncia de diferenca significativa entre as médias, dentro de um nivel

de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo dos compostos de hibisco e curcuma

5.1.1 Atividade antioxidante pelo método da atividade captadora de radicais
(DPPH) e inibicdo de hemdlise oxidativa (OxHLIA)

Os resultados apresentados na TAB.12 e 13 da capacidade antioxidante
pelo método DPPH e OxHLIA dos compostos bioativos extraidos por micro-ondas
e ultrassom, fornecem valores de EC50, no qual valores mais baixos de EC50
correspondem a uma maior capacidade antioxidante.

O solvente que com maior atividade antioxidante para a extragao por
micro-ondas de hibisco pelo método DPPH foi o etanol 80/20 a 85°C,
IC50=0,38+0,01 pg.mL™1. J& para a extragdo de hibisco por ultrassom foi o metanol
80/20 85 °C (0,36+0,02 pg.mL1). Para os dois métodos de extracdes, a temperatura
influenciou no aumento da atividade antioxidante, ou seja, maior a temperatura de
extragdo maior a atividade antioxidante.

Com base nos resultados do ensaio de OxHLIA de hibisco para a
extracdo por micro-ondas o solvente com maior atividade antioxidante foi o etanol
80/20 a 55°C (58+4 pg.mL™1); para ultrassom o solvente mais ativo foi o metanol

80/20 55°C (47+4 pg.mL?t). Nas extracBes realizadas por micro-ondas quanto
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menor a temperatura de extragao (55°C) maior atividade antioxidante para o teste
de OxHLIA. Nas extracdes por ultrassom, em relacdo a temperatura, os resultados

nao foram conclusivos.

TABELA 12. Atividade antioxidante - DPPH e OxHLia dos extratos de hibisco

Hibisco
DPPH (EC50. ug.mL?)
Solvente Micro-ondas Ultrassom
MeOH 55°C 1,10+0,03? 0,730,042
MeOH 70°C 0,82+0,02° 0,52+0,004°
MeOH 85°C 0,74+0,02° 0,46+0,01°
EtOH 55°C 1,560,012 1,05+0,05°
EtOH 70°C 1,48+0,072 0,59+0,003?2
EtOH 85°C 0,93+0,03° 0,53%0,02°¢
MeOHS80 55°C 0,73+0,012 0,88+0,072
MeOHS80 70°C 0,66+0,02° 0,68+0,037°
MeOHS80 85°C 0,55+0,01°¢ 0,36+0,02¢
EtOHB80 55°C 0,86+0,02° 4,32+0,432
EtOH80 70°C 1,67+0,022 3,82+0,42°
EtOHB80 85°C 0,38%0,01° 2,41+0,13°¢
*OXHLIA (EC50; pg.mL™?); At = 60 min

MeOH 55°C 63+3° 9146°
MeOH 70°C 162+42 171+5°
MeOH 85°C 111+5° 229+92
EtOH 55°C 75+3P 194+10P°
EtOH 70°C 82+4P 272+92
EtOH 85°C 101+32 8316°
MeOH80 55°C 217+11° 47+4°
MeOH80 70°C 243+18° 109+9°
MeOHS80 85°C 395+20? 2204102
EtOH80 55°C 58+4°¢ 2021142
EtOH80 70°C 320+10? 184+8P°
EtOH80 85°C 235+12° 159+7°¢

Os resultados sdo expressos como média = desvio padrao. Valores de EC50
correspondem a concentracdo de extrato responsavel por inibir 50% da oxidagéao.
*Concentragdo de extrato necesséria para manter 50% da populacdo de eritrocitos intacta
por 60 min. (LOCKOWANDT et al., 2019). Em cada coluna letras diferentes representam

diferencas significativas (p < 0,05).
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Conforme demonstrado na TAB. 13, a atividade antioxidante pelo
método DPPH das extracbes de curcuma por micro-ondas o solvente que
apresentou a melhor atividade antioxidante foi o metanol 80/20 55°C (0,22+0,01
nug.mL1) e para o ultrassom foi 0 metanol 85°C (0,09+0,002 pg.mL™1).

Todos os solventes com as diferentes temperaturas apresentaram
resultados satisfatorio para esse teste, isso € devido ao principal mecanismo de
acao da curcumina que envolve a doacao de um atomo de hidrogénio para radicais
hidroperoxila, contribuindo para a atividade antioxidante (MASUDA et al., 2001).

Para os testes de OxHLIA, o melhor solvente foi etanol 80/20 85°C para
a extracdo de curcuma por micro-ondas e por ultrassom foi etanol 80/20 70°C. As

amostras divergem em relacdo a temperatura, ndo obtendo resultados conclusivos.
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TABELA 13. Atividade antioxidante: DPPH e OxHLia dos extratos de cUrcuma.

Clrcuma

DPPH (EC50; ug.mL?)

Solvente Micro-ondas Ultrassom
MeOH 55°C 0,25+0,042 0,12+0,0042
MeOH 70°C 0,23+0,01° 0,10+0,01°
MeOH 85°C 0,26+0,01? 0,09+0,002°
EtOH 55°C 0,30+0,01° 0,13+0,01°
EtOH 70°C 0,34+0,01? 0,16+0,01?
EtOH 85°C 0,24+0,01°¢ 0,15+0,01?
MeOH80 55°C 0,22+0,01° 0,21+0,01°
MeOH80 70°C 0,31+0,042 0,35+0,015?
MeOH80 85°C 0,32+0,01? 0,29+0,01°
EtOHB80 55°C 0,32+0,01° 0,21+0,01°
EtOH80 70°C 0,29+0,004° 0,31+0,003?
EtOH80 85°C 0,36+0,0052 0,14+0,002°¢
OxHLIA (EC50; pg.mL1); At =60 min
MeOH 55°C 50+22 29+12
MeOH 70°C 13+2° 21+2°
MeOH 85°C 14+0,7° 24+2°
EtOH 55°C 31ltlc 55432
EtOH 70°C 37+2° 25+1°
EtOH 85°C 34142 25+1°
MeOH80 55°C 13+2° 28+1°
MeOH80 70°C 14+1P 32+22
MeOH80 85°C 18+0,72 19,7+1°
EtOH80 55°C 33+22 60+92
EtOH80 70°C 28+3P 10,7+0,5°¢
EtOH80 85°C 11,7+0,5°¢ 12+0,8°

Valores de EC50 correspondem a concentracao de extrato responsavel por inibir 50% da oxidacao.

Em cada coluna letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

5.1.2 Compostos fendlicos dos extratos de hibisco

As respostas cromatograficas (tempo de retencédo, comprimentos de

onda de absorcdo maxima e dados espectrais de massa) e tentativa de

identificagdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos etandlico e

metandlico das amostras de hibisco estdo descritas na TAB. 14. A quantificacdo

correspondente esta presente na TAB. 15, e um perfil

exemplificativo da amostra metandlica esta apresentado na FIG. 24.

cromatografico



76

TABELA 14. Dados espectrais de massa e tentativa de identificagdo dos

compostos fendlicos presentes nos extratos etandlicos e metandélicos de

hibisco.
Pico Rt (min) Anax lon Molecular MS* Identificaco
((nm)) [M-H] (m/z) (m/z)

1 5.208 - 217 127(100) Ester metilico do acido de hibisco

2 6.861 - 189 127(100) Acido de Hibisco

3 7.801 326 335 179/13),161(100),134(41) Acido Cafeoilshiquimico

4 10.309 334 353 191(100),179(34),161(12),135(3) Acido 5-O-Cafeoiquinico

6 13.375 336 337 191(100),163(10),119(13) Acido 5-O-p-Coumaroilquinico
Luecoside (Kaempherol-O-

7 18.065 278/505 579 285(100) sambubosideo)

5 14.330 - 367 - Metilclorogenato

8 19.991 354 595 301(100) Quercetina-O-sambubosideo

9 21.136 350 609 301(100) Quercetina-3-O-rutinosideo

Tempo de retencgéo (Rt), comprimentos de onda de absorcado méaxima na regido do visivel

(Amax).
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TABELA 15. Quantificagdo (mg. g de extrato) dos compostos fendlicos, &cidos fendlicos totais, flavondides totais e

compostos fendlicos totais presentes nos extratos de hibisco

EtOH55 EtOH70 EtOH85 EtOH80 55 EtOH80 70 EtOH80 85 MeOH 55 MeOH 70 MeOH 85 MeOH80 55 MeOH80 70 MeOH80 85

1 30.82+0.6 26.6+0.7 26.92+1 31.9+0.73 27.12+1 32.3+1.3 26.9+0.62 19.62+0.9 31+0.34 17.1+0.1 26.09+0.32 15.5+0.33
2 5.840.2 6.23+0.01 5.5+0.06 7.1+0.17 4.47+0.1 9.31+0.13 5.7+0.085 5.1+0.1 5.9+0.1 6+0.075 5.88+0.01 3.9+0.01
3 5.840.12 6.2+0.2 5.4+0.17 6.940.22 5.56+0.01 6.1+0.10 5.54#0.1 5.3#0.14 7.38+0.28 5.7+0.05 6.54+0.04 3.97+0.11
4 2.8+0.06 2.2+0.04 2.0+£0.02 2.25%0.02 2.16+0.023 2.93+0.01 2.81+0.02 2+0.02 2.51+0.001 2.62+0.03 2.03+0.01 1.90+0.01
6 1.9+0.01 1.8+0.01 2.3+0.01 1.84+0.01 1.80+0.01 1.86+0.01 1.80+0.01 1.7+0.02 1.83+0.01 1.74+0.03 1.77+0.01 1.62+0.02
7 1.8+0.02 1.9+0.03 3.41+0.10 1.6+0.02 1.70+0.02 1.80+0 1.82+0.02 1.4+0.02 1.66+0.024 3.23+0.01 1.55+0.01 1.40+0.01
5 1.5+0.01 1.47+0.01 1.62+0.04 1.57+0.01 1.56+0.004 1.72+0.02 1.50+0.01 1.5+0.03 1.55+0.002 1.63+0.03 1.51+0 1.38+0.02
8 1.2+0.01 1.05+0.02 1.13+0.01 1.5+0.02 1.42+0.02 1.13+0.006 1.36+0.01 1.17+0.03 1.22+0.006 1.42+0.01 1.34+0.03 1.11+0.01
9 1.2+0.01 1.14+0.05 1.10+0.01 1.37+0.01 1.31+0.02 1.17+0.007 1.26+0.06 1.07+0.07 1.22+0.003 1.22+0.01 1.24+0.08 1.01+0.02
TPA 48.73+0.25 44.55+0.82 43.73+0.85 51.47+0.82 42.7+0.90 54.18+1.52 44.14+0.64 35.13+0.96 50.26+0.15 34.74+0.1 43.82+0.3 28.4+0.4
TF 4.14+0.01 4.01+0.01 5.60+0.10 4.45+0.03 4.43+0.04 4.12+0.001 4.43+0.02 3.64+0.03 4.10+0.01 5.88+0.07 4.15+0.001 3.51+0.01
TPC 52.86+0.26 48.57+0.80 49.32+0.75 55.93+0.84 47.12+0.85 58.3+1.52 48.57+0.65 38.78+0.93 54.37+0.14 40.62+0.17 48+0.3 31.88+0.43

TPA=Total Phenolic Acids (Acidos Fendlicos Totais), TF= Total Flavonoids (Flavonoides Totais), TPC=Total Phenolic Compounds (Compostos
Fendlicos Totais).

