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RESUMO

FARIAS, Monica Guimarées. Elaboracéo e caracterizacdo de filmes de amido e polpa de
acerola por casting, extrusdo termoplastica e termoprensagem. 2016. 170p. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Departamento de Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O impacto ambiental gerado pelo uso continuo de material inerte, oriundo exclusivamente de
derivados de petroleo, tem favorecido o aumento nas pesquisas visando o desenvolvimento de
filmes para embalagem a base de biopolimeros, pois estes em condi¢fes de compostagem sdo
reincorporados ao ambiente. Além disso, os filmes a base de biopolimeros podem
desempenhar fungdes de suporte de nutrientes, preservacdo de bioativos, melhoria das
caracteristicas nutricionais e sensoriais dos alimentos, elevando sua qualidade e vida util.
Neste contexto, os polissacarideos apresentam-se como alternativa, pois sdo capazes de
formar matrizes poliméricas continuas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar filmes flexiveis biodegradaveis ativos a partir de amido, incorporados de polpa de
acerola e 6leo essencial de cravo (OEC) como aditivos antioxidantes, antimicrobianos, fontes
de vitamina C e carotenoides, elaborados pelos processos de casting, extrusdo e
termoprensagem. Nos filmes por casting, as solugbes filmogénicas foram elaboradas em
concentragdes fixas de amido de mandioca (4%), polpa de acerola (34,54%) e concentracGes
variadas de glicerol (30; 22,5; 15; 7.5 e 0%) e OEC (0; 7,5; 15; 22,5 e 30%) em relacdo ao
peso do amido. Sendo, os aditivos glicerol e OEC representados por 30% na base de amido.
Uma etapa deste estudo consistiu em avaliar a capacidade antimicrobiana do OEC e dos
filmes compostos adicionados deste. Esta avaliacdo foi realizada por meio do teste de difusdo
em agar com as bactérias Staphylococcus aureus do grupo Gram-positivo e Salmonella
tiphymurium do grupo Gram-negativo e dos fungos Penicillium sp. e Aspergillus flavus. Os
filmes formados foram visualmente transparentes e homogéneos. A substituicdo do glicerol
por OEC ndo provocou diferenca estatisticamente significativa nas propriedades de espessura,
atividade de agua (Aw) e permeabilidade ao vapor de d4gua (PVA). A reducédo do teor de
glicerol, proporcional a elevacdo da concentragdo de OEC, aumentou o teor de solidos totais,
vitamina C, carotenoides totais, B-caroteno, atividade antioxidante e a reducdo do teor de
umidade. A reducdo do teor de glicerol até 15% favoreceu o aumento da tensdo e deformacéo
nos ensaios de tracdo e de perfuracdo, bem como do mddulo de elasticidade, apos este limite,
foi evidenciada uma reducdo drastica nestas propriedades. A funcdo desejabilidade foi
utilizada no processo de otimizacao para selecdo do filme ideal (elevado teor de vitamina C,
carotenoide e B-caroteno, maior resisténcia e deformacao nos ensaios de tracdo e perfuracdo,
elevada capacidade antioxidante e médio modulo de elasticidade) elaborado por casting, para
reproducdo por extrusdo e prensagem. O bioplastico extrusado e prensado obtido nas mesmas
condicdes (concentracdo de amido, polpa, glicerol e OEC), que o formado por casting, foi
flexivel, visualmente homogéneo e apresentou menores valores para deformacdo na tracéo,
forca na perfuracéo, teor de vitamina C, carotenoides, p-caroteno e capacidade antioxidante
por DPPH. Foram analisadas as perdas de bioativos entre cada etapa dos processos casting e
extrusdo, separadamente. Possivelmente, a incorporacdo de 6leo essencial de cravo conferiu
um pronunciado efeito protetor dos bioativos da polpa de acerola nos biofilmes de amido de
mandioca, alterando as propriedades fisico-quimicas e mecanicas.

Palavras chave: filmes ativos, polissacarideo, Malpighia glaba L., 6leo essencial de cravo.



ABSTRACT

FARIAS, Monica Guimardes. Elaboration and characterization of starch films with
acerola pulp for casting, thermoplastic extrusion and thermopressing. 2016. 170p. Thesis
(Doctor of Science and Technology) - Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Due to the environmental impact generated by the continued use of inert material derived
exclusively from petroleum, there was an increase in research aimed at developing of films
for packaging based on biopolymers, because they are degraded in composting conditions, not
harm the environment. Films produced by biopolymer based perform support nutrients
functions, preservation of bioactive, improved nutritional and sensory food characteristics of
bringing with their quality and shelf life. In this context, the polysaccharides as an alternative
because they are able to form solid polymeric matrices. The objective of this study was to
develop and characterize flexible biodegradable films from natural polymers from renewable
sources (starch), incorporated acerola pulp and clove essential oil (OEC) as antioxidant
additives, antimicrobials, sources of vitamin C and carotenoids, prepared by casting process,
aiming the choice of the best formulation for production of bioplastics by extrusion and
pressing process. The filmogenic solutions were prepared at fixed concentrations of cassava
starch (4%), acerola pulp (34.54%) and varying concentrations of glycerol (30; 22,5; 15; 7,5
and 0%) and OEC (0; 7,5, 15, 22,5 and 30%). One step of this study was to evaluate the
bacteriostatic ability of the OEC and composite films with him against the bacteria
Staphylococcus aureus of Gram-positive group and Salmonella tiphymurium of the Gram-
negative group, and the fungus Penicillium sp. and Aspergillus flavus. All formed films were
visually transparent and homogeneous. The substitution of glycerol for OEC caused no
statistically significant difference in the properties of thickness, water activity (AW) and to
water vapor permeability (WVP). The reduced glycerol content, proportional to the increase
in concentration of OEC, increased total solids, vitamin C, carotenoids, B-carotene and
antioxidant activity by DPPH and ABTS and the reduction of the moisture content. The
reduction of the glycerol content until 15% favored increased stress and strain at tensile and
puncture and young modulus, after this limit has shown a drastic reduction in these properties.
The desirability function used in the optimization process for selecting the best film produced
by casting, to reproduce by extrusion and pressing. The extruded and compressed bioplastic
obtained under the same conditions (starch concentration, pulp, glycerol and OEC) that
formed by casting, was flexible, visually homogeneous and showed lower values for total
solids, tensile deformation, puncture force, vitamin C, carotenoids and B-carotene contents,
and higher values in moisture and antioxidant activity by DPPH. Losses of bioactive were
analyzed between each step of the casting process and extrusion, separately. Therefore, the
incorporation of pulp acerola and clove essential oil in cassava starch biofilms gave a
pronounced protective effect of the bioactive, altering the physical, chemical and mechanical
properties.

Keywords: active films, polysaccharide, Malpighia glaba L., clove essential oil.
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1 INTRODUCAO

A questdo do impacto ambiental associado ao alto custo de reciclagem das embalagens
plasticas tem favorecido o aumento das pesquisas sobre filmes obtidos de polimeros naturais,
que além de desempenharem fungdes de conservacdo do alimento, podem ser usados como
suporte de nutrientes efou aditivos, tais como: antioxidantes, vitaminas, agentes
antimicrobianos e aromas, que melhoram e modificam as caracteristicas nutricionais e
sensoriais dos alimentos. Os filmes obtidos com polimeros naturais apresentam as vantagens
de serem produzidos a partir de componentes biodegradaveis e ndo gerarem residuos sélidos
na natureza, podendo ser facilmente degradados no ambiente pela acdo de microrganismos. A
substituicdo de materiais oriundos exclusivamente de derivados de petréleo é uma tendéncia
mundial. O amplo uso do amido como principal constituinte de filmes é devido a sua
abundancia, disponibilidade e baixo custo relativo. O amido tem sido incorporado em
materiais sintéticos ha quase quarenta anos, desde as décadas 70 e 80 do ultimo seculo, porém
em baixos teores. Esses materiais sdo conhecidos com o nome de biofragmentaveis. No
entanto, por conta do impacto das embalagens biofragmentaveis no ambiente, mais
recentemente, as pesquisas sdo voltadas a elaboracdo de embalagens de fonte 100%
renovavel. Ja a acerola (Malpighia glaba), se destaca como excelente fonte de vitamina C,
antioxidante e pigmentos naturais agregando valor nutricional, quando incorporada na
elaboracao de outros produtos.

Avancos tecnoldgicos, como a transi¢do da técnica de producéo de filmes por casting
para processo continuo de producdo via extrusdo termoplastica por sopro, vem permitindo
processar 0 amido, resultando em materiais biodegradaveis de maior aplicacao industrial e em
escala comercial.

A partir da extrusdo termoplastica de materiais a base de amido é possivel obter
filmes biodegradaveis em larga escala, o que possibilita a utilizacdo desses materiais em
embalagens para produtos alimenticios.

A utilizacdo do Oleo essencial de cravo € um aditivo interessante, que pode ser
incorporado aos filmes, pois possui a capacidade de inibir o crescimento de microrganismos
objetivando a seguranca, a melhoria da qualidade e as propriedades sensoriais, por meio da
incorporacdo de substancias inibitérias na formulacdo da solucdo formadora de embalagem,
caracterizando as embalagens ativas. A adicdo de substancias antimicrobianas possibilita a
reducdo da taxa de crescimento de microrganismos, permitindo a extensao da fase “lag” do
microrganismo alvo, prolongando a vida Gtil do alimento. Essa area possui um grande
potencial para novas pesquisas. A proposta de combinar amido e acerola em um filme
flexivel, associado ao 6leo essencial de cravo € o principal objetivo deste trabalho.

2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo Geral

Desenvolver filmes ativos a partir de amido de mandioca, glicerol e polpa de acerola,
incorporados de Gleo essencial de cravo utilizando as técnicas de casting e de extrusdo
termoplastica associada a termoprensagem.



2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do processamento pela técnica casting, por extruséo e termoprensagem
no teor de vitamina C, carotenoides e p-caroteno dos filmes;

Determinar o efeito do processamento na capacidade antioxidante dos filmes;
Caracterizar os filmes quanto as propriedades mecanicas (ensaios de tracdo e
perfuracgdo);

Avaliar o efeito antimicrobiano dos filmes produzido por casting, extruséo
termoplastica e termoprensagem;

Avaliar a toxidade do O6leo essencial de cravo e do filme obtido por extrusdo e
termoprensagem.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Filmes Biodegradaveis

O aumento pela procura de alimentos microbiologicamente seguros, maior praticidade,
pequenos volumes, prazo de validade maior, conscientizacdo ambiental e aspectos negativos
do material polimérico derivado do petrdleo estdo forcando a pesquisa por novos produtos
para acondicionamento (GALGANO et al. 2015).

Os plésticos biodegradaveis, introduzidos na década de 1980, vieram de encontro a
producdo de plasticos oriundos do petrdleo, assim como a reducdo dos efeitos ambientais
devido ao aumento no volume de material destinado aos aterros (GIRONI; PIEMONTE,
2010). O problema da eliminacéo de residuos sélidos urbanos com o aumento da quantidade
de materiais plasticos aterrados, aumenta anualmente, pois a reciclagem de materiais plasticos
oriundos de embalagem, para aplicacdo em alimentos, torna-se impraticavel economicamente,
devido a contaminacédo por alimentos e substancias bioldgicas (SIRACUSA et al., 2012).

Desta forma, conforme estabelecido pela Norma ASTM D 883, polimeros
biodegradaveis sdo aqueles que apresentam quebra de ligacbes quimicas em suas cadeias
poliméricas através de agentes biologicos, levando a uma fragmentacdo ou desintegracdo dos
mesmos. Sendo definido mais especificamente como "~ material biodegradavel”™ aquele
material capaz de ser degradado enzimaticamente por organismos vivos (bactérias, leveduras,
fungos), tendo os produtos finais do processo de degradacdo (CO,, H,O e biomassa (sob
condicdes aerdbicas) e hidrocarbonetos, metano e biomassa (sob condi¢des anaerobias) (DOI;
FUKUDA, 1994). Assim, a Unica via de degradacdo capaz de remover completamente um
polimero ou seus produtos de degradacdo do ambiente é a biodegradacdo (KROCHTA;
MULDER-JOHNSTON, 1997).

Preocupagdes com 0 meio ambiente e a percepcdo de que as fontes de petréleo sdo
finitas, tém atraido a atencdo nas ultimas décadas, para os polimeros oriundos de fontes
renovaveis (YU; DEAN; LI, 2006). Segundo Soroudi e Jakubowicz (2013), os produtos
oriundos de fontes renovaveis apresentam aceitabilidade comercial e ambiental que derivam
do envolvimento de recursos renovaveis, capacidade de reciclagem e biodegradabilidade. A
crescente demanda por solucbes mais sustentaveis se reflete na crescente capacidade de
producdo de bioplasticos. Em 2012 a capacidade de producdo chegou a 1,4 milhdes de
toneladas (European Bioplastics, 2014). De acordo com as estimativas de mercado, a
capacidade de producdo até 2017 chegara a mais de 6 milhGes de toneladas.

A funcéo principal das embalagens de alimentos é a de manter a qualidade, seguranca
e prolongar a vida util dos alimentos durante o armazenamento e transporte, impedindo o
contato com fatores ou condicOes desfavoraveis (microrganismos, contaminantes quimicos,
oxigénio, umidade, luz, entre outros). Sendo assim, 0s materiais de embalagem devem
fornecer protecao fisica e condicdes fisico-quimicas adequadas aos produtos, sendo essenciais
na obtencdo de uma vida til satisfatéria e na manutencdo da qualidade e seguranca do
alimento (RHIM; PARK; HA, 2013).