O pico 9, quercetina-3-O-rutinosideo, foi identificado por comparacdo do tempo de retencdo e comprimentos de onda de
absorcdo maxima com o composto padrdo disponivel. Os picos restantes foram identificados por comparacdo com dados
bibliograficos disponiveis na literatura sobre a composicéo fendlica do hibisco (BORRAS-LINARES et al., 2015; HERRANZ-LOPEZ
et al., 2012; PARAISO et al., 2019).
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FIGURA 25. Perfil fendlico do extrato metanélico em 280 nm (A) e 370 nm (B).
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5.1.3 Atividade anti-inflamatoria

Os valores de EC50 das amostras de curcuma, obtidos através da avaliacao da
capacidade de inibicdo da produc¢éo de 6xido nitrico (NO) numa linha celular de macrofagos
de rato (RAW 264.7) encontram-se na TAB.16 e sdo expressos em pg.mL™*. As amostras
de hibisco extraidas pelo micro-ondas e ultrassom ndo apresentaram atividade anti-
inflamatéria, ou seja, foram >400 pg.mL2. As extracdes de clrcuma realizadas por micro-
ondas foram mais efetivas nesse teste por apresentarem atividade anti-inflamatéria do que

as extracOes realizadas por ultrassom.

TABELA 16. Atividade anti-inflamatéria dos extratos de clUrcuma.

Atividade anti-inflamatéria-Clircuma (valores EC50, pg.mL™?)

Solvente Micro-ondas Ultrassom
MeOH 55°C 115.73+12 >400
MeOH 70°C 94.88+2¢ >400
MeOH 85°C 109.53+2b >400
EtOH 55°C 206.17+32 >400
EtOH 70°C 92.38+2¢ >400
EtOH 85°C 104.61+1b >400
MeOH80 55°C 98.38+1¢ >400
MeOH80 70°C 334.6+1°b >400
MeOH80 85°C 359.78+22 >400
EtOH80 55°C >400° >400
EtOH80 70°C 137.96+22 >400
EtOH80 85°C >400° >400

Valores de EC50 correspondem a concentracdo de extrato responsavel por inibir 50% da producdo de NO,
atividade determinada em relagdo ao controle. Dexametasona (controle positivo) valor de EC50= 16 + 1

pg.mL1 Na coluna letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

O solvente etanol 70°C foi o que revelou o valor de EC50 mais baixo — 92,38
ug.mL1, logo é o que apresenta maior atividade anti-inflamatéria. Os solventes com EC50
maiores, apresentam menor capacidade de inibicdo da producdo de Oxido nitrico. As
amostras de curcuma extraidas com ultrassom, apresentam valores >400, ou seja, nao

apresentaram atividade anti-inflamatéria nas condi¢des estabelecidas.
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5.1.4 Atividade antimicrobiana e antifungica

Os valores das concentracdes minimas inibitérias (MIC) e das concentractes
minimas bactericidas (MBC) associados aos diferentes solventes de extracdo encontram-
se nas TAB. 17 a 20 sdo expressos em mg.mL™. A atividade antibacteriana das diferentes
extracbes foi avaliada contra bactérias Gram positivas (S. aureus, B. cereus e L.
monocytogenes) e Gram negativas (E. coli, E. cloacae e S.typhimurium).

A atividade antibacteriana associada a cada um dos extratos € maior quanto
menor o valor das concentracdes minimas inibitérias (MIC), ou seja, a menor concentracao
necessaria para inibir o crescimento dos micro-organismos.

Todas as extragcbes de hibisco revelaram potencial contra as estirpes
bacterianas utilizadas neste estudo. O solvente utilizado na extracao por ultrassom e micro-
ondas de hibisco que revelou maior potencial antibacteriano foi o de etanol 55 °C, uma vez
qgue exibiu valores de MIC e MBC menores para todas as bactérias testadas. O tipo de
extracdo nao diferiu nos resultados. Conforme demonstrado nas TAB. 17 e 18, as amostras

apresentaram atividade antimicrobiana.
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TABELA 17. Atividade antibacteriana dos extratos de hibisco por ultrassom

Atividade antibacteriana (MIC e MBC, mg.mL1)

Solvente S.a. B.c. L.m. E.c. S.t. En.cl.
N SN S B S B
oo (I S S S S S
T S S S S S
I S R R S A
T S S S L S
I S S R S A
EtOH80/20 85 |\'>|/I||3% ; 0i5 ; ; ; i
MeOH 80/20 85 |\'>|/I||3% ; 0i5 ; ; ; i
EtOH80/20 70 I\';"E';% : : : ; Z :
MeOH80/20 70 e . 05 : ; . 2
EtOH80/20 55 e : : : : : 2
MeOH80/20 55 e : : : : 2 2
N S O S S S
224 Y S S VN GRS S T

S.a: Staphylococcus. aureus, B. c.: Bacillus cereus, L.m.: Listeria monocytogenes, E. c.: Escherichia
coli, En. cl.: Enterobacter cloacae, S.t.: Salmonella Typhimurium. MBC — minimum bactericidal
concentration (Concentracao bactericida minima). Controles: E211 e E224.
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TABELA 18. Atividade antifungica dos extratos de hibisco por ultrassom

Atividade antifingica (MIC e MFC, mg.mL1)

Solvente Af. A.n. Av. P.f. P.v.c. T.v.
E(OH 85 wie 05 i1 i om 1
MeOH 85 ,\'\,f ,':CC 06_255 Ois ; Ois 8:;?, Ois
- mic 025 g 05 05025 05
MeOH 70 e 02 ; P r o5 0
p— mic 025 05 05 05025 05
MeOH 55 wee 65 i h % 45 1
EtOH 80/20 85 e 0 > ; oz o5
MeOH 80/20 85 e 0> 08 P " oz y
EtOH 80/20 70 e 02 > P % oz 025
MeOH 80/20 70 e S y
EtOH 80/20 55 e ol > % 1 0% T
MeOH 80/20 55 e 0 o ; % oz 0.5
Me ¢ 1 2z 1z 2
€224 W 1 1 1 o8 1 os

A.f.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor; A.n.: Aspergillus niger; T.v.: Trichoderma
viride; P.f.: Penicillium funiculosum; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium. MIC—minimum
inhibitory concentration (Concentracao inibitéria minima); e MFC — minimum fungicidal concentrate

(Concentracéao fungicida minima). Controles: E211 e E224.



83

TABELA 19. Atividade antibacteriana da extracao do hibisco por micro-ondas

Atividade antibacteriana (MIC e MBC, mg.mL1)

Solvente S.a. B.c. L.m. E.c. S.t. En.cl.
N SN S B S B
oo (I S S S S S
T S S S S S
I S R R S A
T S S S L S
I S S R S A
EtOH80/20 85 |\'>|/I||3% ; 0i5 ; ; ; i
MeOH 80/20 85 |\'>|/I||3% ; 0i5 ; ; ; i
EtOH80/20 70 I\';"E';% : : : ; Z :
MeOH80/20 70 e . 05 : ; . 2
EtOH80/20 55 e : : : : : 2
MeOH80/20 55 e : : : : 2 2
N S O S S S
224 Y S S VN GRS S T

S.a: Staphylococcus. aureus, B. c.: Bacillus cereus, L.m.: Listeria monocytogenes, E. c.: Escherichia
coli, En. cl.: Enterobacter cloacae, S.t.: Salmonella Typhimurium. MBC — minimum bactericidal
concentration (Concentracao bactericida minima). Controles: E211 e E224.
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TABELA 20. Atividade antifungica da extragdo do hibisco por micro-ondas

Atividade antifingica (MIC e MFC, mg.mL™)

Solvente Af. A.n. Av. P.f. P.v.c. T.v.
E(OH 5 wFC 05 111 o»m i
MeOH 85 we  ge % > T o EY
EIOH 70 w05 2 i i 45 1
MeOH 70 we o5 2 i i 45 a
EtOH 55 e vy E T s T
MeOH 55 e W0 v T s T
EtOH 80/20 85 e o > > T oo o5
MeOH 80/20 85 e A R E
EtOH 80/20 70 e 02 > ° % 0% 0.5
MeOH 80/20 70 we e % e R T
EtOH 80/20 55 e ol > % 1 0% E
MeOH 80/20 55 e 0 0> - % oz 025
e 3y 23z 2
224 WEe 1 1 1 o8 1 o3

A.f.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor; A.n.: Aspergillus niger; T.v.: Trichoderma
viride; P.f.: Penicillium funiculosum; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium. MIC—minimum
inhibitory concentration (Concentracao inibitéria minima); e MFC — minimum fungicidal concentrate

(Concentracéao fungicida minima). Controles: E211 e E224.

Em relacdo a atividade antifangica (TAB.17 e 18), todas as amostras
apresentaram capacidade inibitdria fangica para as amostras de hibisco.

Nas TAB. 19 e 20, sao apresentados os resultados da atividade antimicrobiana
(MICs) das diferentes extracfes da curcuma. Pode observar-se que todas as bactérias
foram inibidas.

Existem indicios de que os grupamentos metoxila e hidroxila da curcumina sejam
0S responsaveis por sua atividade antimicrobiana. A literatura relata que a curcumina em
sua forma in natura apresenta atividade antimicrobiana para Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus mutans, Staphylococcus epidermis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica e Shigella dysenteriae

(SILVA, 2016). Moghadamtousi et al. (2014), realizaram estudos de avaliacdo da atividade
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antibacteriana com um extrato aquoso do rizoma de Curcuma longa e descreveram
concentragcdes minimas inibitéria (MICs) de 4 a 16 mg.mL* e concentracdes minimas
bactericidas (MBCs) de 16 a 32 mg.mL* contra Staphylococcus epidermis, Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, por exemplo.

TABELA 21. Atividade antibacteriana da extracdo da curcuma por ultrassom

Atividade antibacteriana (MIC e MBC, mg.mL1)

Solvente S.a. B.c. L.m. E.c. St. En.cl.
EtOH85 " EL% ; P ’ o 3 2
MeOH 85 &AE';CC > 00'_255 > o : 2
E{OH70 I\|>I/| I|3 % ; 00..255 0i5 0i5 ; ;
MeOH70 “';AE';CC > P > o : 2
EtOH55 VB 2 o5 2 2 ’ 2
MeOH55 e 0 e > o 2 2
EtOH80/20 85 e ) P ; o : 2
MeOH 80/20 85 Be A Y T
EtOH80/20 70 e ) R o5
MeOH80/20 70 e 0. D > o 2 2
EtOH80/20 55 e ; v o N 2
MeOH80/20 55 &AE';% ) 00'_255 ; s 2 2
£211 wec 4 o5 2 2 5 4
— N T s

S.a: Staphylococcus. aureus, B. c.: Bacillus cereus, L.m.: Listeria monocytogenes, E. c.: Escherichia
coli, En. cl.: Enterobacter cloacae, S.t.: Salmonella Typhimurium. MBC — minimum bactericidal

concentration (Concentracdo bactericida minima). Controles: E211 e E224.
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TABELA 22. Atividade antifungica da extragdo da curcuma por ultrassom.

Atividade antifingica (MIC e MFC, mg.mL™)

Solvente Af. A.n. Av. P.f. P.v.c. T.v.
p— vic ! g 0505 05 05
MeOH 85 e ; > 2 > Kl T
EtOH 70 e ; R T
MeOH 70 ,{)fé% ; ; Ois ; % ;
EtOH 55 e ; > Ois > 3 T
MeOH 55 e 2 . : > N T
EtOH 80/20 85 e ) > Ois > : Py
MeOH 80/20 85 e ) > T % s
EtOH 80/20 70 e ) > : > b Py
MeOH 80/20 70 ,\'\,fécc ; % Ois % ; ;
EtOH 80/20 55 e ) > Ois > : Py
MeOH 80/20 55 e > > N > N T
Me L 212 2
224 w1 11 o8 1 o3

A.f.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor; A.n.: Aspergillus niger; T.v.: Trichoderma
viride; P.f.: Penicillium funiculosum; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium. MIC—minimum
inhibitory concentration (Concentracao inibitéria minima); e MFC — minimum fungicidal concentrate

(Concentracéao fungicida minima). Controles: E211 e E224.
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TABELA 23. Atividade antibacteriana da extragcédo da cUrcuma por micro-ondas.

Atividade antibacteriana (MIC e MBC, mg.mL1)

Solvente S.a. B.c. L.m. E.c. S.t. En.cl.
EtOH85 " EL% ; P ’ o 3 2
MeOH 85 ,\'X'EL% ; 00'_255 ’ o 2 2
E{OH70 '\|>|/| é % ; 06.255 Oi5 0i5 ; ;
MeOH70 e ; D 2 Ois 3 2
EtOHS55 MBC > o 2 2 2 ;
MeOH55 e o 2 2 v 3 2
EtOH80/20 85 e ) P ; o : 2
MeOH 80/20 85 Be R Y T
EtOH80/20 70 e > P 015 o N s
MeOH80/20 70 &"é% 0 o : o : 2
EtOH80/20 55 e ) S % o KN 2
MeOH80/20 55 &AE';% ) 00'_255 : N ” 2
£211 wsc 4 05 > 2 5
E224 e . ; ° i3 1 05

S.a: Staphylococcus. aureus, B. c.: Bacillus cereus, L.m.: Listeria monocytogenes, E. c.: Escherichia
coli, En. cl.: Enterobacter cloacae, S.t.: Salmonella Typhimurium. MBC — minimum bactericidal
concentration (Concentracao bactericida minima). Controles: E211 e E224.
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TABELA 24. Atividade antifungica da extracdo da curcuma por micro-ondas

Atividade antifingica (MIC e MFC, mg.mL™)

Solvente Af. A.n. Av. P.f. P.v.c. T.v.
p— mic ! g 0505 05 05
MeOH 85 e ; > 2 > Kl T
EtOH 70 e ; R T
MeOH 70 ,{)fé% ; ; Ois ; ; ;
EtOH 55 e ; > Ois > 3 T
MeOH 55 e 2 . : > N T
EtOH 80/20 85 e ) > ° > : T
MeOH 80/20 85 e ) > ° o b s
EtOH 80/20 70 e ) > : > KN T
MeOH 80/20 70 ,\'\,fécc ; % 015 % ; ;
EtOH 80/20 55 e ) > ° > : T
MeOH 80/20 55 e > > 0 > N T
Me L 212 2
224 W 11 1 o8 1 o3

A.f.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor; A.n.: Aspergillus niger; T.v.: Trichoderma
viride; P.f.: Penicillium funiculosum; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium. MIC—minimum
inhibitory concentration (Concentracao inibitéria minima); e MFC — minimum fungicidal concentrate

(Concentracéao fungicida minima). Controles: E211 e E224.

A resisténcia da bactéria E. coli, em relacdo a S. aureus, pode ser possivelmente
atribuida a diferenca na polaridade da membrana celular, uma vez que a membrana da S.
aureus tem carga negativa menor quando comparada a membrana da E. coli. Com
diferencas menores de carga é possivel maiores fluxos de penetracdo de radicais livres,
tais como radicais hidroxila, superoxido e ions peroxido, para o citoplasma. Este efeito
conduz com maior facilidade a morte celular das bactérias S. aureus em relagéo a E. coli
(GORDON et al., 2011). Estudos mostram que a maior atividade antimicrobiana pode ser
atribuida aos terpenos oxigenados, especialmente os compostos fendélicos (SOKOVIC et

al., 2005).
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5.2 Encapsulagdo dos compostos bioativos de hibisco e carcuma

5.2.1 Analise do Potencial Zeta (PZ), Distribuicdo do tamanho das particulas (DLS) e
Atividade de 4gua (Aa).

A analise do potencial Zeta foi feita para avaliar a estabilidade das particulas, ou
seja, € a medida da carga de superficie da particula em meio especifico, sendo usado para
analisar e prever interacdes entre as particulas em suspensédo (HUNTER, 1981).

As particulas presentes na suspensao que apresentam um grande potencial Zeta
positivo ou negativo, tendem a se repelir. Assim nao existe tendéncia de flocular, ou seja,
é considerado um sistema mais estavel; sendo que elevados valores de potencial zeta,
acima (+/-) 30 mV, conferem maior repulsdo eletrostatica a particula, o que diminui a
agregacado (SCHAFFAZICK et al., 2003; CHO et al., 2013), sdo consideradas estaveis.
Quanto mais negativo o PZ encontrado, menor a tendéncia de agregagao das
nanoparticulas, o que pressupde melhor estabilidade coloidal.

As particulas com hibisco com os materiais de parede apresentaram valor de PZ
préximo a 1, ou seja, as particulas ndo sdo estaveis. As formulacdes preparadas com
curcuma apresentaram boa estabilidade: particulas de cdrcuma da P1 com potencial Zeta
de -39, P2 e P3 com -21 e -28, respectivamente. Esses valores mostram que as particulas
sdo estaveis em suspensao.

Estudos sobre sistemas de nanoparticulas de curcumina descrito por Anitha et
al. (2011), envolveu nanoparticulas obtidas com curcumina e O-carboximetol-quitosana que
mostram um potencial Zeta de -30 mV para as nanoparticulas e para as nanoparticulas
sem curcumina um potencial de -35,12 mV. Esse potencial negativo foi atribuido a presenca
de grupos carboxilicos, enquanto a reducdo na carga de superficie das nanoparticulas
carregadas com curcumina foi explicada pelas ligacbes de hidrogénio entre 0s grupos
carboxilicos da O-carboximetil-quitosana e grupos carboxilicos da curcumina.

Os valores de PDI (indice de polidispersividade) indicam a polidispersidade da
distribuicdo de tamanho de gotas e quanto menor este valor, menor a amplitude da curva,
indicando emulsdes mais uniformes (particulas sem grandes diferencas de tamanho)
(GOMES, 2015), ou seja, é o indice de distribuicdo de tamanho que representa a
semelhanca entre as particulas. Um valor de PDI mais proximo a 1 indica que os tamanhos
das particulas séo diferentes (TSAI et al., 2011). De acordo com Gottlieb e Schwartzbach
(2004) sistemas com valor de PDI menor que 2 podem indicar uma distribuicdo de tamanho
estreita e uniforme. Os pos apresentaram um PDI alto, sugerindo a presenca de particulas

de diferentes tamanhos, isso pode ser observado nas micrografias da FIG. 26.



90

Particula de hibisco com malto30% Particula de circuma com malto30%

AL x2.5k  30um _ . AL x2.5k  30um

FIGURA 26. Microscopia dos p6s da formulagdo P1 de hibisco e circuma com 30%

de maltodextrina.

Ambos os revestimentos, maltodextrina e goma arabica, possuem morfologias
semelhantes. As nanoparticulas obtidas neste estudo sao regulares na forma esférica e
exibem uma variacdo consideravel de tamanho. Esta morfologia foi relatada para o
processo por pulverizacdo (SANTIAGO-ADAME et al., 2015).

Como mostrado na TAB. 21 o teor de atividade de agua dos pés variou entre 0.37 e
0.53 a 25°C. Segundo Franco & Landgraf (2005) o valor da atividade de agua considerado
como limitante para a multiplicagdo de microrganismos em um alimento € 0.60, a atividade
de agua para os pos obtidos no presente trabalho foram menores que o valor limitante,

indicando estabilidade microbiolégica dos pds obtidos por spray dryer.
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TABELA 25. Caracterizagdo das particulas encapsuladas com diferentes proporcdes

de material de parede e ativo.

Particula P.Z (Mv) Aa PDI (%)
Hibisco
P1 -0.63+0.28>  0.53+0.052 24.5°
P2 -0.06£0.23? 0.37+0.01° 32.92
P3 -2+0.35° 0.46+0.01° 23.3°
Curcuma
P1 -39.8+12 0.42+0.02° 29.8°
P2 -22+1° 0.41+0.01° 408
P3 -28.2+1.1° 0.5+0.012 27.8°

Na coluna letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste Tukey.
Aa=atividade de agua, PDI=indice de polidispersividade, PZ=Potencial Zeta. P1= Formulagdo com
30% de maltodextrina; P2= Formulacdo com 2.5% de goma e 27.5% de maltodextrina; P3=
Formulacdo com 5% de goma e 25% de maltodextrina.

A andlise por DLS foi feita para verificar a distribuicdo do tamanho das particulas.
O espalhamento de luz dindmico (DLS) é uma técnica utilizada para medir a distribuicdo de
tamanho de particulas na escala nanométrica (HIEMENZ & RAJAGOPALAN, 1997). A
distribuicdo de tamanho das particulas esta apresentada na FIG.27. Observou-se que as
particulas de curcuma com material de parede 5% goma e 25% maltodextrina (C5.25) e as
particulas de hibisco com 30% de maltodextrina (H0.30) apresentaram particulas com
tamanhos semelhantes e mais homogéneas. Observou-se uma ampla distribuicdo de
tamanho entre as particulas. A distribuicdo do tamanho de particula deve ser o mais estreito
possivel a fim de manter a homogeneidade do produto (SCHAFFAZICK et al., 2013).

A distribuicdo do tamanho de particulas auxilia no entendimento do
comportamento das microparticulas, relacionando com o seu material de parede, além de
inferir sobre as caracteristicas de manuseio e fluidez, bem como a estabilidade e a liberacao
controlada do contetdo (AGUIAR et al., 2017).
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FIGURA 27. Distribuicdo de tamanho por espalhamento de luz dindminco (DLS) das
particulas resultantes das formulagfes P1, P2 e P3 de hibisco e carcuma.