Algumas técnicas sdo utilizadas com o intuito de aumentar a vida util das frutas e
hortalicas, como o0 aumento da umidade relativa do ar, diminuicdo da temperatura e o uso de
embalagens com caracteristicas especificas. As embalagens tém o objetivo de proteger o
produto contra perda de massa excessiva através da transpiracdo, assim como reduzir as trocas
gasosas com o meio, diminuindo o seu metabolismo e aumentando a vida util, além de evitar
danos fisicos e mecéanicos durante a movimentagdo, transporte e distribuicdo. Considerando o



exposto, tem-se procurado diferentes tipos de embalagens que protejam os alimentos da forma
mais natural possivel sem prejudicar o meio ambiente (MALI, 2010).

O uso de amido para produzir bioplasticos teve inicio nos anos 70 (CURVELO et al.,
2001). O amido possui vantagens por ser barato, abundante, biodegradavel, renovavel e
possuir comportamento termoplastico. Por esta razdo, € um dos biopolimeros mais utilizados
para elaboracdo de filmes e revestimentos, o que contribui para uma menor poluicdo ambiental
(LAROTONDA et al., 2004; MALI et al., 2005; HENRIQUE et al., 2008; ALMEIDA, 2010).

A funcionalidade e o desempenho dos filmes e revestimentos dependem de suas
propriedades de barreira e mecénicas, 0 que por sua vez dependem da composicéo do filme,
seu processo de formacdo e o método de aplicacdo para o produto, como também, dos efeitos
das propriedades intrinsecas de seus componentes (cristalinidade, hidrofobicidade, tamanho
molecular e forma tri-dimensional) (RODRIGUEZ et al., 2006).

Os nichos de mercado de polimeros biodegradaveis na area de embalagens incluem
sacos de compostagem para residuos ou alimentos, sacolas e aplicacbes de servigos de
alimentacdo (copos de uso Unico compostaveis, canudos, pratos, talheres e recipientes)
(LUCKACHAN e PILLAI, 2011). O mercado Europeu ja comercializa, filmes de amido de
milho (produtos de confeitaria, embalagens de manteiga e margarina (blend 90% amido/10%
acido polilatico), filmes a base de amido de milho, amido de milho e trigo, batata e trigo
(sacos de lixo) (BASTIOLI, 2000; HAUGAARD, 2001), com amido de batata, &cido
polilatico e polihidroxi-alcanoato como embalagem de alimentos que necessitam do controle
de trocas gasosas (VILPOUX; AVEROUS, 2003), embalagens biodegradaveis tipo bandejas a
base de PLA (Acido Polilatico) para utilizacdo em alimentos.

Ressalta-se dentre algumas das possiveis aplica¢cdes dos filmes a base de amido, a
aplicacdo como embalagem para frutas e legumes. Os filmes biodegradaveis ativos deverao
ter amplo campo de atuacdo no futuro, ao desempenharem fun¢des como: controle da entrada
de O? (em alimentos facilmente oxidéaveis), retencdo de aditivos, sequestro de etileno, acéo
antimicrobiana (BRODY, 2002). Muitas pesquisas vém sendo realizadas neste sentido, como
a melhora das propriedades de barreira, mecanicas, suporte de aditivos e ainda a garantia de
que o agente ativo adicionado ao filme ndo prejudique a inocuidade do produto embalado.

3.1.1 Embalagens ativas

Em virtude de o Brasil situar-se em terceiro lugar mundial como produtor de frutas,
com uma producdo de 41,5 milhdes de toneladas, onde 5,7% é colhido (FAO, 2014).
Entretanto, cerca de 30% desta producdo é representada por desperdicio em perdas pos-
colheita (inadequacao da colheita e do transporte; auséncia de classificacdo no beneficiamento
dos frutos e de cadeia de frio; embalagens e falta de tratamentos auxiliares (reguladores
vegetais) e a aplicacdo de fungicidas que evitem doencas pos-colheita (CHITARRA e
CHITARRA, 2005; VAL, 2012).

Algumas das principais doencas pos-colheita de frutas é a antracnose e a podriddo do
pedunculo (REZENDE e FANCELLI, 1997). A antracnose pode causar lesbes na casca e
afetar a polpa, fatos que comprometem a aparéncia, causando grandes prejuizos na
comercializacdo. Por esta razdo, para a inibicdo do desenvolvimento destes fungos €
recomendado o uso de fungicidas. No entanto, o ndo controle de dosagens, do periodo de
caréncia e o uso de principios ativos ndo registrados para a cultura oferecem risco a salde
humana e danos irreparaveis ao ambiente (OLIVEIRA, 2013).

Sendo assim, na manutencdo da qualidade de frutas e hortalicas, algumas das
principais formas utilizadas sdo o uso de recobrimentos poliméricos, refrigeracdo, atmosfera
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modificada e irradiacdo (HENRIQUE et al., 2008; ALMEIDA, 2010). Atualmente, alguns
métodos alternativos estdo sendo usados como uma alternativa vidvel para manutencdo de
qualidade destes produtos como a aplicacdo de ceras e de 6leos essenciais extraidos de
plantas.

A continua procura por métodos de conservacao que provoquem menos alteraces nas
qualidades sensoriais e fisico-quimicas dos alimentos e que contenham uma quantidade
minima de aditivos vem incentivando a inddstria a buscar e investir em novos métodos
tecnoldgicos visando a qualidade e protecdo do alimento. Com isso houve uma mudanga,
especificamente no que se refere a embalagem para alimentos, que antes exerciam somente a
funcdo de barreira de forma passiva, hoje ja podem atuar como fator ativo na seguranca
alimentar, na conservacao e na manutencao da qualidade.

Embalagens ativas apresentam um conceito inovador definido como uma embalagem
onde o produto e o meio ambiente interagem para prolongar a vida Gtil ou melhorar a
seguranca e as propriedades sensoriais, mantendo a qualidade do produto. Para tanto, tém sido
desenvolvidas embalagens alimenticias com sistemas de atmosfera modificada, controle e
absorcdo de umidade, incorporacéo de aditivos antimicrobianos e antioxidantes (SUPPAKUL
et al.,, 2003; BRAGA e PERES, 2010; WU et al., 2010; HEMPEL et al., 2013; GOMEZ-
ESTACA et al., 2014).

A embalagem antimicrobiana é um tipo promissor de embalagem ativa que apresenta a
substéncia antimicrobiana incorporada e ou imobilizada no material da embalagem, sendo
capaz de inibir ou eliminar microrganismos deterioradores e ou patogénicos (SOARES,
2009), atuando como mais uma barreira (VERMEIREN et al., 1999).

A liberacdo de aditivos por intermédio de embalagens ativas aumenta a seguranca do
consumidor, pois esses compostos, em vez de serem diretamente adicionados ao alimento, séo
liberados de forma controlada em menores quantidades, e apenas onde sua presenca €
requerida (SOARES et al., 2002). Essas embalagens, elaboradas com filmes ativos, com o
tempo de armazenamento, podem continuar inibindo os microrganismos, dependendo da
temperatura de estocagem (SUPPAKUL et al., 2011). Tém sido publicados diversos estudos
sobre a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de plantas contra patdgenos de origem
alimentar. Diversas pesquisas focam na incorporacdo desses 6leos em filmes comestiveis,
como um meio eficaz de controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos, aumentando
a vida util dos produtos e a seguranca do alimento (DU et al., 2011; MORADI et al., 2012;
AGUIRRE et al., 2013; SOUZA et al. 2013).

Em embalagens antimicrobianas, o agente antimicrobiano pode ser incorporado na
elaboracdo do material de embalagem (DEVLIEGHERE et al., 2004). Essas embalagens tém
sido utilizadas em uma variedade de produtos, como paes, biscoitos, bolos, pizzas, massas
frescas, queijos, carnes, frutas, entre outros. As substancias quimicas com atividade
antimicrobiana, geralmente incorporadas no material de embalagem, sdo &cidos e sais
organicos (sorbato de potassio e célcio, acido propibnico, acido acético, benzoato de sodio,
sulfitos, nitritos e antibidticos. Os agentes antimicrobianos podem ser incorporados
inicialmente dentro do material de embalagem e migrar para o alimento por meio de difuséo,
sendo um aspecto importante o controle da liberacdo e da migracdo da quantidade de
substancia antimicrobiana (HAN, 2000).

A oxidacdo € também um importante fator de deterioracdo e reducdo da vida Gtil dos
alimentos. Além de alterar o gosto (rancificacdo) e a qualidade nutritiva (perda de vitaminas e
acidos graxos essenciais) dos alimentos, a oxidacao resulta em compostos reativos e tOXicos
gue representam um perigo para os consumidores (LAGUERRE et al., 2007).

Uma das tecnologias mais promissoras para preservar alimentos sensiveis & oxidagdo
séo as embalagens ativas antioxidantes (LEE, 2005). Esse sistema consiste na incorporacao de
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substancias antioxidantes em filmes plasticos, papéis ou sachés, de onde serdo liberadas para
proteger os alimentos da degradacdo oxidativa, inibindo as reagdes de oxidacdo ao reagirem
com radicais livres e peroxidos e, consequentemente, estendendo a sua vida util (MIN e
KROCHTA, 2007). As embalagens antioxidantes apresentam potencial para aplicacdes
comerciais, entretanto, é necessario que elas satisfacam critérios de seguranca dos alimentos.
A difusdo dos antioxidantes para os alimentos causa preocupacdes aos consumidores no que
diz respeito a sua seguranca (VERMEIREN et al., 1999). Por essa razdo, existe crescente
preferéncia pelo uso de substancias antioxidantes naturais (YANISHLIEVA-MASLAROVA,
2001). Alguns antioxidantes naturais que podem ser utilizados em embalagens para alimentos
incluem &cidos fendlicos (&-tocoferol), acidos organicos (&cido ascorbico), extrato de plantas
(alecrim, canela, cravo, cha e outros) e poliaminas (espermina e espermidina). Acidos
ascorbico, citrico, caféico e N-acetilcisteina sdo exemplos de agentes antioxidantes e tém sido
incorporados em revestimentos ativos (SOARES et al., 2008).

Foram relatadas diversas pesquisas sobre a aplicacio de embalagens ativas
antioxidantes e o seu efeito sobre a oxidagdo em alimentos (SILVA, 2009; MALI et al., 2010;
SOUZA et al., 2011). Salmieri e Lacroix (2006) desenvolveram filmes a base de alginato e
policaprolactona incorporados com 0&leos essenciais de orégano, segurelha e canela e
avaliaram as suas propriedades antioxidantes por meio do teste colorimétrico do N, N-dietil-p-
fenilenediamina (DPD). Os resultados demonstraram as melhores propriedades antioxidantes
para os filmes a base de orégano.

A investigacdo sobre a utilizagdo de filmes ativos como materiais de embalagem é
continua devido ao grande potencial desses filmes em melhorar e manter a qualidade do
alimento, possibilitar o alimento seguro e aumentar a vida util, além de agir como uma
barreira contra a difusdo (umidade, gases e volateis). Filmes ativos podem servir como
suporte para uma ampla gama de aditivos alimentares, incluindo agentes antioxidantes,
vitaminas e corantes (CAGRI; RYSER, 2004), o que tem sido crescente para a industria
alimentar.

Filmes ativos elaborados a base de biopolimeros podem atuar como barreira ao vapor
de &gua, a gases, protecdo mecanica contra deterioracdo e ainda possibilitar a incorporacao de
aditivos funcionais, como antioxidantes e agentes antimicrobianos, aléem de estender a vida
atil dos alimentos (CHEN, KUO e LA, 2010).

A incorporacdo de agentes antimicrobianos, como os 6leos essenciais, em filmes ou
revestimentos pode aumentar a funcionalidade destes contra danos causados por
microrganismos e ainda estender a vida pds-colheita e a qualidade dos alimentos (ANTUNES
et al., 2012).

3.2 Polimeros Naturais Renovaveis Utilizados na Elaboracao de Bioplasticos

Na formacdo de um filme biopolimérico sdo necessarios uma macromolécula e um
plastificante a fim de formar uma matriz coesa e continua (DENAVI et al., 2009). As
macromoléculas mais utilizadas sdo os polissacarideos (alginato, pectina, amido, celulose,
quitosana) e as proteinas (colageno, gliten e zeina, gelatina, caseina) (LUCKACHAN;
PILLAI, 2011) ou a combinacdo desses materiais (DONHOWE, FENNEMA, 1992).

Ainda assim, na formacdo dos filmes a partir dos biopolimeros, algumas propriedades
sd0 vantajosas e outras ainda necessitam de mais pesquisas para serem melhoradas. Segundo
Guilbert et al. (1997), os filmes desenvolvidos a partir de polissacarideos e proteinas possuem
uma elevada PVA, entretanto os polissacarideos apresentam efetiva barreira a migracdo de
Oleos e gorduras e as proteinas efetiva barreira a gases (KROCHTA, 2002, TANADA-
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PALMU et al., 2005). J& os filmes elaborados a partir de lipidios, apesar de sua excelente
propriedade de barreira ao vapor de &gua, podem oxidar, modificando as caracteristicas
sensoriais (GUILBERT et al., 1997).