5.2.2 Analise colorimétrica das particulas

Na TAB.26 estdo inseridos os resultados obtidos dos parametros de cor das
particulas encapsuladas com diferentes materiais de parede. O parametro L* referente a
luminosidade variou entre 81.3 e 83.7 dos p6s encapsulados com hibisco em diferentes
proporcdes de material de parede.

O parametro a* indica coordenada vermelho/verde (+a indica vermelho e —a
indica verde), esse parametro pode ser interpretado como um indicativo de descoloracao
por degradacdo de antocianinas (JIMENEZ-AGUILAR et al., 2011).
encapsuladas com maltodextrina 30%, apresentaram valores de todos os parametros de

Particulas

cor (L, a*, b*, C) mais alto que em relagdo as outras particulas, sendo o parametro a* o
mais importante devido a cor das antocianinas presentes nos extratos de hibisco. Algumas
pesquisas mostram que a maltodextrina mostrou o maior efeito protetor para a estabilidade
das antocianinas (HUI, 2009)

Para as particulas encapsuladas com carcuma o parametro mais relevante é o
b* (+b indica amarelo e —b indica azul) devido a cor dos curcumindides tendendo ao

amarelo. A formulacdo P3 (5% de goma e 25% de maltodextrina) apresentou maior valor
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de b* e menor a* e consequentemente maior croma (38.2). Quanto maior o croma maior a
saturacao das cores perceptiveis aos humanos. Cores neutras possuem baixa saturagao,
enquanto cores puras possuem alta saturagao e, portanto, mais brilhantes na percepgao
humana (PATHARE et al., 2013).

Através dos resultados da leitura da cor, nota-se que, houve variacao

significativa (p<0.05) dos parametros.

TABELA 26. Parametros de cor (parametros fisicos) obtidos das particulas

encapsuladas com diferentes materiais de parede e ativo.

PARAMETROS DE COR

Formulacéao
L* a* b* C*(D65) AE*
Hibisco
P1 81.5+0.12 15.2+0.1* 3.8+0.1a 15.6+0.1* 1.97
P2 81.3+0.42 12.1+0.3" 1.8+0.5° 12.2+0.3* 1.25
P3 83.7+0.7° 8.8+0.8° 1.1+0.5° 8.9+0.6° 1.75
Curcuma
P1 86.9+0.3° -6.5+0.12 35.7+0.4° 36.3+0.3° 4.42
P2 91.3+0.12 -6.3£0.22 31.7+0.1° 32.3+0.1° 4.47
P3 90.6+0.2° -6.6+0.4® 37.7+£0.22 38.2+0.2% 5.1

Médias na mesma coluna com diferentes letras minldsculas sdo significativamente diferentes
(p<0.05) de acordo com o Teste Tukey. P1= Formulagcdo com material encapsulante com 30% de
maltodextrina; P2= Formulagdo com material encapsulante com 2.5% de goma e 27.5% de
maltodextrina; P3= Formulacdo com material encapsulante com 5% de goma e 25% de

maltodextrina.
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5.2.3 Analise da capacidade antioxidante das particulas pelo método DPPH

As amostras analisadas mostraram atividade antioxidante e os resultados foram expressos
em valores de EC50, que representam a concentracdo que promove 50% de atividade antioxidante
ou 0,5 de absorbéancia no ensaio do poder redutor; assim, valores mais elevados correspondem a
um menor potencial antioxidante. A atividade antioxidante das amostras estudadas seguiu a ordem
P2>P3>P1 para hibisco e P3>P2>P1 para curcuma (TAB. 27). As particulas preparadas com
material de parede de 30% de maltodextrina (P1) foram incorporadas aos filmes preparados

pelo método de extrusao.

TABELA 27. Avaliacdo da capacidade antioxidante (DPPH) das particulas

DPPH (EC50; pug.mL1) das particulas

Formulacéao Hibisco Cdrcuma
P1 3.9+0.1A 3.21+0.48
P2 4.23+0.24 3.37+0.28
P3 4.17+0.14 3.70+0.17

Médias na mesma coluna com diferentes letras mailscula sdo significativamente diferentes
(p<0.05) de acordo com o Teste Tukey. P1= Formulagdo com material encapsulante com 30% de
maltodextrina; P2= Formulacdo com material encapsulante com 2.5% de goma e 27.5% de
maltodextrina; P3= Formulacdo com material encapsulante com 5% de goma e 25% de

maltodextrina.
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5.3 Hidrogéis de amido

Os perfis dos viscogramas de RVA dos hidrogéis para o preparo dos filmes estéo
apresentados na FIG. 28. Observou-se que a adicdo de extratos antioxidantes naturais
aumenta a viscosidade dos hidrogéis de amido. Isto sugere que esses agentes interagiram
quimicamente com a matriz polimérica do amido. O hidrogel com a adi¢do dos antioxidantes
de curcuma apresentou o maior valor de viscosidade (703 cP).

As propriedades de pasta dos amidos séao influenciadas pelo tamanho, rigidez,
razao amilose e amilopectina e poder de inchamento dos granulos (SINGH et al., 2007). A
viscosidade de pico mede a capacidade de absorgdo de agua do amido em termos de

resisténcia dos granulos intumescidos sob cisalhamento e a performance desses granulos.
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FIGURA 28. Perfil de viscosidade dos hidrogéis preparados para a formacao dos
filmes por casting.

A diferenca entre os valores de viscosidade de pico e viscosidade minima define
a viscosidade de quebra (ou Breakdown), indice de estabilidade térmica do amido sob
cisalhamento. Breakdown significa a quebra de viscosidade que ocorre em um gel de
amido, ap0s passar pelo ciclo de aquecimento. Apds gelatinizar, a temperatura do gel é
mantida constante por alguns minutos e o proprio cisalhamento da pa do analisador
atuando na amostra em teste acaba por desintegrar os granulos de amido e promover a
reducéo (“quebra”) da viscosidade da amostra.

O valor Setback € mais comumente relacionado a tendéncia de retrogradagéo
da amilose dos granulos de amido (HUANG et al., 2010). A temperatura do gel reduz, com

isso, a amilose retrograda e os granulos de amido se reorganizam. O hidrogel com o maior
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setback foi 0 adicionado de circuma com 263 cP e o menor 203cP, para o hidrogel com a
adi¢ao de hibisco. Com a adicdo dos extratos os géis tiveram viscosidade de pico maior e

breakdown maior em comparacao ao controle (TAB. 28).

TABELA 28. Propriedades dos hidrogéis

iarogeis  Yscoutade  ima © - Breakdoun Viscosuade  Setvc
(Trough) (cP)

A 532 510 22 750 240

B 682 398 284 601 203

C 703 484 219 747 263

A=Amido, B=Amido +Hibisco, C=Amido+Culrcuma
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5.4 Filmes preparados por casting

5.4.1 Analise visual, espessura e umidade

Os filmes de fécula de batata com hibisco e circuma apresentaram-se, em geral,
maleaveis, com boa aparéncia, auséncia de fraturas e coloridos, como pode ser observado
nas FIG. 29 e 30. Os filmes apesar da coloracéo, apresentaram transparéncia, indicando
gue este material ndo bloqueou totalmente a passagem de luz. Observou-se também que
a irradiacdo modificou a coloracdo dos filmes, deixando-os mais claros, em funcdo das

doses.

0kGy 5kGy 10kGy 20kGy 40kGy

FIGURA 29. Filmes preparados com extrato de hibisco 1 e 2%, respectivamente e
irradiados nas doses 0, 5, 10, 20 e 40 kGy.

H2%
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0kGy 5kGy 10kGy 20kGy 40kGy

FIGURA 30. Filmes preparados com extrato de carcuma 1 e 2%, respectivamente e
irradiados nas doses 0, 5, 10, 20 e 40 kGy.

As espessuras dos filmes elaborados por casting nas diferentes formulacdes
variaram de 0,20 a 0,31 mm, ndo apresentando diferenca significativa, segundo o teste de
Tukey (p < 0,05) (TAB. 29). A incorporacao das diferentes concentracdes de bioativos néo
resultou em alteracao significativa (p < 0,05) na espessura dos biofilmes.

O controle da espessura € importante para a uniformidade dos filmes, para a
repetitividade das medidas das propriedades e validagdo das comparacdes entre as
propriedades dos filmes. Variacbes na espessura de um material podem afetar suas
propriedades mecéanicas e de barreira, comprometendo o desempenho da embalagem
(SARANTOPOULOS, 2002; OLIVEIRA et al.,1996). E um parametro que influéncia as
propriedades dos filmes (CUG et al., 1996a).

Os resultados da analise de umidade para as formulacdes de filmes elaborados

por casting estao apresentados na TAB.29.
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TABELA 29. Espessura e Umidade dos filmes de hibisco e cUrcuma preparados por
casting e irradiados

Filme OkGy 5kGy 10kGy 20kGy 40k Gy
Espessura (mm)
FA 0.26+0.01*% 0.25+0.01* 0.25+0.01* 0.23+0.01* 0.31+0.01°
FH1%  0.25+0.01* 0.24+0.01* 0.23+0.01* 0.23+0.01* 0.22+0.01%
FH2%  0.24+0.022 0.26+0.01* 0.23+0.02% 0.23+0.01* 0.24+0.01%
FC1% 0.22+0.02* 0.22+0.01* 0.24+0.02* 0.23+0.01* 0.25+0.01°
FC2%  0.24+0.02* 0.2+0.01* 0.2+0.01* 0.21+0.01* 0.21+0.01°
Umidade (%)
FA 35.8+0.01° 37.7+0.01* 29.9+0.01¢ 37.8+0.01* 37.7+0.012
FH1% 36.5+0.01® 36.9+0.04® 35.9+0.01° 34.9+0.01°¢ 36.6+0.012
FH2%  31.4+0.01* 28.7+0.01° 30.5+0.07% 31.1+0.01® 30.7+0.052
FC1%  38.9+0.03% 39.7+0.01* 39.7+0.01* 40.6+0.05* 40.3+0.04%
FC2% 38+0.01¢9 39.1+0.02° 39.4+0.01° 40.1+0.01° 42.3+0.01?

Médias na mesma linha com diferentes letras mindsculas sao significativamente diferentes (p<0.05)
de acordo com o Teste Tukey. FA=Filme de amido; FH1%=Filme de amido preparado com solugéo
de hibisco a 1%; FH2%= Filme de amido preparado com solu¢éo de hibisco a 2%; FC1%= Filme de
amido preparado com solucéo de curcuma a 1%, FC2%-= Filme de amido preparado com solug&o

de clrcuma a 2%.

Segundo Mali et al. (2004), a interagao entre os aditivos incorporados e o tipo de
plastificante utilizado pode influenciar no aumento ou reducdo da umidade dos filmes de
amido. A formulacao que apresentou maior porcentagem de umidade foi com curcuma 2%,
variando de 42.3% 40kGy a 38% com OkGy.