O amido é um dos polimeros naturais mais utilizados atualmente na elaboragdo de
bioplasticos biodegradaveis devido a sua propriedade termoplastica, abundancia e baixo custo
(CHIVRAC et al., 2010; KECHICHIAN et al., 2010; MALLI, 2004).

A forca coesiva de um filme é relacionada a estrutura quimica do polimero, natureza
do solvente, presenca de aditivos, como agentes de ligacOes cruzadas, e condi¢fes do meio
durante a producéo dos filmes. O grau de coeséo influencia a resisténcia, a flexibilidade e a
permeabilidade dos filmes (GONTARD; GUILBERT, 1996; KESTER; FENNEMA, 1986).

3.2.1. Amido

O amido é a maior fonte de reserva de polissacarideo, presente nos cloroplastos das
folhas e nos amiloplastos dos érgédos de reserva (sementes, raizes, rizomas e tubérculos). Em
seu estado nativo se compbe por granulos semicristalinos insoliveis em &agua que, ao
microscopio, apresentam-se brilhantes com dimensdes que variam de acordo com a sua
origem boténica (GUILBOT & MERCIER, 1985). E o biopolimero mais abundante no
mundo apos a celulose (BAYER e LAMED, 1992), alem da grande producdo mundial e do
baixo custo.

De acordo com a Legislacdo Brasileira (BRASIL, 1978), os polissacarideos de reserva
podem ser denominados amidos ou fécula, sendo a fécula a substancia extraida das raizes,
tubérculos e rizomas e amido as extraidas dos graos dos cereais.

O amido é um polissacarideo natural encontrado na forma de granulos em cereais,
raizes, tubérculos e leguminosas (HUANG, 2006). Esses granulos sdo formados
essencialmente por dois polimeros de glicose (Figura 1): a amilose e a amilopectina, com
estruturas e funcionalidades diferentes. Os teores destas duas fracbes tendem a variar de
acordo com a fonte botanica do amido. O amido de mandioca apresenta teores em torno de 17
a 20% de amilose (SARMENTO, 1997) e amilopectina em torno de 80 a 83% (MAMADOU,
1994). A proporcao entre essas duas fracdes, a distribuicdo de moléculas de amilose no
interior dos granulos de amido, bem como a estrutura molecular dos polissacarideos de amido
individuais determinam a estrutura e funcionalidade do amido (GENKINA et al., 2014).

6 H4OH
‘17' O
5 H

Figura 1. Molécula de glicose.

A amilose é uma macromolécula linear, formada por unidades de glicose unidas por
ligacdes glicosidicas a(1-4). As cadeias de amilose apresentam tamanho médio de 10°
unidades de glicose, massa molar variando entre 1,5 x 10° e 10° Da e grau de polimerizagdo
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de 200 a 300, de acordo com a fonte do amido. Apresenta comportamento instavel em
solucBes aquosas diluidas formando um reticulo (retrogradacdo). Embora considerada fracdo
linear existem evidencias de ramificacfes ou outros tipos de ligacGes glicosidicas ao longo da
cadeia (BILIADERIS, 1991).

As moléculas de amilose (Figura 2) apesar de apresentarem forma retilinea, devido as
ligaces o(1-4), assumem uma estrutura enrolada em duplas hélices, contendo cerca de 6
(seis) moléculas de glicose a cada passo. Os diversos grupos hidroxilas presentes ficam
voltados para a parte externa, explicando algumas complexagdes existentes com outras
moléculas como iodo, &lcool e lipidios (IMBERTY et al., 1991).

CH,0H
H 7l H
OH H
H OH
v

ligagacgdo alfa 1-4

Figura 2. Estrutura quimica da amilose e respectiva conformacéo helicoidal
FONTE: Maia et al., 2000.

Amilopectina é uma macromolécula altamente ramificada (Figura 3) formada por um
esqueleto linear de D-glicospiranoses unidas por ligagdes a(1-4) e ramificacdes da ordem de
6% da mossa molar. As ramificacGes sdo cadeias curtas de a-D-glicopiranoses unidas ao
esqueleto linear por ligagdes a(1-6) ((BILIADERIS, 1991, LEHNINGER, 1995). Sua massa
molecular é de 5000-30000 kg/mol (DAMAGER et al, 2010). As cadeias de amilopectina
apresentam conformacdo em forma de hélices duplas, sendo denominados em referéncia a sua
estrutura, modelos em cachos ou “"modelos em clusters™ (IMBERTY et al., 1991).

Figura 3. Estrutura quimica da amilopectina e seu formato de ramificacdes.



A amilose e a amilopectina estdo associadas entre si por ligacdes de hidrogénio, sendo
depositadas em sucessivas camadas superpostas em torno de um nucleo, o hilo (CIACO;
CRUZ, 1982; BILIADERIS, 1991), conferindo ao amido o carater semicristalino, com areas
mais ordenadas (cristalinas) onde se concentra a amilopectina e areas amorfas, onde as
cadeias polimeéricas estdo menos ordenadas, sendo constituida pela amilose (IMBERTY et
al.,1991; GALLIARD & BOWLER, 1987).

Devido as suas estruturas cristalinas, os granulos de amido proporcionam padrdes
especificos de cristalinidade (A, B, C ou V). O padrdo A é caracteristico do amido de cereais,
0 padrdo B de tubérculos, de frutas, de milho com alto teor de amilose e dos amidos
retrogradados, o padrdo C, uma mistura de A e B, caracteristico do amido de leguminosas
(CARVALHO, 2012) e o padréo V é atribuido a um amido complexado a um lipidio.

Quando o amido é aquecido na presenca de excesso de &gua, a estrutura do granulo
torna-se menos ordenada, o granulo aumenta até que sua estrutura finalmente se desintegre e a
amilose e a amilopectina sejam liberadas na suspensdo aquosa. A proporcéo entre esses
polissacarideos afeta a arquitetura do granulo de amido, as propriedades de pasta, a
gelificacdo e os atributos texturais, podendo afetar sua aplicacdo (THOMAS; ATWELL,
1999).

Durante o aquecimento dos granulos as ligacdes de hidrogénio presentes nas areas
amorfas sdo rompidas, permitindo o intumescimento granular. As ligacbes de hidrogénio,
presentes na area micelar, possibilitam que o granulo permaneca intacto ate que estas ligacdes
se rompam em algum ponto. Nessa condicéo, a expansdo dos granulos torna-se irreversivel e
a ordem estrutural desaparece, podendo ser caracterizada por uma endoterma obtida através
de calorimetria diferencial exploratdria de varredura (DSC), pela perda da birrefringéncia e
pelo desaparecimento da cristalinidade evidenciada pela difracdo de Raios X (GARCIA,
1997; COSTA, 2008). Caso os granulos continuem a se expandir, a amilose é lixiviada para a
fase aquosa (BILIADERIS, 1991) (Figura 4). Apos a gelatinizacao, as moléculas de amilose,
devido a sua linearidade, aproximam-se suficientemente, ficando lado a lado, para formar
ligacbes de hidrogénio entre as hidroxilas de polimeros adjacentes (fendmeno de
retrogradacdo). Ocorre a reducdo do volume livre, diminuindo a afinidade do polimero pela
agua, podendo o amido gelatinizado (Tabela 1) formar filmes estaveis e flexiveis
(WURZBURG, 1986).

"Fantasma'do

grinulo de amido Rede de
amilose
Amilose Amilopecting Amilepectina -
Amilopecting
Inchago do Rede de
grinulo amilose
. @ @ 2O
AMING NATIVO —— 4 GELATINIZACAD — AMIDO —_—  GELEIFICACAO — ___,  GEL DE AMIDO

GELATIMEZADO E RETROGRADACAC

100°C
BrC &0PC

- ST
=20°C 2000

Figura 4. Influéncia do tratamento hidrotérmico em excesso de agua sobre o estado do amido
(Fonte: Bornet, 1992).



Tabela 1. Faixa de ocorréncia da temperatura de gelatinizacdo de alguns amidos.

Amido Intervalo de temperatura de
gelatinizagéo (°C)

Batata 56-66
Mandioca 58-70
Milho 62-72
Sorgo 68-75
Trigo 52-63
Arroz 61-77
Milho ceroso 63-72

Fonte: BOBBIO e BOBBIO, 1995.

As propriedades mecanicas dos filmes de amido dependem da proporgédo de amilose e
amilopectina (LOURDIN et al., 1995). O principal componente responsavel pela capacidade
de formacéo de filmes de amido e a amilose, devido a linearidade de suas moléculas. O teor
de amilose é normalmente responsavel pela resisténcia fisica do filme (THOMAS; ATWELL,
1999).

3.2.1.1 Cristalinidade do amido

Macromoléculas e polimeros podem formar cristais da mesma forma que compostos
inorgénicos e minerais. Para que um polimero cristalize, € necessario que ele apresente certas
caracteristicas moleculares, como um alto nivel de organizacdo das unidades repetitivas
(mondémeros), tanto do ponto de vista de composicdo quanto de estereoquimica. As regides
cristalinas dos polimeros agem como reforcadoras da estrutura, porém um excesso de
cristalinidade pode resultar em fragilidade (NETO, 2003).

A técnica de difratometria de raios X permite realizar estudos morfologicos em
materiais, determinando sua estrutura cristalina e o percentual de cristalinidade. Quando 0s
raios X interagem com um material cristalino eles geram um padrdo de difragdo, com picos
que sdo mais intensos, pontiagudos e estreitos, sendo que cada substancia cristalina tem seu
padrdo em um plano de uma estrutura. As partes amorfas geram picos mais largos e menores.
Tal técnica é empregada para estudar o carater cristalino do amido (THERMO ARL, 1999;
THOMAS; ATWELL, 1999; NETO, 2003).

Os granulos de amido possuem regibes cristalinas e amorfas. Essa cristalinidade
relativa do amido se deve principalmente as cadeias de amilopectina e encontra-se entre 15 a
45%. Como ja mencionado, os padrdes de cristalinidade dos amidos podem ser classificados
em tipos A, B, C e V (Figura 5) (YONEMOTO; CALORI-DOMINGUES; FRANCO, 2008).
Estes padrbes sdo obtidos pela avaliacdo quantitativa das intensidades dos picos e do angulo
de difrag¢@o 26 do difratograma.
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Figura 5. Representacdo dos padrdes de cristalinidade dos granulos de amido.
FONTE: Liu (2005).

O padréo A é caracteristico de amido de cereais e apresenta picos intensos nos espacos
interplanares 15, 17, 18 e 23 em 20. O padrao B ¢é encontrado em amidos de tubérculos e
raizes com picos principais em 5, 6, 15, 17, 18 e 23 em 20 e o C pode ser encontrado em
amidos de tubérculos tropicais e leguminosas como ervilha, com picos intensos em 5,5, 15,
17, 22 e 23 em 26 (MARCON, 2009). O padrao C de acordo com alguns autores ¢ uma
associacdo dos tipos A e B, pois os perfis de raios X do tipo C apresentam regides
caracteristicas de ambos simultaneamente. Este padrdo geralmente pode ser encontrado em
leguminosas (ELFSTRAND et al., 2004; PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009).

O padréo V é obtido quando o amido é recristalizado na presenca de acido graxo ou de
alcool de cadeia longa. Esse padrédo € atribuido a um amido complexado a um lipidio. Este
tipo é parcialmente resistente a digestdo enzimatica e pode ser encontrado em amido de arroz,
aveia, milho e trigo (THOMAS; ATWELL, 1999).

Modificaces na estrutura cristalina dos granulos de amido podem influenciar nas suas
propriedades funcionais como inchamento do granulo, desenrolamento e dissociacdo da dupla
hélice, perda da birrefringéncia dptica e solubilidade do amido (YONEMOTO; CALORI-
DOMINGUES; FRANCO, 2008).

A cristalinidade exerce importante funcdo na estrutura do granulo e em suas
caracteristicas fisico-quimicas, como a susceptibilidade a enzimas e a insolubilidade em agua
fria (TANG et al., 2006). O polimorfismo dos padrbes de amido ¢ influenciado por condi¢cdes
ambientais, tamanho das cadeias de glicose, concentracdo de amido na solucdo, presenca de
outros solventes e moléculas organicas (JAYAKODY, 2001).

3.2.1.2 Propriedade térmica do amido

Em amidos, a analise por DSC permite verificar com precisdo sua temperatura de
gelatinizacdo, como também transicGes térmicas de primeira (fusdo) e segunda (transicdo
vitrea) ordem. As temperaturas de transi¢do do amido e entalpia de gelatinizacdo, medidas por
DSC, podem relatar as caracteristicas do granulo de amido e o seu grau de cristalinidade
(LACERDA, 2006).

E uma técnica que permite avaliar as variacdes de entalpia ocorridas com a amostra
durante um processo de aquecimento ou resfriamento, atraves da diferenca de energia
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fornecida & amostra e a um material de referéncia enquanto sdo submetidas a uma
programacéo controlada de temperatura (LACERDA, 2006). As vantagens em se utilizar o
DSC sdo a rapidez de medidas, a obtencdo de dados multiplos em um Unico termograma e o
uso de uma pequena quantidade de amostra, gerando resultados precisos (MURPHY e
MARKS, 1998).

Quando uma transi¢do térmica ocorre, a energia absorvida ou liberada pela amostra é
suprida por um aumento ou decréscimo da energia fornecida a mesma pelo calorimetro, para
manter o balanco de temperatura. O registro desse balanco de energia é feito na forma de um
pico; a &rea sob o0 pico é diretamente proporcional a mudanga na entalpia (AH) e a sua diregdo
indica se o evento térmico € endotérmico (WENDLANT, 1986; PEREIRA, 2004) (Figura 6).

Através desta andlise pode-se acompanhar os efeitos de calor associados com
alteracbes fisicas ou quimicas da amostra, como transicdes de fase (ebulicdo, fusdo,
sublimacéo, congelamento, inversdes de estruturas cristalinas) ou reacdes de desidratacéo, de
dissociacdo, de decomposicdo, de 6xido-reducdo entre outras. Normalmente, transicGes de
fase, reducOes, desidratacbes, algumas reagcdes de decomposicdo produzem efeitos
endotérmicos, ja oxidacdo, cristalizacdo e certas reacdes de decomposicdo produzem efeito
exotérmico (IONASHIRO, 2005).

T onset T:-}-rf?
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5 .54
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Figura 6. llustracdo esquematica de uma endoterma tipica obtida em DSC
(To, temperatura onset, T,, temperatura de pico e Ty, temperatura final).
FONTE: Adaptado de ALTAY e GUNASEKARAN (2006)

A temperatura de pico (Tp) indica a medida da qualidade cristalina. A entalpia de
gelatinizagdo (AHgel) indica a medida total da qualidade e quantidade de cristalinidade, como
também é um indicador da perda da ordem molecular dentro do granulo. No caso do amido
retrogradado, o valor da entalpia fornece uma medida da quantidade de energia de
transformacdo que ocorre durante a fusdo da amilopectina recristalizada bem como médias
precisas da temperatura de transicdo do evento endotérmico (SINGH et al., 2003). A fusdo
endotérmica da informacdes da estabilidade, heterogeneidade, grau e perfeicdo da estrutura,
que ¢ fortemente ligada com a cristalinidade (ELFSTRAND et al., 2004).
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3.2.2 Amido de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), da familia das Euforbidceas é uma planta
perene, arbustiva, sendo a raiz sua parte mais importante. Em média, as raizes de mandioca
apresentam 34 % de carboidratos, 62 % de umidade, 1,3 % de fibras, e 1,1 % de cinzas
(FRAIFE-FILHO e BAHIA, 2009).

Nos paises em desenvolvimento, o cultivo da mandioca é de grande relevancia
econdmica como principal fonte de carboidratos. O Brasil, ¢ um dos maiores produtores
mundiais, com producdo de 23 milhdes de toneladas de raizes frescas (IBGE, 2014) e 473,72
mil toneladas de amido de mandioca em 2013 (CEPEA/ABAM, 2014), situando-se entre 0s
nove primeiros produtos agricolas do Pais, em termos de &rea cultivada, e o sexto em valor de
producdo (EMBRAPA, 2011).

Dos diversos subprodutos provenientes das raizes de mandioca (mais de 150), 0os mais
conhecidos sdo: polvilho azedo, polvilho doce (amido ou amido) e a farinha. A industria
alimenticia representa 69% do consumo total de amido, o restante vem sendo aplicado nas
industrias téxtil, celuldsica, farmacéutica, de cosméticos e em lamas para perfuracdo de pocos
de petréleo (MOORE, 2001).

Por conta do amplo cultivo nacional da mandioca, seu amido vem sendo bastante
estudado por pesquisadores brasileiros para a producédo de embalagens biodegradaveis (MALI
et al., 2010; SOUZA et al., 2011; FARIAS et al. 2012; ROCHA et al., 2014).

Segundo Cereda (1994), a diferenca na denominacdo relacionada ao amido de
mandioca também conhecido como amido, polvilho doce ou goma, ndo se refere a
composicdo quimica, mas a origem e a utilizacdo funcional ou tecnoldgica do produto
amilaceo. O amido de mandioca é um po fino, branco, inodoro e insipido, obtido atraves das
raizes de mandioca devidamente lavadas, descascadas, trituradas, desintegradas, purificadas,
peneiradas, centrifugadas, concentradas, desidratadas e secadas. A coloragédo indica o grau de
envelhecimento, qualidade e a sanidade da mandioca utilizada do processamento (ABAM,
2013).

3.2.3 Processabilidade do amido para producao de filmes

Devido ao crescente mercado de produtos biodegradaveis, o amido, na inddstria de
polimeros é considerado uma das principais matrizes atualmente estudadas. O amido pode ser
processado como 0s materiais termoplasticos, sendo denominado amido termoplastico (TPS).
Seus granulos sdo gelatinizados na presenca de um plastificante que combinado com energia
térmica e mecanica, no processo de extrusdo e termoprensagem, produz um material amorfo
capaz de escoar (HERNANDEZ e KROCHTA, 2008; TAGHIZADEH; SARAZIN; FAVIS,
2013). Segundo Moscicki et al. (2012), quimicamente na obtencdo do amido termopléstico, a
estrutura granular semicristalina do amido é perdida, obtendo-se um comportamento similar
ao de um polimero sintético fundido. E necessario a adicdo de um plastificante e de &gua,
tendo a &gua adicionada a formulacdo, a funcdo de desestruturar o granulo de amido,
rompendo as ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de amilose e amilopectina, dando origem
a um produto pléastico.

O amido termoplastico depende da origem dos granulos e das condicGes de
processamento (temperatura, tamanho da particula, configuracdo dos parafusos, tipo de
canhdo na extrusora, taxa de alimentacdo do material, tipo de matriz, quantidade de agua no
sistema e teor de plastificante) (CARVALHO, 2012).
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As propriedades mecénicas de um material termopléstico & base de amido estéo
relacionadas & quantidade de agua presente na mistura, ja que esta permite abaixar a
temperatura de transigdo vitrea e a do ponto de fuséo.

Vaérios autores tém apontado que apesar da facilidade de preparacgdo, os filmes a base
de amido apresentam alguns fatores limitantes, tais como baixa resisténcia a agua (WANG et
al., 2003) e a pobre propriedade mecénica (JENSEN, 2007), sendo necesséaria a adi¢do de
compostos plastificantes (PERESSINI et al., 2003; BRAVIN; PERESSINI; SENSIDONI,
2006).

A tecnologia de extrusdo termoplastica € um sistema que que combina trabalho
mecanico, calor e pressdo, que modifica a estrutura do material, gerando novas formas e
texturas. E um processo tecnoldgico ndo poluente recomendado na elaboragio de bioplasticos
pela semelhanca e capacidade produtiva com a inddstria de polimeros sintéticos (SHEN et
al.,2010; BERRIOS, et al., 2013). Alguns autores relatam a utilizagdo de matérias-primas
diversas no processo de extrusdo como o amido de mandioca (MULLER;LAURINDO;
YAMASHITA, 2011), blendas de amido termoplastico com poli (L-&cido latico) (SHIRAI et
al., 2014) e zeina (WANG; RAKOTONIRAINY; PADUA, 2003).

Existe uma grande diversidade de produtos obtidos a partir do TPS onde sdo utilizados
diferentes amidos nativos, como sacos descartaveis, recipientes, vasos, garfos, facas e sacos
de lixo (MA et al., 2009).

3.3 Componentes Utilizados na Elaboracéo de Filmes
3.3.1 A Acerola

A acerola, também conhecida como Cereja das Antilhas ou Cereja de Barbados é uma
planta frutifera, pertencente a familia Malpighaceae, originada das Antilhas, norte da América
do Sul e América Central (PIMENTEL, 2002), que vem apresentando boa adaptacdo em
diversos paises sendo, sobretudo, cultivada no Brasil, Porto Rico, Cuba e Estados Unidos
(COELHO et al., 2003). Sua classificacdo botanica ainda é bastante discutida. Malpighia
glabra L., Malpighia punicifolia L. e Malpighia emarginata D.C. sdo comumente utilizados
para designar a acerola. Entretanto, estudos demonstraram que M. glabra e M. punicifolia
referem-se a mesma espécie, a qual produz frutos pequenos, insipidos e sem muito suco,
distintos da acerola que é cultivada (OLIVEIRA et al., 2003). Conforme Asenjo (1980), a
acerola corresponde a espécie M. emarginata, o que é confirmado pelo Comité Internacional
de Recursos Genéticos de Plantas, que a partir de 1986 adotou essa denominacdo de espécie
(IBPGR, 1986).

O interesse pela acerola surgiu a partir 1940, quando foi descoberto que na porcao
comestivel do fruto havia altos teores de vitamina C (800 a 4000 mg 100g™) (ARAUJO;
MINAMI, 1994). Foi introduzida no Brasil em 1955, pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco, no préprio Estado, a partir de sementes trazidas de Porto Rico (ASENJO, 1995).
A aceroleira pode florescer e frutificar varias vezes durante o ano, com uma producéo de trés
ou mais safras anuais. A partir do 3° ou 4° ano do plantio, plantas adultas chegam a produzir
acima de 40 kg de frutos/planta/ano, que corresponde a uma produtividade em torno de 16 t
ha® (RITZINGER; RITZINGER, 2004). A formacdo dos frutos se processa rapidamente entre
21 e 25 dias ap6s a antese. O fruto da aceroleira é uma drupa, carnosa, variando na forma,
tamanho e pesa de 2 a 10 g (NEVES, 2007). Sua polpa (mesocarpo) carnuda e suculenta é
recoberta por uma casca (epicarpo) de protecdo muito fina e delicada, que amadurece
rapidamente. Seu endocarpo normalmente é constituido de trés carogos triangulares,
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alongados, com textura de pergaminho e superficie reticulada, podendo ou ndo conter uma
semente cada (MARQUES; FERREIRA,; FREIRE, 2007; RITZINGER; RITZINGER, 2011).

O mesocarpo ou polpa representa 70 a 80% do peso total do fruto (FREITAS et al.,
2006). As variedades sdo divididas em doces e &cidas. Apesar dos doces serem mais
agradaveis ao consumo in natura, sdo as &cidas que despertam 0 maior interesse comercial,
pelo fato de apresentarem maior teor de acido ascérbico (SANTOS; SIQUEIRA; BORBA,
2006).

A acerola ja ha algum tempo é uma alternativa comercial altamente viavel no mercado
fruticultor, gerando uma superproducdo que vem justificando estudos direcionados ao
desenvolvimento de novos produtos a partir desta matéria-prima, que concentra na fruta in
natura e na polpa, sua maior forma de consumo (NOGUEIRA, 2002).

3.3.1.1 Consideragdes nutricionais sobre a acerola

Pelo seu potencial como fonte natural de vitamina C e sua capacidade de
aproveitamento industrial, a aceroleira tem atraido o interesse dos fruticultores e passou a ter
importancia econdmica em varias regides do Brasil (NOGUEIRA, 2002).

Alem de excelente fonte de vitamina C, a acerola contém altos teores de provitamina
A, contém vitaminas do grupo B como tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6) e
niacina, e apresenta em sua composicdo ferro, célcio, fésforo e sdédio (Tabela 2)
(FOLEGATTI; MATSUURA, 2003).

A acerola é também fonte de carotenoides, antocianinas e pigmentos antioxidantes
que, quando combinados, sdo responsaveis pela coloracdo vermelha dos frutos (HWANG et
al., 2007). Alguns carotenoides podem ser convertidos em vitamina A, e como tal,
desempenham um importante papel na prevencdo da sindrome xeroftalmica (RAMALHO,
2001).

Tabela 2. Composicéo centesimal da acerola em 1009 de polpa.

Composicéo Concentracéao
Umidade (g) 91,1
Proteina () 0,63
Carboidratos (@) 6,98
Extrato etéreo (g) 0,19
Fibras dietética total (g) 0,60
Acido Ascorbico (mg) 2329,0
[3-caroteno (mg) 0,408
Calcio (mg) 8,7
Fosforo (mg) 16,2
Tiamina (mg) 0,028
Riboflavina (mg) 0,079
Niacina (mg) 0,034
Ferro (mg) 0,7

Miller et al. (1961) citado por Tocchini et al. (1995).
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O é&cido ascérbico (ou vitamina C) é o aditivo mais extensivamente adicionado aos
alimentos por dois propositos: como suplemento vitaminico e como protetor antioxidante,
melhorando a qualidade dos alimentos (BASTOS et al., 2009). Na Tabela 3 pode-se observar
a concentracdo de &cido ascorbico de algumas frutas, mostrando que a acerola é uma boa
fonte.

Tabela 3. Concentracao de acido ascérbico de
algumas frutas

Erutas Acido ascorbico

(mg/100q)
Abacate 15
Abacaxi 27,2
Acerola 1000-4676
Amora 210
Banana 10
Cabeludinha 706-2417
Camu-camu 2000-5000
Caju 147-548
Goiaba 30-486
Laranja 37-80
Liméo 23-60
Manga 30-147
Mamao 36-109
Meldo 12,5-58,7
Morango 41-81
Péssego 18,7-26,8
Tangerina 15-56

Adaptado de Silva (2000) e Figueiredo (1998)

Existem numerosos procedimentos analiticos para detectar o acido ascorbico, mas
nenhum € totalmente satisfatério, seja por sua falta de especificidade ou porque a maioria dos
alimentos possui numerosas substancias interferentes. Para a quantificacdo do é&cido
ascorbico, é necessario primeiramente extrai-lo dos tecidos utilizando solucdes acidas para
prevenir a oxidacdo da vitamina. As perdas da vitamina C podem ser atribuidas a oxidacdo
enzimatica; a degradacdo térmica; as reacGes quimicas onde o &cido ascorbico atua como
antioxidante; a difusdo (principalmente em processos de inativagdo enzimatica ou de
branqueamento) ou & irradiacdo. E extremamente sensivel a todos estes fatores, podendo ser
utilizada como parametro ou marcador, para avaliar as condi¢cbes de manuseio, estocagem e
processamento de alimentos (UDDIN et al., 2002).