5.4.2 Fracao soluvel em agua e capacidade de absorgao de agua (CAA)

A FIG. 31 apresenta a solubilidade dos filmes irradiados. Os filmes de amido de
batata tenderam a aumentar a sua solubilidade com o aumento da dose de irradiacdo, de
24.3% (OkGy) a 32.4% (40kGy). Wang et al. (2007), estudando filmes de amido de batata
adicionados de glicerol de 1:2 (glicerol/ amido), encontraram valores semelhantes de
solubilidade, ou seja, 31.7% ao utilizar 2% de amido na solucédo filmogénica e 31.8% ao

utilizar 3% de amido.
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A adicédo de plastificante, em particular o glicerol, tem uma grande influéncia
sobre a solubilidade de filmes de amido, devido ao seu caréter hidrofilico. O glicerol interage
fortemente com agua adicionando-a facilmente a rede do filme através de pontes de
hidrogénio. O glicerol interage também com a rede filme aumentando o espaco livre entre
as cadeias, aumentando assim a entrada da agua no filme e, consequentemente, a
solubilidade (MEBYAR & HAN, 2004; GARCIA et al., 2006, ZANG & HAN, 2006).

O hibisco por ser uma molécula hidrofilica apresentando maior afinidade pela
agua, com isso os filmes compostos por maior quantidade de hibisco tenderam a apresentar
maior solubilizacdo. Na dose de 20 kGy na amostra de hibisco 2%, observou-se tendéncia
a diminuicédo da solubilidade e assim procede com a dose de 40kGy, podendo indicar que
a irradiacao modificou a solubilidade dos filmes nas doses acima de 20kGy.

A irradiacdo diminui as ligacbes de hidrogénio entre as cadeias e aumenta as
ligacdes de hidrogénio com a &gua, tendendo a aumentar a solubilidade (LIU et al., 2012),
isso foi observado até a dose de 20kGy. Com os filmes adicionados de curcuma em
especial a 1%, as amostras tenderam a aumentar a solubilidade com o aumento da dose.

A fracdo solivel em agua dos filmes € importante em situacdes em que estes
serdo consumidos com um produto aquecido antes do consumo e pode ser um fator
determinante da biodegradabilidade dos filmes, quando utilizados como material de
embalagem envoltério. A partir dos resultados observou-se que os filmes de amidos com a

adicdo dos antioxidantes possuem uma tendéncia a aumentar a solubilidade.
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FIGURA 31. Solubilidade em &gua dos filmes de amido e adicionados de hibisco e

carcuma (1 e 2%) por casting.

A solubilidade desejada para um filme esta diretamente ligada ao destino de sua
aplicacédo, portanto os filmes incorporados de curcuma poderiam atuar como protecao de
alimentos com alta atividade de agua, visto que suas solubilidades sdo mais baixas em
relacdo aos filmes adicionados de hibisco.

O valor de solubilidade desejado no desenvolvimento de filmes ira depender de sua
aplicacdo ou uso previsto. Assim, flmes com alta solubilidade s&o interessantes para
produtos desidratados que devam ser hidratados antes do consumo (MONTERREY-
QUINTERO, 1998) e filmes com baixa solubilidade sdo requeridos quando sua finalidade é
fornecer ao produto barreira ao vapor de agua (TANADA-PALMU & GROSSO, 2003).

A medida da solubilidade pode estar associada a compatibilidade aditivo-polimero,
e pode ajudar a prever a integridade da matriz com um aditivo dentro de um polimero
sistema (YOSHIDA et al., 2014).

A FIG.32 apresenta a capacidade de absor¢cdo de agua dos filmes de amido
adicionados de hibisco 1 e 2% irradiados. Para os filmes de amido, observou-se tendéncia

no aumento da absorcdo de agua entre as doses irradiadas. Com a adicdo de 1% de
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solugéo de hibisco, as doses néo diferiram em relacdo ao filme de amido, mas com o
aumento da dose de irradiacdo a absorcao de dgua diminuiu significativamente.

Ja os filmes com 2% de hibisco observam-se uma tendéncia a aumentar a absorcéao
de agua nas doses até 20 kGy em relacdo aos filmes de amido e adicionados com 1% de
hibisco, diminuindo para a dose de 40 kGy.

O aumento também pode estar relacionado a solubilidade do extrato, o extrato por
ser solavel em agua (hidrofilico) apresenta absorcdo maior com 0 aumento da

concentracao, ou seja, a sua concentracao interferiu nos resultados, assim como interacao
com a radiagéo.
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FIGURA 32. Capacidade de absorcéo de agua dos filmes adicionados de hibisco.

A FIG. 33, apresenta os dados da capacidade de absorcdo de agua dos filmes
adicionados de curcuma a 1 e 2%. Os filmes adicionados de curcuma 2% apresentaram

capacidade de absorcdo de agua crescente em funcdo das doses de irradiacdo, sendo
maior para a dose de 40kGy.
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FIGURA 33. Capacidade de absorc¢édo de agua dos filmes adicionados de curcuma (1
e 2%).

5.4.3 Taxa de Permeabilidade ao oxigénio (TP’02) para os filmes de amido e
adicionados de hibisco (1%) e curcuma (1%)

Os resultados da taxa de permeabilidade ao oxigénio (P’O2) dos filmes com as
amostras controle (OkGy) e 40kGy estdo mostrados na FIG. 34. A taxa de permeabilidade
ao oxigénio tem por definicdo, um fluxo permeante que passa através de uma area do
material, devido a diferenca da pressdo parcial do permeante entre as superficies
(MOREIRA, 2007). O oxigénio para permear tem que abrir espaco entre a matriz, pois € um
vapor mais apolar, necessita de maior volume livre entre as cadeias e menor densidade
coesiva.

Para todos os filmes ndo houve diferenca significativo entre as doses de 0 e
40kGy. No entanto, observou-se uma diferengca com os filmes adicionados com os extratos.
Com a adicdo de hibisco o coeficiente de permeabilidade ao oxigénio foi menor do que o
adicionado de curcuma, devido ao extrato ser hidrofilico, ja a circuma por ser hidrofobico

apresentou maior coeficiente de permeabilidade ao oxigénio.
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FIGURA 34. Coeficiente de permeabilidade ao oxigénio dos filmes de amido e
adicionados de hibisco (1%) e curcuma (1%) irradiados com doses de 0 e 40 kGy.

5.4.4 Propriedades mecanicas: resisténcia a perfuracao (forca de ruptura)

A resisténcia a perfuracdo dos filmes esta apresentada na FIG.35. De acordo
com os dados contidos no gréfico, verifica-se que ha diferenca significativa entre os filmes
irradiados e nao irradiados, apontando que o processo de irradiacao interferiu na resisténcia
dos filmes. Os filmes preparados de amido apresentaram-se menos resistentes com o
aumento da dose de irradiacdo 40kGy. Os filmes de amido, OkGy (controle), apresentaram
maior valor de resisténcia a perfuracdo, ou seja, apresentando um filme mais rigido.

Com a adigao extratos antioxidantes aparentemente levou a diminuigéo da forga
de ruptura necesséaria para romper o filme. Esse resultado pode ser atribuido a
predominancia de cisédo induzida por radiacdo no lugar de reticulacdo. Com o aumento da
concentragdo de antioxidante os filmes tendem a apresentar maior sensibilidade ao
processo de irradiacdo, concordando com Stevens (1990), que relata que as ligacoes
cruzadas conferem aos materiais propriedades elastoméricas, sendo que quanto mais as
cadeias forem ramificadas, mais rigido € o material.

Com o aumento da propor¢cao da quantidade de antioxidante de hibisco dos
filmes notou-se reducdo gradual da forca necessaria para romper os filmes. A maior
hidrofilicidade dos filmes com hibisco pode ter implicado nas suas propriedades mecanicas,
pois exerceu efeito menor na sua resisténcia mecéanica (PELISSARI et al., 2013b; SOBRAL
et al., 2001).
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Os filmes adicionados de clircuma observam-se uma variagao entre as doses com
a adicdo de diferentes propor¢gbes de aditivos. A adicdo dos antioxidantes afetou a

resisténcia a perfuracdo nas condi¢cdes aplicadas.
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FIGURA 35. For¢ca maxima de ruptura dos filmes de amido e adicionados de hibisco
(1 e 2%) e curcuma (1 e 2%) irradiados preparados por casting.

Embora a incorporacao de compostos bioativos possa modificar as propriedades
de barreira dos filmes, ela oferece vantagens adicionais, tais como protecdo contra a
oxidacao lipidica (JIMENEZ et al., 2013). Além disso, a incorporacédo de certos tipos de
compostos ativos nesses filmes pode aumentar ou diminuir suas propriedades mecéanicas
dependendo de como eles interagem com a rede de biopolimeros.

Micard et al. (2000) relataram que filmes de glaten irradiados com gama
aumentaram resisténcia a tracdo e alongamento diminuido a 10 kGy, enquanto doses de

irradiacao (20 e 40 kGy) reduziram o efeito observado.

5.4.5 Analise termogravimétrica (TG)

A determinacdo das propriedades térmicas das embalagens permite estudar as
alteracdes estruturais provocadas por variagdes da temperatura. As analises de TG foram
utilizadas para avaliar a estabilidade térmica dos fimes controle e irradiados.

As curvas termogravimétricas dos filmes de amido irradiado estdo apresentadas
na FIG. 36. Os termogramas apresentam trés fases de perda de massa: a primeira € devido
a perda de agua; a segunda esta relacionada a degradacéo dos biopolimeros, e a terceira
etapa é atribuida a degradacéo de residuos carbonaceos.
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O primeiro estdgio de degradacdo presente nos filmes de amido, esta em um
intervalo aproximado entre 50 e 150 °C, onde ocorreu a vaporizagdo da agua retida nas
amostras. Essa perda de massa néo foi significativa (p<0,05) entre as doses irradiadas de
0 e 40 kGy.

O segundo estdgio de degradacdo dos materiais foi observado no intervalo de
temperaturas aproximadas de 150 a 350°C, com perda de massa nesse intervalo de 65%
para o filme de amido 0 kGy e aproximadamente 72% para o filme irradiado a 40 kGy. Esse
estagio pode representar a despolimerizacdo e degradacdo das cadeias de carbono dentro
da matriz de amido e conversdo termoquimica do amido (GAZONATO et al., 2019).
Temperaturas proximas de 300°C esta relacionado a eliminagdo dos grupos poli-hidroxila,
acompanhada da despolimerizacdo, onde ocorre a degradacao térmica da amilose e
amilopectina, e a volatilizacéo do glicerol utilizado como plastificante, cujo ponto de ebulicdo
é de cerca de 290°C (AGGARWAL & DOLLIMORE, 2002).

No terceiro estagio de degradacdo com temperatura de 350 a 500°C foi observado
uma perda de massa de 8% para a dose controle e 2% para a irradiada.
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FIGURA 36. Curvas termogravimétricas dos filmes de amido nas doses 0 e 40 kGy.

A degradacéo térmica dos filmes controle seguiu o padréo descrito na literatura
tipico de filmes de amido plastificados com glicerol (GARCIA et al., 2009). Uma pequena

perda de peso (cerca de 15%) entre 50 e 200 °C foi atribuido a perda de agua. Em
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temperaturas superiores a 255 °C ocorre a oxidagcdo do material parcialmente decomposto
dos filmes.