A capacidade antioxidante das frutas varia segundo o seu contetudo de vitamina C,
vitamina E, carotenoides (VON LINTIG, 2010). Polpas de acerola tem mostrado ser uma boa
fonte de p-caroteno (DIAS, DE CAMOES e OLIVEIRA, 2009; SEGANTINI et al., 2012).

Os carotenoides sdo pigmentos naturais, bioativos, sendo alguns deles com atividade
pré-vitaminica A, responsaveis pelas cores que variam do amarelo ao laranja ou vermelho de
muitas frutas e hortalicas (cenoura, manga, mamdo, laranja tomates, abobora melancia,
goiaba, caqui, banana, tangerina, meldo, milho, espinafre, brocolis e couve). Em frutas e
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vegetais as fontes de pro-vitamina A mais comum s3o o B-caroteno, o-caroteno ¢ a -
criptoxantina (Tabela 4). A exigéncia minima para um carotenoide possuir atividade pré-
vitaminica A ¢ ter um anel B-ionona ndo substituido e cadeia poliénica com minimo 11
carbonos e o B -caroteno apresenta duas dessas estruturas, enquanto todos os demais
carotenoides pré-vitamina A apresentam apenas uma. Deste modo, o [-caroteno é 0
metabolito vegetal mais importante como fonte de vitamina A, equivalendo a duas moléculas
de retinol (THURNHAM, 2007). Basicamente, a estrutura da vitamina A (retinol) € a metade
da molécula do B-caroteno, com uma molécula de &gua adicionada no final da cadeia
poliénica. Na acerola, o B-caroteno é a fonte de carotenoide predominante, com um teor de
11000 pg/ 100g de polpa (FARIAS et al., 2012).

Tabela 4. Composicéo de carotenoides em acerola e polpas de acerola brasileiras

Fruta Regifo  Variedade Estadio a-caroteno p-caroteno  B-criptoxantina Luteina Violaxantina
Hg/g Hg/g ug/g Hg/g g/g
Acerola SP lelg'g:'a tr 4,0 05 nq nq
Acerola PE MZ'SS:” - 01 26 36 nq nq
Acerola CE MZIIF:S:'& tr 22 2,1 nq ng
Acerola SP quintal ;‘ng:ﬁg 0,5 54 0,5 1,6 0,3
Acerola SP quintal maduro 1,1 12 1,1 1,3 0,6
Acerola sp Olivier ~ Freial 03 12 03 07 0.7
Acerola SP Olivier maduro 07 38 12 11 31
Acerola SP Wa'%ca“ 0,2 6.2 05 1,0 tr
Polpa Média 4
congelada marcas 0.3 1 0.7 0.9 0.1

ng: ndo quantificado/ tr: tracos/ Fonte: Amaya. et al (2001).

Silva et al. (2014) obteve na quantificacdo para p-caroteno na polpa de acerola
liofilizada 2623,57 ug/100g. Mezadri et al. (2005) encontraram, em acerolas provenientes de
Itajai (SC), como carotendides majoritarios o p-caroteno (100,2-783,4 pg/100g), PB-
criptoxantina (16,4-417,5 pg/100g), luteina (78,2-144,7 png/100g) e violaxantina (17,6- 395,3
ng/100g), verificando o maior nivel em frutas maduras.

Lima et al. (2003), determinando por CLAE o teor de polifendis e carotendides totais
em acerola em trés estadios de maturacdo de duas estacBes diferentes, encontraram 0s
carotenodides totais em equivalente de -caroteno, a variagdo dos teores, no estadio maduro, na
estacdo seca de 9,4 a 30,9 ng/g e na estacao de chuvas de 14,1 a 40,6 ng/g.

As substancias ativas presentes em frutos sdo capazes de atuar na prevencdo de varias
doencas. Dentre as propriedades bioldgicas dessas substancias, destaca-se sua acao
antioxidante (GUTIERREZ et al., 2008), fitoquimicos com acdo antioxidante, dentre os quais
se destacam trés grandes grupos: acido ascorbico e fendlicos como antioxidantes hidrofilicos
e carotenoides como antioxidantes lipofilicos (HALLIWELL, 1996). Gardner et al. (2000)
observaram que tanto a vitamina C quanto os polifendis totais em sucos de frutas, estdo
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fortemente relacionados com a capacidade antioxidante. Jayaprakasha e Patil (2007) relatam
que alguns extratos de frutas citricas podem exibir propriedades antioxidantes comparaveis
com antioxidantes comerciais sintéticos. Assim a polpa de acerola com relagdo a todas as
propriedades relacionadas anteriormente, pode ser promissora na elaboracgdo de filmes ativos
para embalar frutas e hortalicas, preservando e ou mantendo os bioativos, como também
retardando a senescéncia destes.

O interesse dos consumidores e da comunidade cientifica em relacdo aos antioxidantes
naturais tem aumentado, particularmente em relacdo aqueles encontrados em frutas e vegetais
(RENAUD et al.,1998).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), antioxidantes sdo substancias
usadas para preservar alimentos através do retardo da deterioracdo, rancidez e descoloracao
decorrente da autoxidacdo (ADEGOKE et al., 1998). Tais compostos atuam sequestrando as
espécies reativas de oxigénio e complexando/quelando os ions metélicos (MELO et al., 2008;
RETO et al., 2008). Para Krinsky (1994), antioxidante € um composto que protege o sistema
biolégico contra o efeito nocivo de processos ou reagdes que podem causar oxidacdo
excessiva. A definicdo nacional esta descrita no decreto n. 50.040 de 1961 e descreve
antioxidante como a substancia que retarda o aparecimento de alteracbes oxidativas nos
alimentos (ANVISA, 2006).

A presenca de antioxidantes sintéticos em alimentos é questionavel devido aos riscos
potenciais, e a necessidade de estritos controles legais. Uma abordagem alternativa que esta
sendo amplamente estudada é o uso de recursos naturais antioxidantes, particularmente
extratos de plantas, tocoferol e Gleos essenciais de ervas e especiarias (AL MALAIKA,
ASHLEY e ISSENHUTH, 1994; JIPA et al., 2005; SANCHEZ, 2010; DOPICO-GARCIA et
al., 2011). Os antioxidantes podem ser classificados em produtos que atuam sobre a formacéo
do O? que reagem com O?, que atuam de forma competitiva em cadeia ou que atuam sobre 0s
perdxidos, decompondo-os, de forma a produzirem compostos que ndo mais participam da
reacao em cadeia de radicais livres (RAMALHO e JORGE, 2006).

Os antioxidantes mais comumente utilizados em aplicacdes alimentares sdo 0s
antioxidantes fendlicos sintéticos, como o Butil Hidroxianisol (BHA), Butil Hidroxitolueno
(TBHQ), ou substancias bioativas tais como aminoacidos, aminas, ou carotenoides, bem
como &cido ascorbico ou vitamina C (GENEMA, 2002).

Ha diversas metodologias para determinacdo da atividade antioxidante de produtos.
Estes métodos divergem quanto ao principio de atuacdo: ORAC e TRAP (captura do radical
peroxila), FRAP e CUPRAC (poder de reducdo do metal), ABTS, DPPH (captura da radical
hidroxila (método de desoxirribose), captura do radical organico), TBARS, oxida¢do do LDL,
co-oxidacdo do caroteno (quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de
lipidios) (FRANKEL e MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002; ARUOMA, 2003;
GULCIN et al., 2012). Os mais utilizados sdo ABTS, FRAP, DPPH e ORAC (PEREZ-
JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006).

Um dos métodos mais utilizados para verificar a atividade antioxidante de compostos
puros consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995), de coloracdo purpura, que absorve em um
comprimento de onda de 515 nm. O DPPH é um radical livre que pode ser obtido diretamente
por dissolucdo do reagente em meio organico. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie
radicalar (R.), o DPPH é reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de
coloracdo amarela com consequente desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (OLIVEIRA et al., 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo esquematica do comportamento do radical DPPH utilizado
na determinacdo da atividade antioxidante de OEs.

Este ensaio € comumente utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de ervas,
sementes, farelo e grdos, legumes, frutas, acido linoleico e 6leos em diferentes sistemas de
solventes como: etanol, solucdo aquosa de acetona, metanol, alcool e benzeno (CHENG et al.,
2006). O método DPPH quando em comparagdo com outros métodos, tém como principais
vantagens a sensibilidade, boa estabilidade, simplicidade e viabilidade (JIN et al., 2006).
Segundo Deng et al. (2011), os resultados utilizando este método tém sido reportados de
diferentes maneiras, sendo que a maior parte dos estudos exprimem como o valor 1Cs,
definido como a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentracéo inicial de
DPPH em 50%. Este valor é calculado através da representacdo grafica da percentagem de
inibicdo contra a concentracdo da substancia utilizada. Outro método muito utilizado para
medicdo de atividade antioxidante é através da captura do radical 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado atraves de uma reacédo
quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

3.3.2 Oleos essenciais (antimicrobianos naturais)

De acordo com ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 6leos essenciais
sdo definidos como produtos volateis de origem vegetal, obtidos de partes de plantas por
processo fisico (destilacdo por arraste com vapor de agua, destilagdo a pressédo reduzida ou
outro método adequado). De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos volateis, etéreos ou
esséncias. A principal caracteristica dos 0leos essenciais é 0 aroma agradavel e intenso da
maioria dos 6leos volateis (SIMOES e SPITZER, 1999; ALMEIDA, 2006).

Os oOleos essenciais sdo liquidos oleosos, aromaticos, obtidos a partir de material
vegetal (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutos e raizes)
(SANCHEZ et al., 2010; SANTOS e NOVALES, 2011), cujos componentes incluem
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, acidos
organicos fixos e outros em diferentes concentragdes, nos quais, um composto
farmacologicamente ativo € majoritario. Esses compostos e suas porcentagens presentes
variam de acordo com a espécie considerada, as condicBes de coleta, extracdo e as partes da
planta utilizadas. Parece que existe uma relacdo entre a estrutura quimica do componente mais
abundante do 6leo essencial e seu efeito antifungico (AMARAL e BARA, 2005; COSTA et
al., 2011).

Os 0leos essenciais e extratos, no Brasil, estdo inclusos na classe de aditivos como
aromatizantes naturais. Entretanto, excluem-se do regulamento da ANVISA (Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria), as matérias de origem vegetal ou animal que possuam
propriedades aromatizantes intrinsecas, quando ndo sdo utilizadas exclusivamente como fonte
de aromas (ANVISA, 2007).

Os dleos essenciais sdo substancias naturais volateis de origem vegetal classificados
como GRAS (Generally Regarded as Safe), o que os tornam atrativos por ndo apresentarem
efeito tdxico, mesmo quando empregados em concentracdes relativamente elevadas
(PEREIRA et al., 2006).

Hé& décadas vem sendo utilizado farmacologicamente com fins medicinais, perfumaria,
cosméticos, e adicionados aos alimentos na forma de ervas e especiarias, 0 que tem
estimulado a busca por substancias biologicamente ativas e eficazes, especialmente sobre
microrganismos. Apresentam-se como substancias chave para a pesquisa de novos
medicamentos, pelo fato de serem naturais, biodegradaveis, geralmente com baixa toxicidade
aos mamiferos e por atuarem sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando
comparado a farmacos sintéticos (FIGUEIREDO et al., 2008). Em torno de 3000 Oleos
essenciais sao conhecidos, sendo que aproximadamente 300 sdo usados comercialmente no
mercado de sabor e fragrancias (BURT, 2004).

Existe uma forte discussao sobre o aspecto seguro de aditivos quimicos, devido a esses
terem sido considerados responsaveis por muitos atributos carcinogénicos e teratogénicos
como também pela sua toxicidade residual. Por essas razbes, no passado, houve uma
intensificagcdo na demanda por aditivos naturais (SKANDAMIS et al., 2001). Este aumento da
procura por ingredientes antimicrobianos naturais foi devido conscientizacdo dos
consumidores quanto aos riscos a saude, em potencial, associados ao uso de componentes
quimicos, apesar da sua eficiéncia (MOREIRA et al., 2005).

Eles podem ser obtidos por prensagem, fermentacdo, ou por extracdo, sendo o método
de destilacdo a vapor o mais comumente utilizado para fins de producdo comercial (VAN DE
BRAAK e LEIJTEN, 1999).

Estes dleos apresentam uma solubilidade limitada em agua, sabor geralmente acre e
picante e sdo geralmente incolores ou amarelados quando recém extraidos. Em geral, pouco
estaveis na presenca luz, calor, ar, umidade e metais (TAVARES, 2007). Seu aroma se deve a
uma complexa mistura de substancias volateis, terpenos, sesquiterpenos e derivados
oxigenados (DIAZ-MAROTO et al., 2002).

Sd0 muitos os fatores que podem influenciar na composicdo quimica dos OGleos
essenciais, alterando sua efetividade em relacdo aos microrganismos. Tais como a genética da
planta, manejo de cultivo, regido, variacdes climaticas, época, horario de colheita, técnica
empregada para a extracdo do Oleo e o seu armazenamento (COSTA et al., 2005;
OUSSALAH et al., 2007; SANTOS et al., 2009; OLIVEIRA, 2011).

A industria de alimentos utiliza os 0&leos essenciais principalmente como
aromatizantes. Embora, estes representem uma fonte alternativa natural antimicrobiana e
antioxidante (HYLDGAARD et al., 2012) podendo ser utilizados na conservacdo de
alimentos. No entanto, a identificacdo dos compostos antimicrobianos mais ativos presentes
nos OEs é complexa, tendo em vista que, alguns podem apresentar mais de quarenta e cinco
compostos diferentes, com variagdes percentuais dependente da época da colheita e do
método de extracdo, entre outros (ESPINA et al., 2011).

A possibilidade dos 6leos essenciais em proteger os alimentos de microrganismos
patogénicos e deteriorantes tem sido relatada em diversas pesquisas (ROJAS-GRAU et al.,
2007). No entanto, para obtencdo do potencial efetivo da atividade antimicrobiana na
aplicagdo direta no alimento seria necessdria uma concentragdo bastante elevada do 6leo
essencial, que ocasionaria sabor e odor inapropriado ao produto (GUTIEREZ et al., 2009).
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Diversos estudos evidenciaram a efetividade dos 6leos essenciais na inibicdo do
crescimento microbiano (BURT, 2004; TAJKARIMI et al., 2010). No entanto, o complexo
mecanismo de acdo dos 0Oleos essenciais sobre 0s microrganismos ainda ndo foi totalmente
elucidado. Sabe-se que varios de seus compostos possuem atividade antimicrobiana, atuando
na permeabilidade da membrana citoplasmatica, causando perdas de constituintes celulares,
prejudicando sistemas enzimaticos, inativando ou destruindo o material genético de bactérias
(SIKKEMA et al., 1995; COX et al., 2000; BURT, 2004; TAJKARIMI et al., 2010) e
causando lise da parede celular (OLIVEIRA et al.,, 2011) do microrganismo. Um outro
mecanismo seria 0s danos as proteinas da membrana, interrup¢do da forca motriz de prétons
(ULTEE e SMID, 2001), do fluxo de elétron, do transporte ativo e da coagulacdo dos
contetdos celulares (BURT, 2004).

Para Walsh et al. (2003), os compostos fendlicos presentes nos 6leos essenciais tém
como sitio de acdo a membrana celular da célula microbiana, onde acumulam-se causando
desarranjo na funcdo e na estrutura da membrana. Assim, penetram na célula exercendo
atividade inibitoria no citoplasma celular, provocando lise e liberacdo do ATP intracelular.

Apesar de ainda ndo haver consenso sobre o mecanismo de agdo dos 6leos essenciais,
para Burt (2004), é muito provavel que a atividade antibacteriana dos Oleos essenciais ndo
aconteca por apenas um mecanismo de acdo, devido ao grande numero de compostos
quimicos presentes, pois, existem varios alvos na célula como: alteracbes da membrana
plasmaética, perturbag¢Ges sobre a forga proton motriz, no fluxo de elétrons, no transporte ativo
e coagulacdo do conteudo da célula. Estes mecanismos podem ocorrer sinergicamente ou em
cadeia (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

Além dos efeitos antimicrobianos, os diferentes compostos presentes nos OEs, juntos
produzem um arranjo de antioxidantes que, através de diferentes mecanismos de acéo,
conferem também um sistema de defesa efetivo contra o ataque dos radicais livres
(SHAHIDI, 1997).

3.3.2.1 Cravo-da-india

Eugenia caryophyllata (cravo-da-india) pertence a familia Myrtaceae. E uma planta de
porte arbdreo, aromatica, podendo atingir 10 metros de altura O fruto é do tipo baga, de
formato alongado, suculentos, vermelhos e comestiveis (AFONSO, 2012). Os cravos-da-
india utilizados na culinaria sdo os botdes florais (MARTINS et al., 1998). E uma especiaria
nativa da Indonésia (Moluku das ilhas da Indonésia) e cultivada em muitas partes do mundo
como Tanzania, Madagascar, Sri Lanka, india, China, Indonésia, Malasia, Brasil, Replblica
de Malgaxe, Jamaica e Guinea (TRAJANO et al., 2010; SINGH et al., 2012 ), sendo o estado
da Bahia o Unico produtor no Brasil desta especiaria de forma comercial (OLIVEIRA et al.,
2009).

O cravo-da-india (Caryophillus aromaticus L.) contém de 14 a 20% de 6leo volatil nos
botbes florais secos, sendo constituido de eugenol (70 a 95%), acetato de eugenol e o-
cariofileno (5 a 8%) (Tabela 5).
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Tabela 5. Composicdo e parte da planta utilizada para extracdo do 6leo essencial de
cravo-da-india

Nome Nome - Parte da Componente Comppsu;ao
B Familia e aproximada
comum cientifico planta principal (%)
Eugenol 0
Cravo da Eugenia _p 70-95%
P . Mirtéaceas Flor
India cariophyllata Acetato de 5 80
eugenol

FONTE: Bauer et al (2001).

O cravo-da-india é uma planta usada como tempero desde a antiguidade, sua espécie
tem sido explorada principalmente para extragdo industrial do 6leo essencial obtido dos
botdes florais, folhas e outras partes (COSTA, 2011).

Segundo Araujo (2005), Oliveira et al., (2009) e Costa et al., (2011), diversos estudos
comprovam a capacidade do Oleo essencial de cravo como antioxidante natural, anestésico
local e também sua capacidade bioldégica como desinfetante, germicida e fungicida, sendo
uma alternativa no tratamento pos-colheita, capacidade antimicrobiana frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e agdo anti-inflamatoria.

Tabela 6. Principais constituintes do 6leo de cravo

Componentes Botdes florais secos (%)
Eugenol 88,38
pB-Cariofileno 0,64
Acetato de eugenila 10,98

FONTE: Oliveira et al. (2009).

O eugenol, principal constituinte do dleo de cravo (Tabela 6), quimicamente
designado como 4-alil-2-metoxifenol, apresenta variacbes na concentracdo de
fenilpropandides de acordo com a porcdo do vegetal utilizado e a regido de cultivo (AFONSO
et al., 2012). Possui ponto de fusdo a -9 °C e ebulicdo em 253 °C, instabilidade diante do
contato prolongado com o ar com aumento da viscosidade e alteracdo de cor do amarelado
para avermelhado. Este composto apresenta baixa solubilidade em agua, sendo solGvel em
cloroférmio, alcool etilico, gordura e éter. Sua alta lipossolubilidade possibilita uma facil
absorcdo através das membranas lipidicas e rapido acesso ao local de acdo. E capaz de
penetrar nas membranas bioldgicas e atingir alvos intracelulares como as mitocondrias, onde
inibe a oxidacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), diminuindo os
niveis de adenosina trifosfato ATP (LINARD, 2008).

O eugenol possui diversas acGes farmacoldgicas comprovadas, sendo utilizado em
praticas odontoldgicas (antisséptico tdpico), analgésico, anestésico local, anti-inflamatorio,
cicatrizante, diminuicdo de bactérias presentes na boca, acdo bactericida aos cimentos
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obturadores de canais, tratamento de algumas enfermidades infecciosas na cavidade bucal
(ESCOBAR, 2002).

Os alimentos, com sua composi¢do intrinseca excelente para o desenvolvimento de
microrganismos, quando associado a praticas ndo adequadas no processamento e/ou no
armazenamento, proporcionam condi¢des favoraveis para o crescimento de microrganismos,
de espécies patogénicas, ou mesmo indesejaveis ao alimento e a satde do consumidor. Diante
disso e na busca por alternativas naturais de preservacdo dos alimentos, a uso de Oleos
essenciais nos alimentos torna-se um potencial sistema de bioconservagéo, prolongando a
vida Gtil e a mantencdo da qualidade em relacdo a suas caracteristicas microbioldgicas
(TRAJANO et al., 2009).

A acdo isolada de compostos como o eugenol oriundo de diferentes espécies vegetais
foi bem relatada na literatura no controle de microrganismos (FARIA et al., 2006), sendo um
poderoso composto frente as linhagens de Escherichia coli (ZAGO et al. (2009).

Scherer et al. (2009) observaram a redugéo significativa da taxa de crescimento dos
microrganimos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella
Enteritidis, Listeria monocytogenes e Staphylococcus epidermidis quando testado para o 0leo
essencial de cravo-da-india, evidenciando a acentuada atividade antimicrobiana. Para Burt
(2004), ha uma maior susceptibilidade dos microrganismos Gram-positivos em relagdo aos
Gram-negativos, embora alguns resultados diferentes possam ter sido relatados.

De acordo com Carvalho et al., (2009), o Oleo essencial de cravo mostrou ser
promissor no controle do Rhizopus spp., quando comparados aos fungicidas quimicos
utilizados em fruticultura. Pereira et al. (2006), observaram que o 6leo essencial de cravo é
um fungicida natural eficaz. Os autores concluiram, também, que o eugenol inibe
completamente o desenvolvimento de Aspergillus flavus e A. versicolor. De acordo com
Hoffmann et al. (1999), o 6leo essencial de cravo é excelente inibidor de crescimento de
microrganismos, como levedura e bactérias, na concentracdo de 10%, comprovando sua
eficiéncia antimicrobiana.

Segundo Barbosa (2010), o eugenol possui 0 seguinte mecanismos de acdo: a) inibe a
producdo de amilase e protease para os B. cereus, b) degradacdo da parede celular e lise
celular.

Além dos efeitos antimicrobianos, o cravo-da-india também apresenta importante
atividade antioxidante. Gulgin et al. (2012) avaliaram in vitro a atividade antioxidante do OE
de cravo-da-india, evidenciando sua eficiéncia, incluindo reducéo dos radicais DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS (2,2 -azinobis), indice de peroxidos, capacidade quelante
de metais, comparado com 0s compostos antioxidantes convencionais como BHA (butil
hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), a- tocoferol, podendo ser usado para minimizar ou
evitar a oxidacao lipidica em produtos alimentares.

3.4 Utilizacdo de Plastificante em Filmes

Plastificantes sdo moléculas geralmente pequenas (baixa massa molar), pouco volateis,
com um ponto de ebulicdo alto, miscivel e que competem com as ligacdes de hidrogénio e
interacdes eletrostaticas polimero-polimero (BANKER et al, 1996; CRUZ, 2000;
MANGAVEL et al., 2003). Quando adicionados a outro material altera suas propriedades
fisicas e/ou mecanicas (BANKER et al., 1996).

Filmes compostos essencialmente por amido sdo muito quebradicos, com isso se torna
essencial a adicdo de plastificantes, compostos estes que melhoram sua flexibilidade (MALI,
2004).
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McHugh e Krochta (1994) afirmam que polidis como sorbitol, glicerol,
polietilenoglicol sdo plastificantes efetivos devido a sua habilidade em reduzir as ligagGes de
hidrogénio internas, a0 mesmo tempo em que aumentam os espagos intermoleculares.

Os plastificantes devem ter compatibilidade com o biopolimero. Devem possuir pouca
ou nenhuma migracgdo para a superficie do material, alta resisténcia a extracdo por agua, 6leos
e solventes, baixa toxicidade e resisténcia térmica (KESTER e FENNEMA, 1986). Os mais
usados em combinagdo com os filmes de amido séo os polidis (glicerol e sorbitol), sacarose,
ureia e polietilenoglicol (GENNADIOS, 1992).

Os plastificantes possuem a capacidade de evitar as rachaduras do filme durante o
manuseio e armazenagem (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993), diminuindo possiveis
descontinuidades e zonas quebradicas (KROCHTA et al.,, 1994), além de melhorar a
adesividade do filme (LIN et al., 2000).

Quando sdo incorporados no processamento de plasticos visam aumentar a
flexibilidade, reduzir a viscosidade do material fundido, diminuir a temperatura de transicéo
vitrea e a rigidez do material (BENGTSSON et al., 2003). Segundo Janjarasskul e Krochta
(2010), o aumento da flexibilidade é causado pela reducdo das ligacdes de hidrogénio ao
longo das cadeias poliméricas, aumentando assim o espagamento intermolecular.

Sao considerados trés hipoteses para explicar o fendmeno da plastificagdo. A primeira,
que o plastificante atua como um lubrificante interno, reduzindo o atrito intermolecular,
possibilitando maior mobilidade entre as cadeias. Uma segunda, baseia-se no efeito de
solvatacdo dos sitios polares das cadeias poliméricas, reduzindo a atracdo intermolecular. E a
terceira, considera que o movimento das moléculas plastificantes, com baixa massa molar,
aumenta o volume livre do polimero, permitindo maior espaco para 0 movimento das cadeias
(STEVENS, 1993).

Tem sido demonstrado que os plastificantes reduzem a temperatura de transicéo vitrea
(Tg) e de fusdo (Tm) do amido, por facilitarem a mobilidade, através da reducdo das forcas
intermoleculares de coesdo na estrutura do sistema (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993;
MARZINOS et al., 2002). Este efeito sobre a Tg pode, em alguns casos, permitir um
processamento mais facil do material (MANGAVEL et al., 2003). Entretanto, devido ao
carater higroscépico dos plastificantes hidrofilicos, as propriedades de barreira ao vapor de
agua dos filmes sdo prejudicadas e tornam-se dependentes das condi¢des ambientais (DOLE
et al., 2004; MALI et al., 2004).