Os filmes adicionados com hibisco a 1 e 2%, irradiados nas doses 0 e 40 kGy
estdo apresentados na FIG. 37. Para as doses controle e 40 kGy, ndo se observou perda
de massa significativa (p<0,05), indicando que o processo de irradiacdo nao ocasionou

diferencga térmica em relacdo ao filme controle adicionados de hibisco.
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FIGURA 37. Curvas termogravimétricas dos filmes de amido adicionados de hibisco
(1 e 2%), respectivamente, irradiados com doses de 0 e 40 kGy.



108

Os termogramas adicionados de curcuma estdo mostrados na FIG.38. Os
termogramas também apresentaram as 3 fases de degradacéo e observou-se que com o
aumento da concentracdo de curcuma no filme, a perda de massa aparentemente foi mais
rapida, ou seja, com uma temperatura menor para degradar o filme.

A degradacéo térmica da curcumina foi localizada entre 200 e 450°C. Os eventos
de perda de massa entre 150 e 300 °C podem ser atribuidos a decomposicdo de
constituintes bioativos (CORDEIRO et al., 2013). Filmes com dose de 40 kGy a 2%
apresentaram degradacdo mais rapida do que o controle.
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FIGURA 38. Curvas termogravimétricas dos filmes de amido adicionados de
curcuma (1 e 2%), respectivamente, irradiados com doses de 0 e 40 kGy.
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5.4.6 Analise de espectroscopia no infravermelho com transformada Fourier (FTIR)

Analises de espectroscopia no infravermelho foram usadas para estudar as
interacdes entre o filme com o antioxidante e a irradiacdo. Espectros relativos a analise séo
mostrados nas FIG. 39 a 41. Os espectros de FTIR dos amidos, apresentaram pequenas
variagdes em suas intensidades, indicando que o processo de irradiacdo para os filmes de
amido néo alterou os picos de absorcéo dos filmes irradiados com dose de 40kGy.

A primeira banda com pico arredondado e base larga em 3300 cm™ pode ser
atribuida a presenca de grupos hidroxila ou correspondente a deformacéao axial O—-H (OH
et al., 2005). A banda em 2900 cm™ pode ser atribuida ao estiramento da ligacdo C-H
(simétricos e assimétricos de CH2) e estar associada principalmente a presenca de
celulose, proteinas e lignina (ABIDI et al., 2010).

De acordo com Kizil et al. (2002) a intensidade das bandas entre 2900 e 2800
cm pode estar relacionada também as variacdes na quantidade de amilose e amilopectina
presentes nos amidos, pois um menor teor de amilose resulta numa maior intensidade
dessas bandas, valores dentro dos encontrados neste trabalho.

O ombro em 1150 cm™ pode ser consequéncia do alongamento das ligacdes C-
O e C-C presente nas moléculas de amido (KACURAKOVA et al., 2000). A banda muito
intensa em 1000 cm™ e pequena em 810 cm! é tipica dos carboidratos e esta relacionada
as deformacdes C-OH e CH2 das moléculas de amidos (KIZIL et al., 2002), conforme
observado na FIG.39.

A banda em 1620 cm observada nos amidos pode ser atribuida ao estiramento
da ligacdo C = O (FABIAN & SCHULTZ, 2000). Esta banda pode também ser consequéncia
das vibracfes das moléculas de agua que estdo absorvidas na regido amorfa do material
(KIZIL et al., 2002). O ombro em 1150 cm™ pode ser consequéncia do alongamento das
ligacdes C-O e C-C presente nas moléculas de amido (KACURAKOVA et al., 2000). A
banda muito intensa em 1000 cm e pequena em 810 cm é tipica dos carboidratos e esta

relacionada as deformac¢des C-OH e CH2 das moléculas de amidos (KIZIL et al., 2002).
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FIGURA 39. Espectros no infravermelho com transformada Fourier de filmes de
amido irradiados nas doses 0 e 40 kGy.

Na FIG. 40, esta apresentado os espectros dos filmes adicionados de hibisco
irradiados com doses de 0 e 40 kGy. Algumas diferencas notaveis foram observadas na
intensidade e posicédo nas bandas entre 1700 e 1300 cm™ (atribuido ao grupo CO e NH).
Isso mostra algumas modificacdes nas interacdes entre as cadeias poliméricas induzidas
pela irradiacdo e os compostos do hibisco. Essa alteracdo observou-se tanto na
concentracéo de 1% da solucéo de hibisco quanto na de 2%.

Os picos relatados nestes intervalos correspondem ao anel aromatico presente
na estrutura quimica dos compostos fendlicos, por se tratar de hibisco, pode estar

relacionado a presenca de antocianinas dentro da matriz polimérica.
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FIGURA 40. Espectros no infravermelho com transformada Fourier dos filmes
adicionados de hibisco (1 e 2%), irradiados com doses de 0 e 40 kGy.

Na FIG. 41, estdo apresentados os espectros dos filmes adicionados com
solucéo de curcuma. Observou-se uma pequena alteracdo na intensidade da banda 1300
a 1700 cm™ na amostra C2% 40kGy. A banda em 1620 cm™ pode também ser associada a
mistura de alongamento das ligacbes C=C e C=0 encontradas em curcumindides (MOHAN
et al., 2012). As amostras com C1% nao se observou alteracdo nas bandas dos filmes

irradiados e nédo irradiados.
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FIGURA 41. Espectros no infravermelho com transformada Fourier dos filmes
adicionados de curcuma (1 e 2%), irradiados com doses de 0 e 40 kGy.

5.4.7 Espectroscopia RAMAN

Os espectros dos filmes de amido 0 e 40 kGy estao apresentados na FIG.42. Na
regido de 1200 a 1400 cm™ para os filmes de amido O e 40kGy, observou-se pequena
diminuicao da intensidade dos picos na dose de 40kGy. Podendo indicar que a irradiagao

pode ter causado deformacéo nas ligacdes HCH e CH20H.
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FIGURA 42. Espectro Raman dos filmes de amido 0 e 40 kGy.
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Para carboidratos define-se regides espectrais em fungdo de modos vibracionais
especificos (BARRON et al., 2000; MROZEK & WEAVER, 2002; THYGESEN et al., 2003;
GELDER et al., 2007). Na TAB.30, estad apresentado as principais regides espectrais

encontradas em carboidratos e que também foram encontradas nos filmes de amido.

TABELA 30. Regibes espectrais encontradas em carboidratos

Regido espectral Modo vibracional

(cm™)

<500 Regido da molécula contendo deformacgdes endociclicas
500-700 Regido da molécula contendo deformacdes exociclicas

Deformacgbes de grupos laterais COH, CCH e OCH contendo

700-950 _ o _ _

“‘impressao digital” e estiramentos de ligagbes C-C
950-1200 Estiramento de ligagbes C-O, com contribui¢cdes de ligagbes C-C
1200-1500 Deformacg0es de ligacbes HCH e CH,OH

Fonte: GELDER et al., 2007.

Houve a identificacdo das bandas nos espectros dos filmes amidos em todas as
regides descritas acima. Na regido espectral de 700 a 950 cm™ estd associado a
deformagbes de grupos laterais COH, CCH e OCH contendo “impressao digital” com
possiveis estiramentos de ligacfes C-C. Essa “impressao digital”, segundo Thygesen et al.
(2003), esta relacionado a ligacdes do tipo a (1-4).

Na FIG.43 estédo apresentados os espectros dos filmes adicionados de carcuma
(1 e 2%) nas doses controle e 40 kGy. Na banda entre 1200 e 1400 cm™, observa-se uma
alteracdo no espectro. Para a formulacdo de C1% de 0 e 40kGy, também se observa
alteracdes nessa regido, assim como na formulacao de C0,5%, podendo indicar alteracdes
de estiramento de ligagdes C-O, C-C e deformacgdes de ligacbes HCH e CH20H, isso devido
a ao aumento da concentragdo da curcuma. Em relacdo as doses irradiadas e nédo

irradiadas nao se observaram diferenca nos espectros.
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FIGURA 43. Espectro Raman de filmes adicionados de carcuma (1 e 2%), irradiados
com doses 0 e 40 kGy.

Os espectros dos filmes adicionados de extratos de hibisco ndo foram possiveis

analisar devido a intensidade da cor dos filmes e a interacdo do laser do equipamento.

5.4.8 Propriedades Opticas dos filmes

Resultados dos testes colorimétricos apresentados na TAB. 31, indicam que as
alteracdes de cor dos filmes estdo relacionadas as doses de radiacdo. As amostras
apresentaram pequeno aumento da luminosidade (L*) com a dose aplicada.

O parametro -a*(cor verde-azulado) diminuiu com o aumento da dose em todas
as amostras. Para o parametro +b* (cor amarela) houve aumento para os filmes de amido
e os adicionados com hibisco, com o aumento da dose. Nos filmes de hibisco houve
aumento significativo (p<0,05) do parametro +b*, isso provavelmente se deve a degradacao
das antocianinas presentes nos filmes com o aumento da dose de irradiagao.

No entanto, os filmes com a adicéo de curcuma houve reducéo do valor de +b*,
os filmes adicionados de curcuma apresentaram intensa coloragéo laranja-amarelada que
pode ser atribuida a presenca de curcumindides que apresentam esta cor caracteristica
(BRAGA et al., 2006; KOWSALYA & KRISHNAVENI, 2011; WAKTE et al., 2011). Quanto
maior a porcentagem de curcuminoides na formulagdo maior valor de b* e quanto maior a
dose de irradiacéo observou-se uma ligeira diminuigéo do valor de b*, podendo indicar que

a irradiacado promoveu a oxidagéo dos pigmentos.
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O aumento do valor do croma para os filmes de amido e adicionados de hibisco
se reflete no aspecto amarelado dos filmes, causando efeito contrario nos filmes
adicionados de curcuma devido a degradacdo com a radiacdo dos compostos presentes
nos extratos incorporados nos filmes.

Em relacdo a diferenca de cor (AE), que leva em consideracdo todos os
parametros de cor (L*, a*, b*), nota-se que o filme de curcuma 2% OkGy apresentou 0 maior
valor de AE do que os outros.
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TABELA 31. Parametros de cor dos filmes de amido por casting.

Parametros de Cor

FILMES L* a* b* C* AE
FAOkGy 94.4+0.47 0.1+0.02% 3.6+0.2% 3.6+0.2% 1.21
FA5kGy 95+0.5" 0.1+0.02% 3.3+0.44 3.2+0.3* 1.27
FA10kGy 94.7+0.2% 0.1+0.02% 3.5+0.2% 3.5+0.15% 1.3
FA20kGy 95.5+0.4% 0.04+0.01® 3.2+0.3% 3.2+0.3* 1.45
FA40kGy 94.8+0.5" -0.09+0.02¢ 4.3+0.6* 4.3+0.48 1.52
FH1%0kGy 69.3+0.6" 6.6+0.44 8.5+0.2% 10.7+0.2% 6.5
FH1%5kGy 70.8+0.6° -0.4+0.2°8 17.5+0.6° 17.7+0.58 2.3
FH1%10kGy 71+3%8 -0.5+0.3"% 18.3+1.8° 18.3+1.6° 2.82
FH1%20kGy 78+3C -0.75+0.2"8 17.2+28 17.2+1.48 15
FH1%40kGy 79.3+1¢ -1+0.06¢ 17.5+0.7® 17.5+0.58 1
FH2%0kGy 29.92+3% 33.2+5% 12.2+2% 35.3+5% 4.6
FH2%5kGy 34.2+2A 32.8+0.47 16.4+1.38 36.7+0.7A 3.5
FH2%10kGy 34.9+17 34.6+1.3* 17.6+1.58 39+1.35% 3.2
FH2%20kGy 50+3® 18+1.58 30.5+1.4¢ 35.5+0.7A 1.37
FH2%40kGy 62.6+0.7¢ 15.2+0.3® 35.1+0.5¢ 38.3+0.3* 4.1
FC1%0kGy 84+0.6" 0.25+0.47 51.8+1.6" 51.8+1.3% 6.27
FC1%5kGy 92.6+1.38 -3.2+0.48 19.4+3.58 19.6+2.48 3.5
FC1%10kGy 88.6+1.1° -2.7+0.38 40.3+2.9 40.4+2¢ 5.43
FC1%20kGy 90+0.6¢ -3+0,18 37.7+2.2° 37.8+1.5¢ 53
FC1%40kGy 91+0.4% -4+0.1® 29.5+1.1° 29.7+0.8° 4.45
FC2%0kGy 81.3+24 2.95+1.67 55+1.5% 55+1.3* 6.5
FC2%5kGy 87+0.98 -2.2+0.38 42.8+3.88 42.8+3.48 55
FC2%10kGy 87.5+0.88 -3.2+0.2°€ 46.3+5°8 46.4+3.6° 5.8
FC2%20kGy 87.8+0.6° -1.4+0.38 41.2+1.28 41.2+0.78 55
FC2%40kGy 87.6+1° -1.7+0.58 38.7+1.2°¢ 39+0.88 53

Médias na mesma coluna com diferentes letras mailscula sdo significativamente diferentes
(p<0.05) de acordo com o Teste Tukey. FA=Filme de amido, FH1%= Filme de amido com hibisco
1%; FH2%= Filme de amido com hibisco 2%; FC1%= Filme de amido com curcuma 1%; FC2%-=

Filme de amido com cUrcuma 2%.
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5.4.9 Analise antioxidante dos filmes pelo método DPPH

Os filmes de amidos ativos incorporados com hibisco e curcuma tenderam a
diminuir a sua atividade com o aumento da dose de radiacéo (TAB. 32). De maneira similar
ao presente estudo, Bitencourt (2013) encontrou em filmes de gelatina com extrato
etandlico de clurcuma, que a capacidade antioxidante dos filmes aumentou
significativamente em funcdo do aumento da concentragdo do extrato incorporado nos
filmes, encontrando o valor de 80% de atividade antioxidante, relacionada ao sequestro do
radical DPPH, para o flme de maior concentracéo desse extrato (200g de extrato/ 100g de
gelatina).

Maniglia et al. (2015) avaliaram a atividade antioxidante do filme otimizado de
curcuma e encontrou a porcentagem de atividade antioxidante referente ao sequestro do
radical DPPH em torno de 46%, valor este que difere dos valores encontrados neste

trabalho devido ao mesmo motivo explicado acima para o teor de curcumindides totais.

TABELA 32. Atividade antioxidante dos filmes de amido pelo método DPPH
DPPH (EC50; ug/mL)

Filme OkGy 5kGy 10kGy 20kGy 40k Gy

FH1% 6.63+0.62°  8.63+0.31¢  10.9+0.24° 14+0.22° 17.2+0.812
FH2% 0.41+0.12¢ 0.64+0.33° 0.67+0.14> 0.79+0.25° 3+0.322

FC1% 16.62+0.36° 17.17+0.229 18.02+0.17° 17.93+0.36° 19.95+0.212

FC2% 7.88+0.13¢  9.45+0.35° 11.72+0.24°> 14.8+0.372 15+0.38?
Médias na mesma linha com diferentes letras mindsculas séo significativamente diferentes (p<0.05)

de acordo com o Teste Tukey. FH1%= Filme de amido com hibisco 1%; FH2%= Filme de amido
com hibisco 2%; FC1%= Filme de amido com curcuma 1%; FC2%= Filme de amido com clrcuma
2%.
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5.4.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Nas FIG. 44 e 45 estdo apresentadas imagens de MEV da superficie dos filmes
de amido e incorporados com o0s extratos bioativos, irradiados com 0 e 40kGy, com
aumento de 500x. E possivel observar uma superficie lisa, porém com a presenca de
particulas ou granulos, o que pode estar indicando que a gelatinizacdo do amido nao
ocorreu homogeneamente. Aparentemente ndo ha diferencas nas micrografias dos filmes

irradiados e ndo irradiados.

Filme de Amido+C1% AL x500 200 um

c i B S — e e e e s S

Filme de Amido+C2% AL X500 200um  C2%40kGy AL X500 200 um

FIGURA 44. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos filmes
de amido adiconados de extratos de curcuma (1 e 2%) nas doses irradiadas de 0 e 40
kGy.
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Filme de Amido

Filme de Amido+H1% AL x500 200 um AL X500 200 um

Filme de Amido+H2% AL X500 200 um X500 200 um

FIGURA 45. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura dos
filmes de amido adicionados de extrato de hibisco (1 e 2%) irradiados nas doses O e
40 kGy.
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5.5 Filmes de amido, e adicionados com particulas de hibisco (1 e 2%) e particulas
de curcuma (1 e 2%) preparados por extrusao

Os filmes preparados por extrusédo foram processados a uma maior temperatura
gue os obtidos por casting ou modelagem, o que pode ter provocado maior degradacgéao do
amido e dos compostos bioativos presentes nas formulacdes (FIG. 45). Os filmes
apresentaram grande diferenca visual dos filmes preparados por casting. Os materiais
obtidos diferem em suas propriedades fisicas daquelas obtidas por casting (OCHOA-
YEPES et al., 2019), isso se deve por meio de um processo continuo que emprega baixa
guantidade de agua, alta temperatura e forcas de cisalhamento para gelatinizar o granulo
pelo método de extruséo (JI et al., 2017). A extrusdo implica na energia térmica e mecanica
(ALAM et al., 2016, GHANBARZADEH & ALMASI, 2013). No decorrer desse processo, 0
amido foi submetido a pressdes relativamente altas, calor e forcas de cisalhamemto
mecanico que produziram mdultiplas reacdes quimicas e reacdes fisicas e estrutura
cristalina dos granulos de amido € destruido. Na presenca de um plastificante, a estrutura
granular do amido € rompida e convertida em um amido termoplastico (GRAAF et al., 2003,
KRUISKAMP et al., 2001), como verificado neste trabalho.

O processo tecnoldgico utilizado para a fabricacdo de filmes biodegradaveis
pode interferir na estabilidade dos compostos bioativos, uma vez que os filmes foram
produzidos pela técnica de extrusdo, no qual as amostras atingem altas temperaturas
(CARPES et al.,, 2021). Assim, espera-se a degradacdo de compostos bioativos e
provavelmente ha uma reducéo das propriedades antioxidantes. No entanto, o processo de
extrusdo é uma tecnologia industrial, sendo a mesma utilizada pela inddstria para produzir
plasticos com polimeros de baixa densidade (CORRE PACHECO et al., 2020).

A espessura dos materiais de embalagem influencia as propriedades de cor,
mecanica e barreira. Varios fatores afetam a espessura do filme, incluindo seu método de
preparo, matéria prima e suas propriedades, como densidade, viscosidade, superficie de
tensdo e a presenca de nanoparticulas. Normalmente, os filmes devem ter espessura de
0.25-0.35 mm dependendo da sua aplicagdo. A espessura dos filmes preparados por
extrusao esta apresentada na TAB.33, variando de 0.27 a 0.4 mm. Estudos mostraram que
a incorporacao de agentes ativos geralmente aumenta a espessura do filme, o que tem sido

atribuido ao aumento do teor de sélidos totais no sistema (LEE et al., 2019, MA et al., 2016).
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Filme de amido+Particula de circuma 1%

Filme de amido+Particula de hibisco 1%

OkGy  5kGy

Filme de amido+Particula de hibisco 2%
LRees apror Al age INRoed Filme de amido+Particula de circuma 2%

FIGURA 46. Filmes de amido, e adicionados de particulas de hibisco (1 e 2%) e
particulas de carcuma (1 e 2%) preparados pelo método de extruséo e irradiados.

Na TAB. 33 esta apresentada as propriedades fisico-quimicas dos filmes

extrusados com a incorporacgéo das particulas.
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TABELA 33. Propriedades fisico-quimicas dos filmes de amido, e adicionados de

particulas de hibisco (1 e 2%) e particulas de curcuma (1 e 2%) extrusados e

irradiados com diferentes doses

Amostra OkGy 5kGy 10kGy 20kGy 40k Gy
Espessura (mm)
F1 0.27+0.01° 0.27+0.01° 0.28+0.01° 0.3+0.01* 0.32+0.01%2
F2 0.36+0.02° 0.34+0.01° 0.32+0.01¢ 0.39+0.022 0.4+0.022
F3 0.33+0.04° 0.37+0.02% 0.33+0.02 0.35+0.02° 0.38+0.012
F4 0.36+0.03% 0.38+0.02 0.36x0.01° 0.35+0.02° 0.36+0.02°
F5 0.33+0.04° 0.35+0.01° 0.39+0.01® 0.38+0.01* 0.37%0.052
Umidade (%)
F1 19.5+0.1° 8.3+0.2¢ 11.8+0.1° 25+0.1°  17.3#0.1°
F2 15.8+0.1° 7.2+0.1¢ 18.2+0.4°>  19.5+0.52 18.5+0.1°
F3 14+0.4¢ 16.6+0.1° 16.3+0.2° 22.7+0.1* 18.7+0.3"
F4 16+0.1° 17.2+0.3*  14.7+0.1¢ 20+0.12 20+0.12
F5 17+0.2¢ 18.2+0.1°  19.2+0.1° 16+0.1° 20x0.22
Absorcéao de agua (%)
F1 54.4+0.1> 55.1+0.1* 60.6+0.2° 50+0.3° 43.7+0.54
F2 65.2+0.1> 63.2+0.4°> 53.5%0.1° 55+0.3¢ 54.5+0.1¢
F3 54.4+0.1> 55.2+0.6® 57.4+0.2° 58.2+0.5° 40+0.1°
F4 46+0.52 58.7+0.1°  48.5+0.3°¢ 50+0.14 37.7t1¢
F5 44.2+0.12 52.1+0.8° 47.2+0.1° 40.5+0.1¢ 36.7+1¢
DPPH (EC 50mg.mL1)

F2 - - - - -
F3 - - - - -
F4 - - - - -
F5 1.51£0.6° 1.69+0.4*°  2+0.2°  4.32:0.3" 4.3020.2°

Médiatdesvio padrdo na mesma linha com diferentes letras minUsculas sdo significativamente

diferentes (p<0.05) de acordo com o Teste Tukey. F1=Filme de amido; F2=Filme de amido com

adicdo de 1% de particula encapsulada de hibisco; F3=Filme de amido com adicdo de 1% de

particula encapsulada de curcuma; F4= Filme de amido com adi¢&do de 2% de particula encapsulada

de hibisco; F5= Filme de amido com adi¢éo de 2% das particulas de curcuma.
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As formulacdes F2, F3 e F4 nao apresentaram diferenca significativa de
antioxidantes analisados pelo método DPPH nas formulag@es, apenas a formulagdo com a
adicdo de 2% das particulas encapsuladas com curcuma, sendo a dose controle (0kGy)
apresentou maior atividade antioxidante. A quantidade de antioxidante diminuiu com o
aumento da dose de irradiacdo. No entanto, ha exemplos na literatura de alta correlacéo
positiva entre a aplicacao de radiacdo gama e a atividade antioxidante medida pelo teste
de DPPH em produtos com base de amido (MOHAMED et al., 2022).