Agua também é considerada um plastificante em filmes hidrofilicos, resultando em
produtos com alto brilho (LIU et al., 2006). Porém, quando a plastificacdo € feita
exclusivamente pela dgua, existe um aumento da cristalinidade com o aumento da umidade.
Entretanto, quando o glicerol é empregado sob umidade constante e controlada, a velocidade
de recristalizacdo é reduzida, isto porque as interacfes amido-glicerol, provavelmente, atuem
reduzindo o nimero de interacdes amido-amido (RINDLAV-WESTLING et al., 1998).

Os plastificantes adicionados aos polimeros atuam como solventes, uma vez que suas
moléculas comecam a penetrar na fase polimérica, modificando seu arranjo conformacional.
Sendo o plastificante compativel com o polimero, toda a estrutura deste interage com as
moléculas do plastificante e provocando a separacdo entre as cadeias poliméricas,
ocasionando o aumento da mobilidade. Os grupos polares do plastificante interagem com 0s
grupos polares do polimero, enquanto que 0s grupos apolares atuam como espacadores entre
os dipolos, resultando em liberdade molecular e mantendo-se a coesdo global da estrutura
(MALI et al., 2010).

O glicerol (Figura 8) é o plastificante mais comumento utilizado na producdo de
biofilmes de amido. Desde 1959, é reconhecido como substancia atéxica, permitido como
aditivo em alimentos, e também considerado como substancia “GRAS” (Generally Regraded
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as Safe) pelo Food and Drug Administration dos Estados Unidos (MORRISON, 1994). No
Brasil, seu uso em produtos alimenticios é assegurado pela Resolucdo de n. 386, de 5 de
agosto de 1999 (BRASIL, 1999).

T
H—C—OH
H-C—OH
H—C—OH

;

Figura 8. Formula estrutural da molécula de glicerol.
FONTE: Mota (2009).

O glicerol apresenta uma infinidade de aplicaces, sendo utilizado na industria
cosmética, farmacéutica, alimenticia e quimica. O crescente aumento na produ¢do mundial de
biodiesel gera um aumento consideravel na disponibilidade da glicerina, podendo esta ser
purificada e utilizada pelos diferentes segmentos da industria. As principais aplicacdes do
glicerol podem estar: i) na industria quimica, como, por exemplo, insumo para a sintese de
resinas, ésteres e plasticos, responsaveis pelo consumo de 18 % do glicerol disponivel; ii) na
industria farmacéutica, como componente de capsulas, medicamentos, cremes e pomadas,
onde seu consumo € de aproximadamente 7 %; iii) em cosméticos por ser atdxico, nao
irritante, insipido e inodoro, tém sido amplamente utilizado como emoliente e umectante em
cremes para a pele, logcdes pds-barba, desodorantes, batons e maquiagens em geral. Essas
aplicacGes correspondem a 40% de seu consumo; iv) na industria alimenticia, cerca de 24 %
do glicerol € utilizado na composicdo de umectantes, além deconservar por mais tempo
bebidas e alimentos, tais como refrigerantes, balas, bolos, pastas de queijo e de carne e ragédo
animal seca; v) em outros usos (cerca de 11 %), no processamento de tabaco, a fim de tornar
as fibras do fumo mais resistentes e evitar o ressecamento das folhas, na composicdo dos
filtros de cigarros e como veiculo de aromas; e vi) na industria téxtil para amaciar e aumentar
a flexibilidade das fibras (ARRUDA, 2007).

A Europa e os Estados Unidos sdo, atualmente, os principais centros produtores de
glicerina proveniente do biodiesel. Em 2000, a producdo mundial de glicerol foi de 800 mil t.
e, N0 mesmo ano, a producdo advinda do biodiesel (Europa e EUA) foi de 80 mil t/ano, sendo
que, em 2002, esta producdo atingiu cerca de 200 mil t/ano. Naturalmente, a forte expansao
que hoje se verifica na indlstria de biodiesel causarda uma eventual reducdo no valor
comercial da glicerina que, mais barata, podera ser absorvida pelo mercado como insumo para
uma variedade de aplicaces até hoje ndo exploradas por razbes fundamentalmente
econdmicas.

Os plastificantes, dependendo da concentracdo utilizada, podem causar um efeito
chamado antiplastificante, isto é, ao invés de aumentar a flexibilidade e hidrofilicidade,
apresentam um efeito contrario (GAUDIN et al., 1999, 2000). Isto ocorre geralmente, quando
sdo empregadas pequenas concentragdes de plastificante (abaixo 20 g/100 amido), entdo o
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plastificante interage com a matriz polimérica, mas ndo em quantidade suficiente para
aumentar a mobilidade molecular, aumentando apenas o grau de interagcdes e a rigidez da
matriz, fendmeno fortemente dependente das condi¢cbes de armazenamento (MALI et al.,
2005; SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007).

O uso de glicerol é estrategicamente interessante, como um dos co-produto principal
de producéo de biodiesel. Ao encontrar novas alternativas para sua utilizagdo colabora-se para
0 desenvolvimento de préticas sustentaveis. Os grupos hidroxilas presentes no glicerol séo
responsaveis pelas interagdes inter e intramoleculares nas cadeias poliméricas,
proporcionando filmes com uma estrutura mais flexivel (SOUZA et al., 2010). Deste modo, a
associacdo de amido de mandioca com plastificantes como o glicerol pode promover
alteracdes nos materiais, 0 que justifica o estudo deste aditivo para desenvolver um potencial
alternativo e ecoldgico para o plastico sintético.

Geralmente, o segundo componente principal de um filme a base de amido é o
plastificante. Os agentes plastificantes s&o comumente utilizados para a producdo do amido
termoplastico, que inclui agua e glicerol (ALVES et al., 2007) e também outros poliois.

3.5 Utilizacédo de Vitamina C e Carotenoides em Filmes

Uma das tecnologias mais promissoras para preservar alimentos sensiveis a oxidagéo
sdo as embalagens ativas antioxidantes (OLIVEIRA et al., 2008; SOUZA et al., 2011;
SANTANA et al., 2012). Diversos antioxidantes vém sendo estudados para esta finalidade. O
interesse em fontes naturais de compostos antioxidantes € justificado pelos questionaveis
efeitos danosos a salde dos compostos sintéticos (JARDINI e MANCINI-FILHO, 2007).
Assim, o uso de polpa de acerola como fonte de vitamina C e carotenoides pode ser
promissor.

Baldwin et al. (1996) observaram em filmes a base de celulose com a adi¢éo de varios
antioxidantes, incluindo o &cido ascérbico, a reducdo do escurecimento e o da perda de agua
de macds cortadas. Do mesmo modo, Perez-Gago et al. (2006) relataram uma reducéo
substancial do escurecimento de macgds minimamente processadas ao usar um concentrado de
cera de abelha e proteinas do trigo no revestimento contendo acido ascérbico. Os autores
observaram uma melhoria significativa da eficiéncia de agentes antioxidantes quando
incorporados a formulacao.

Souza et al. (2011) trabalhando com filmes elaborados com amido de mandioca,
sacarose e acUcar invertido como plastificantes e polpas de manga e acerola, observaram
reducdo da oxidacdo do azeite de dendé embalado com esses filmes, constatado pelo baixo
indice de perdxido, dienos conjugados e teores de hexanal.

Zhong et al. (2011), utilizaram amido de kudzu, &cido ascorbico (0,5%) e agentes
tenso ativos, foi observado reducdo na formacéo de estruturas cristalinas, maior flexibilidade,
menor forca na tracdo, nos filmes formados.

Tapia et al. (2008) observaram que o acido ascorbico (1%) incorporado em filmes de
alginato e gellan ajudou a preservar o teor de &cido ascérbico natural em mamédo
minimamente processado, contribuindo assim para manter a qualidade nutricional do fruto
durante o0 armazenamento.

McHugh e Senesi (2000), observaram reducdo significante da umidade perdida, em
macas frescas cortadas, quando foram embaladas com filmes de puré de maca, cera de abelha,
glicerol, pectina, acido ascérbico e acido citrico.

Min e Krochta (2007) desenvolveram uma pelicula de recobrimento a base de proteina
do soro contendo &cido ascérbico para controle da oxidagdo em amendoim. Os resultados
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demonstraram que o recobrimento retardou significativamente a oxidagdo lipidica em
amendoins.

Rodriguez e Ca'novas (2003) preservaram fatias de péra Anjou minimamente
processadas do escurecimento de superficie usando revestimento a base metilcelulose
contendo acido ascorbico e acido citrico. Resultados semelhantes foram obtidos por Lee et al.
(2003), que estudaram o efeito de revestimentos comestiveis com carragena e proteina do
trigo concentrada em combinacdo com agentes anti escurecimento em fatias de maca
minimamente processada e observou que a incorporacdo dos &cidos ascorbico, citrico e
oxalico foi vantajoso na manutengdo da cor durante duas semanas.

Segundo Krinsky e Johnson (2005), os tratamentos térmicos, em geral ndo sdo
suficientes para promover a degradacdo total dos carotenoides, 0 que pode ser importante,
devido ao processo de obtencéo de filmes.

3.6 Utilizacdo de Oleo Essencial de Cravo em Filmes

Conforme ja apresentado anteriormente, a combinacdo de filme e agente
antimicrobiano (embalagem ativa) se torna eficaz na conservacdo de alimentos, pois
possibilita 0 aumento da vida util do alimento, impedindo ou inibindo o crescimento de
microrganismos indesejaveis (SUPPAKUL et al, 2003; WURLITZER, 2007). A
incorporacdo de substéncias antimicrobianas na embalagem pode controlar a contaminagéo
por meio da reducdo da taxa de crescimento populacional, permitindo estender a fase “lag” do
microrganismo alvo, prolongando a vida atil e mantendo a seguranca do produto (HAN,
2000).

Vaérias substancias tém sido testadas na averiguacdo de potenciais aplicacbes em
embalagens antimicrobianas de alimentos. Entre as substancias testadas estdo incluidos acidos
organicos (acido benzoico e sorbatos), enzimas (lisozima e glicose oxidase), bacteriocinas
(nisina e pediocina), 6leos essénciais, fungicidas (benomyl e imazalil), polimeros (quitosana),
extratos naturais, antibidticos (triclosan e compostos de prata) entre outros (JOFRE et al.,
2008; BASTARRACHEA, DHAWAN e SABLANI, 2011).

A acdo antimicrobiana das especiarias e seus 6leos essenciais tem sido amplamente
estudada, pelo apelo do uso de substancias naturais (ISMAIEL; PIERSON, 1990;
OUSSALAH et al. 2004; NERIN et al. 2006; ROJAS-GRAU et al 2007; SALMIERI e
LACROIX, 2006). Além do efeito antimicrobiano, alguns dleos essenciais, como o 6leo
cravo-da-india, apresentam também alta atividade antioxidante, relacionada, principalmente
com a presenca de compostos fendlicos, como o eugenol (LEMOS et al., 2005; FARIA et al.,
2006; FILGUEIRAS e VANETTI, 2006).

Diversos trabalhos vém incorporando o 6leo essencial de cravo em filmes objetivando
a capacidade antimicrobiana e ou antioxidante dos produtos por eles embalados.

Além do efeito antimicrobiano, Teixeira et al. (2013) observaram forte atividade
antioxidante do cravo-da-india. Resultado similar ao encontrado em antioxidantes sintéticos
como o BHT.

Hoffmann et al. (1999) observaram que o 6leo essencial de cravo na concentracdo de
10%, inibiu completamente o crescimento de S. aureus, fato também constatado por Lopez et
al. (2005) ao estudarem a atividade antimicrobiana de seis 0leos essenciais, comprovando a
eficiéncia do dleo de cravo.

GOmez-Estaca et al. (2010), observaram reducdo acentuada do crescimento de
bactérias Gram negativas na superficie de bacalhau durante armazenagem refrigerada,
utilizando filme a base de gelatina e quitosana incorporada com OE de cravo.
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Massilia et al., (2008) observaram que a adi¢do de cravo ou Seus compostos ativo
(eugenol) em 0,5% em filmes de alginato, aumentou o seu efeito antimicrobiano, reduzindo a
populacdo de E. coli 0157: H7 em mais de 4 log UFC/g, e estendeu a vida Util de magas Fuji
pelo menos por 30 dias.

Pereira (2001) concluiu que o cravo em pO causou inibicdo de 100% no
desenvolvimento micelial de Rhizopus spp.

Carvalho et al. (2009), avaliaram a eficiéncia de produtos alternativos, aplicados na
pos-colheita, no controle da podriddo-parda (Monilinia fructicola) e da podriddo-mole
(Rhizopus spp.) em péssegos e concluiram que os tratamentos com 6leo de cravo a 0,01%, e
didxido de cloro na dose de 0,1% reduziram a incidéncia e a severidade de Rhizopus spp.

Segundo Lara-Lledd, Olaimat e Holley (2012), algumas estratégias tém sido
empregadas para incorporacdo de agentes antimicrobianos a filmes poliméricos. Em filmes
produzidos por casting, o agente antimicrobiano é incorporado diretamente a solugdo
filmogénica, ja no caso da extrusdo o agente antimicrobiano pode ser incorporado diretamente
durante o processamento (PIRES; PETZHOLD; SANTOS, 2014).

Todos esses relatos, afirmam de forma conclusiva o potencial antimicrobiano e
antioxidante do cravo-da-india e seu 0leo essencial.

3.7 Técnicas de Producéo de Filmes

Entre uma grande variedade de tecnicas, moldagem por injecao, extruséo (incluindo as
técnicas de coextrusdo), moldagem por sopro (extrusdo-sopro e inje¢do-sopro), moldagem por
compressdo, calandragem, termoformagem a vacuo, moldagem rotacional (ou rotomoldagem)
para a producéo de filmes, sendo o casting e a extrusdo as mais utilizadas.