A TAB. 34 apresenta o parametro de cor dos filmes obtidos por extrusdo. Os
valores de L tenderam a diminuir com o aumento da dose de irradiacdo. Os valores de a*
tenderam a aumentaram gradualmente com o aumento das doses e o valor de b* diminuiu
indicando que os tenderam a ficar mais amarelos. Além disso, o valor de AE também tendeu

a aumentar, sugerindo que os filmes ficaram mais coloridos.



TABELA 34. Parametros de cor dos filmes extrusados

124

Parametros de Cor

FILMES L ax b* c* AE
F1 0kGy 73.6+2.82 0.5+0.242 17.20+1.12 17.20 28.30
F15kGy 75.4+0.72 1.5+0.2° 19.20+0.972 19.25 28.25
F1 10kGy 77+1.4° 1.2+0.3° 18.41+1.252 18.45 26.52
F1 20kGy 79+1.5° 0.5+0.22 14.75+0.88P 14.75 21.86
F1 40kGy 66.5+0.6° 1.94+0.1° 15.32+0.32° 15.44 33.41
F2 OkGy 66.5+1.62 3.3+0.32 24.4+0.652 24.62 38.5
F2 5kGy 69.20+3.62 2.5+0.85° 22.3+1.82 22.44 35
F2 10kGy 70.26+1.62 2.75+0.35° 21.6+1.222 21.80 33.8
F2 20kGy 71.44+32 2.3+0.2° 19.4+0.74° 19.54 31.46
F2 40kGy 60+2.3° 3.4+0.32 16.4+1.1° 16.75 39.88
F3 0kGy 81.2+2.22 -1.20+0.12 15+2.52 15 21.2
F3 5kGy 79.5+2 .42 -0.13+0.2° 15.85+2.092 15.85 22.95
F3 10kGy 81.42+0.62 -0.42+0.1°¢ 13.53+0.9° 13.54 19.95
F3 20kGy 78.1+42 0.10+0.36¢ 14.36+2° 14.36 23
F3 40kGy 73+0.6° 0.01+0.06# 12.84+0.14b 12.85 26.5
F4 OkGy 77+12 -1.20+0.242 17+0.952 17 25.6
F4 5kGy 84.88+1° -0.27+0.05P 14.66+0.72° 14.66 18.4
F4 10kGy 87+1.35¢ -0.25+0.1° 12.81+1.77° 12.80 15.6
F4 20kGy 85.5+3.75 -0.34+0.2¢ 12.22+1.6° 12.23 16.2
F4 40kGy 70+2.2¢ 0.12+0.2¢ 14.32+0.5° 14.32 29.8
F5 OkGy 84.5+0.52 -0.94+0.12 18.5+0.262 18.5 21.75
F5 5kGy 87+1° -0.28+0.05P 13.22+1.15b 13.22 16
F5 10kGy 85.2+1° -0.15+0.15¢ 15.88+1.7° 15.88 19.2
F5 20kGy 71.4+2¢ 0.52+0.13¢ 18+0.412 18 30.6
F5 40kGy 68+0.6° 0.95+0.12 15.82+0.52 15.85 32.32

Médias na mesma coluna com diferentes letras minldsculas sdo significativamente diferentes

(p<0.05) de acordo com o Teste Tukey. F1=Filme de amido; F2=Filme de amido com adi¢do de 1%

de particula encapsulada de hibisco; F3=Filme de amido com adicdo de 1% de particula

encapsulada de curcuma; F4= Filme de amido com adicdo de 2% de particula encapsulada de

hibisco; F5= Filme de amido com adi¢do de 2% das particulas de curcuma.
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5.6 Sugestdes das aplicacdes de filmes com base de amido contendo antioxidantes

De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
embalagem alimenticia é “o involucro, recipiente ou qualquer forma de acondicionamento,
removivel ou ndo, destinada a cobrir, empacotar, envasar, proteger ou manter,
especificamente ou ndo, matérias-primas, produtos semielaborados ou produtos acabados.
Incluido dentro do conceito de embalagem se encontram as embalagens primarias,
secundarias e terciarias. Assim, o principal requisito na escolha de uma formulacdo de
embalagem € saber qual serd seu uso final. Se o filme for utilizado em coberturas
superficiais para manusear o produto, as propriedades principais sGo as mecanicas e a
aparéncia.

Porém, se o objetivo for embalar produtos crocantes, é necessario um filme com
a mais baixa permeabilidade ao vapor de agua possivel para evitar que o produto murche.
Para alimentos suscetiveis a oxidacgéo lipidica, a transparéncia deve ser evitada. Cada tipo
de alimento tem necessidades especificas no que diz respeito a sua armazenagem,
conservacao e transporte.

Alta permeabilidade ao oxigénio € desejava para filmes utilizados no
acondicionamento de carnes vermelhas frescas, pois o oxigénio é responsavel pela
formacao da oximioglobina, pigmento que da a cor caracteristica do produto. Por outro lado,
para alimentos ricos em lipidios, deseja-se uma embalagem com baixa permeabilidade ao
oxigénio, pois ele leva a formacao de radicais livres e ao desenvolvimento de ranco.

Ja foi descrita a preparacdo de filmes sensiveis ao pH incorporando
nanocapsulas de curcumina em filmes de celulose-proteina de soja e mostraram resultados
promissores para 0 monitoramento das mudancas das propriedades no armazenamento
refrigerado do camaréo por exemplo, observando mudanca na coloracdo dos filmes de
amarelo brilhante para marrom avermelhado, o que foi atribuido a deterioracdo do camarao
(XIU et al, 2021). E filmes com a incorporacéo de antocianinas também como indicador de
pH (ROY & RHIM, 2020).

Estes filmes poderiam ser indicados para aplicagdo em frutos amarelos e/ou
vermelhos na preservac¢ao dos bioativos presentes, além do efeito adicional como o retardo
do amaducerimento e da senescéncia destes frutos, favorecendo a melhoria das
caracteristicas nutricionais e o aumento da vida util destes alimentos. Portanto, diversas

formulagcBes podem ser elaboradas para atender usos especificos.


https://blog.ifope.com.br/concurso-anvisa/
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos das extracoes pode-se concluir que:

As propriedades bioativas dos extratos de hibisco e carcuma séo
influenciadas pela natureza do solvente de extracdo utilizado.

O solvente que apresentou melhor atividade antioxidante para a extracao do
hibisco por micro-ondas foi o etanol 80/20 a 85°C e quando utilizado ultrassom
o0 metanol 80/20 a 55°C. Para o teste OxHLIA, utilizando micro-ondas foi
etanol 80/20 a 55°C e com ultrassom foi metanol 80/20 a 55°C.

Para a extracao da curcuma por micro-ondas o solvente que apresentou maior
atividade antioxidante foi metanol 80/20 55°C (Teste DPPH) e para extracéo
por ultrassom foi metanol 85°C. Para o teste de OxHLIA, extracdo por micro-
ondas, foi etanol 80/20 a 85°C e na extracao por ultrassom foi o etanol 80/ a
70°C.

Para a atividade anti-inflamatéria, o micro-ondas foi 0 processo de extracao
mais adequado e o extrato que revelou maior capacidade de inibicdo da
producdo de Oxido nitrico foi o etanol 70°C. As extragBes de hibisco néo
apresentaram atividade anti-inflamatéria.

Na atividade antibacteriana e antifingica, todas as extracées revelaram agao

contra 0S microrganismos patogenicos.

Com base nos resultados obtidos nas encapsulacdes péde-se concluir que:

As particulas encapsuladas com curcuma apresentaram maior estabilidade,
com o material de parede de maltodextrina 30%. As particulas secas de

hibisco ndo apresentaram estabilidade.

O tamanho das particulas foi significativamente afetado na encapsulacdo com

diferentes proporc¢des do material de parede.

O parametro relevante na colorimetria para as particulas de hibisco foi o0 a* e
para a curcuma o b* devido a coloragdo de seus compostos fendlicos,

antocianinas e curcumindides, respectivamente.
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Com base nos resultados apresentados dos filmes de amido adicionados de hibisco
e curcuma irradiados pode-se concluir que:
e Com o aumento da dose de irradiacdo a resisténcia a perfuracdo tendeu a
diminuicgéo.
e Apds o processo de irradiacdo os filmes ativos de hibisco apresentaram
tendéncia a ficar mais claros.
e Os filmes de amido adicionados de hibisco e curcuma, nas doses controle e
40kGy néo sofreram degradacao térmica.
e Para a absorcéo de agua os filmes de hibisco e carcuma ndo apresentaram
comportamento uniforme em relacéo as doses aplicadas.
e A umidade e solubilidade dos filmes sofreram discreta variacao (p <0,05) entre
as amostras néao irradiadas e irradiadas.
e Nas micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura dos filmes

nao foi observado diferenca nas imagens dos filmes irradiados e controle.

A tecnologia nuclear na sua aplicagdo em polimeros, particularmente em
polimeros naturais, continua a ser destaque dentre as aplicacbes benéficas da energia
nuclear para o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis. As propriedades dos
filmes foram afetadas dependendo da composicao das solucdes filmogénicas.

Tendo em conta que os antioxidantes naturais apresentam propriedades
relevantes, podemos considerar a circuma e o hibisco como bons agentes bioativos que
podem ser uteis na industria de alimentos como constituintes de formulacdes de
embalagens primarias conservadoras de alimentos.

Apesar dos filmes ativos a base de biopolimeros serem biodegradaveis e suporte
de aditivos adequados, ainda sdo necessarios estudos visando a melhora das propriedades
de barreira e mecanicas da matriz polimérica.

Os resultados apresentados neste trabalho evidenciam que o desenvolvimento
de filmes formulados com matriz de amido de batata e incorporados com extratos naturais
antioxidantes, ndo so € viavel como também vantajoso, podendo ser aplicados num amplo
espectro de embalagens, tanto na industria de alimentos quanto farmacéutica e cosmética,

com ajustes de acordo com a especificidade do produto a ser considerado.
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