A técnica casting (onde os filmes sdo formados pela evaporagdo de solvente em um
suporte) vem ha algum tempo sendo bastante utilizada na pesquisa de filmes biodegradaveis
e/ou comestiveis a base de amido, mostrando dentro do perfil laboratorial, bons resultados
(ROCHA, 2014; NASCIMENTO, 2012; FARIAS, 2012; VICENTINI; SOBRAL; CEREDA,
2002; ZHAI et al., 2003). Entretanto essa técnica apresenta algumas desvantagens como:
longo tempo de secagem e dificuldade de producdo de filmes de grandes dimensdes. Em
escala industrial, estas desvantagens tornam essa técnica impraticavel (ZHAI et al., 2003).

De acordo com Fishman et al. (2000), uma solugédo para o problema é a utilizacdo do
processo de extrusdo para a producdo em escala industrial, tendo como vantagens a rapidez e
menor custo de producdo. Fato importante a considerar € que o processo de extrusdo ja é
utilizado na producdo de embalagens sintéticas convencionais, como as de polietileno,
polipropileno, polietileno, tereftalato e outras.

Diversos polimeros biodegradaveis tém sido processados por extrusdo e a técnica tem
se mostrado eficiente para estes sistemas, como exemplo, amido de mandioca (FISHMAN et
al., 2000; RINDLAV-WESTLING et al., 2002; MULLER; LAURINDO; YAMASHITA,
2011), amido de batata (THUNWALL et al., 2008), blendas de amido termoplastico com poli
(L-4cido latico) (SHIRAI et al., 2014), zeina (WANG; RAKOTONIRAINY; PADUA e
WANG, 2003), gelatina (PARK et al., 2008; LIU et al., 2006).

A extrusdo é um processo de tratamento térmico que por uma combinacdo de calor e
trabalho mecénico modifica profundamente as matérias primas possibilitando novas formas e
estruturas com novas caracteristicas funcionais e nutricionais. O processo promove a
gelatinizagdo do amido, a desnaturagdo e reorientacdo das proteinas, a inativacdo enzimatica,
a destruicdo de substancias toxicas tais como os inibidores das proteases e a diminui¢do da
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contagem microbiana para formar um produto de caracteristicas fisicas e geométricas pré-
determinadas (SEBIO, 1996).

O processo de extrusdo permite a termoplastificacdo de um material sélido pela
aplicacdo de calor e trabalho mecanico, sendo, portanto, o principal processo para obtengédo
dos bioplasticos. E um processo altamente versatil, em que o extrusor pode se comportar
como um trocador de calor, devido as trocas térmicas que ocorrem entre 0 material a ser
extrusado e o equipamento. Em condicfes de altas temperaturas (até 250°C), altas pressfes
(até 25 MPa) e curto espaco de tempo (0,5 a 1 min), o extrusor desempenha também a funcédo
de um reator quimico de processamento de polimeros termoplasticos ou de alimentos. A
transformacdo do material durante o processo de extrusdo ocorre em trés etapas: a
plastificacdo, onde o material sélido em qualquer estado nativo, torna-se um liquido
homogéneo pela fusdo, como processo fisico principal; a modelagem do material em estado
fundido pela passagem atraves da matriz; e por fim, o cozimento e a texturizagdo do produto
(COLONNA et al., 1987; OLKKU, LINKO, 1997).

O processo de extrusdo de amidos causa uma ampla variedade de mudancas nas
estruturas morfologica e molecular dos granulos de amido devido a dissipacdo de energias
térmica e mecanica (BRUMMER et al., 2002). O amido quando convertido em material
termopléastico, mantém seu carater biodegradavel e constitui uma interessante alternativa para
polimeros sintéticos (TEIXEIRA, 2007).

O processo de extrusdo apresenta vantagens como versatilidade, alta qualidade do
produto final, baixo custo de producdo, produtos com formas geométricas variadas e a ndo
liberacdo ou formacéo de efluentes (SMITH, 1976).

O extrusor é um equipamento que consiste de um ou dois parafusos de Arquimedes que
giram dentro de um cilindro encamisado subdivido em se¢des sob condicdes de alta
temperatura, pressdo e de forcas de cisalhamento (BARUFFALD, 1998; BERRIOS et al.,
2013).

O parafuso ou rosca € a parte essencial do extrusor, possibilitando uma mistura continua
do material conduzindo-o pelo cilindro, gerando friccdo mecénica e calor, regulando a
qualidade final do produto (GUY, 1988). Divide-se em trés zonas: a zona de alimentacao que
recebe e transporta a massa para as zonas seguintes, a zona triboldgica onde o material
comeca a ser compactado pelo aumento da compressao e grande parte da energia mecénica é
dissipada, causando aumento rapido da temperatura e a transformacdo da massa da forma
granular para uma forma plastica e a zona reoldgica, onde as variaveis temperatura, pressao e
taxa de cisalhamento atingem o0 maximo e o comportamento da massa é ditado pelas relagcdes
reologicas (HARPER, 1992). A porcdo final do extrusor, estd acoplado a matriz e o
mecanismo de corte, este sendo constituido por laminas horizontais ou verticais (GUY, 1988).

A mistura dentro do canhdo absorve calor por dissipacao de energia mecéanica aplicada
ao parafuso. O calor pode também advir através do aquecimento elétrico ou de uma camisa de
vapor ao redor do cilindro. O controle da temperatura em cada uma das zonas do extrusor
pode ser feito através de serpentinas de ar comprimido ou camisas de agua fria. Diversos
cilindros vém equipados, para o controle do processo, com sensores de pressao e temperatura.
(BORSCHIVER et al., 2008).

Na extrusdo, parametros como temperatura, umidade, rotacdo do parafuso, velocidade
de alimentacdo, didmetros da matriz, tempo e temperatura de secagem, entre outros fatores
sdo aspectos importantes que devem ser monitorados cuidadosamente para se obter produtos
de alta qualidade (ASCHERI, 2006; YU et al., 2006; ASCHERI, 2011).

Também, a composicdo da matéria-prima, o tamanho de particula e teor de umidade
influenciam diretamente na viscosidade do produto no extrusor, determinando as condicgdes de
operacéo e a qualidade final do produto (FELLOWS, 2006).
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A umidade do material a ser extrusado pode afetar a estrutura celular e a fragilidade dos
produtos obtidos (COLONNA et al., 1984; ONWULATA et al, 2001). Durante o
aquecimento e cisalhamento, o aumento da umidade diminui o grau de degradacdo do amido
(VAN DEN HEUVEL et al., 1990).

A relevancia da uniformidade das particulas na extrusdo estd relacionada com a
uniformidade no condicionamento das mesmas, isto baseado no principio da difusividade da
agua, em que as particulas de menor tamanho serdo as que mais rapidamente absorverdo agua
em detrimento das outras (ASCHERI, 2011), resultanto em coc¢do uniforme do produto. Caso
contrério, o produto final poderd apresentar particulas com diferentes graus de coccdo,
diminuindo a qualidade do produto na aparéncia e na palatabilidade (ASCHERI, 1994).

A temperatura do canhdo também pode influenciar muito a qualidade do produto final,
pois a utilizacdo de temperaturas elevadas provoca alto grau de cozimento do produto na saida
da matriz, que pode mostrar sinais de expansdo, como bolhas de ar nas pecas. O excesso de
calor junto a outros fatores degrada a matéria-prima a compostos de menor massa molar,
como polimeros livres, amidos rompidos, oligossacarideos e aglcares simples. Torna-se
essencial a monitorizacdo de cada zona do canhdo a fim de atingir a temperatura requerida e
controlar o excesso de calor (ASCHERI et al., 1995).

A velocidade no parafuso é outro fator que afeta a qualidade do protudo. E
proporcional a taxa de cisalhamento e uma maior velocidade do parafuso possibilita um maior
grau de cozimento do material, menor tempo de resisténcia. A qualidade no produto final
dependera da possibilidade de utilizacdo dos niveis 6timos destes parametros (ASCHERI,
2011).

A matriz pode apresentar diversas configuracfes, com a finalidade de moldar o produto
de forma especifica e funcionar como um restritor de fluxo, mantendo a pressdo na zona de
coccdo (GUY, 1988). A mudanca da matriz pode influenciar drasticamente a taxa de
cisalhamento.

Vaérios autores ja relataram a eficiéncia em extrusar polimeros biodegradaveis, como
foi observado por Fakhoury et al. (2013) com blendas de amido e gelatina por prensagem
seguida por sopro e extrusdo seguida por sopro e por Krishna et al. (2012) em filmes de
gelatina extrusados e prensados. Concordando com os resultados obtidos por Flores et al.
(2010) e Melo et al. (2011) com filmes de amido de mandioca, goma Xantana, glicerol e
sorbato de potéssio por extrusdo e sopro e também por Fishman et al. (2000), trabalhando
com filmes de amido, pectina e glicerol por moldagem e extruséo.

Muiller; Laurindo; Yamashita (2011) utilizaram amido de mandioca, Shirai et al.,
(2014), blendas de amido termoplastico com poli (L-acido latico) e Wang; Rakotonirainy;
Padua (2003) trabalharam com zeina. Soares et al. (2013) produziram laminados de amido de
mandioca, PLA e glicerol por extrusao.

3.7.1 Comportamento reologico das solu¢es filmogénicas

Reologia pode ser definida como a ciéncia que estuda 0 comportamento mecanico dos
materiais quando em processo de deformacédo devido a um campo de tensdes. Importante nos
fendmenos relacionados a transferéncia de massa que tem lugar nos processos industriais, as
caracteristicas reologicas sdo também imprescindiveis na otimizacdo, no controle e nos
calculos de processos. Esses conhecimentos servem, igualmente, para o desenvolvimento de
produtos e correlacdo de pardmetros fisicos e sensoriais (BEZERRA, 2000).

30



A deformacdo ocorre no caso de a matéria estar no estado solido e o escoamento,
quando a matéria esta no estado liquido. A propriedade reoldgica de interesse no caso dos
solidos é a elasticidade e, no caso dos liquidos, é a sua viscosidade (DINIZ, 2009).

Todos os produtos liquidos derivados de frutas sdo sistemas bifasicos, compostos por
particulas solidas dispersas em um meio aquoso. Alguns apresentam escoamentos
newtonianos, embora a maioria flua com caracteristicas pseudoplasticas, mostrando, por
vezes, uma resisténcia inicial ao fluir e/ou uma dependéncia do tempo. A variabilidade do
comportamento reoldgico estd relacionada com a alteragdo estrutural provocada pelo
cisalnamento (COSTELL e DURAN, 1982).

Em ensaios estacionarios, as suspensdes de amido e o0s géis apos a gelatinizacdo, se
comportam como fluidos pseudoplasticos. Quando gel de amido ou uma suspensdo é
submetida a um campo de deformacdo em cisalhamento simples, ele apresenta uma
resisténcia ao escoamento. A grandeza que indica tal resisténcia € conhecida como
viscosidade em regime permanente de cisalhamento ou simplesmente viscosidade n(y). A
viscosidade é a propriedade reoldgica mais importante no processamento de polimeros
fundidos, pois descreve as propriedades de escoamento de um fluido, ou seja, o atrito das
camadas internas dentro do fluido que impde resisténcia ao escoamento (FARROS, 2008).

E importante o conhecimento das propriedades reoldgicas das solucdes formadoras de
filme para o desenho das operag6es de processo (PERESSINI et al., 2003; FARROS, 2008).

3.8 Propriedades dos Filmes
3.8.1 Aspecto visual

Uma das mais importantes propriedades de um filme esté relacionada a sua aparéncia
e pode ser obtida por observagdes visuais e tacteis. O filme deve apresentar uma superficie
continua e homogénea, ou seja, ndo deve apresentar fissuras apos o processo de secagem, nem
particulas insoluveis ou poros abertos (CARVALHO, 1997). A coloracdo deve ser uniforme,
ndo devendo apresentar areas com coloracdes mais escuras ou mais claras.

3.8.2 Espessura

Definida como a distancia perpendicular entre as duas faces de uma mesma superficie.
A espessura de um filme deve ser a mais homogénea possivel para evitar problemas
mecanicos e de conservacdo. Portanto, protocolos e cuidados devem ser estabelecidos
durante o processamento dos materiais, com o objetivo de garantir a homogeneidade das
espessuras entre as amostras para efeito de comparacdo (GENNADIOS et al. 1993;
SARMENTO, 1999).

E um importante pardmetro de medida, pois é a base para varias propriedades dos
filmes, incluindo as mecanicas e as de permeabilidade (XIE et al., 2002). A alteracdo da
permeabilidade ao vapor de dgua devido a alteracdo da espessura deve-se a mudancas
estruturais causadas pelo inchamento da matriz hidrofobica, podendo influenciar a permeacéo
(PARK, CHINNAN, 1995).

31



3.8.3 Atividade de agua

A atividade da agua define-se como a relagdo entre a pressdo de vapor de um alimento
em relagdo a pressdo do vapor de 4gua pura & mesma temperatura e varia de 0 a 1. E um dos
parametros mais importantes para a industria de alimentos, pois através da atividade de agua
pode-se explicar a estabilidade do produto pela determinacdo da disponibilidade de agua
existente (agua livre), visto que essa dissociacdo permite a previsdo das condicBes da
participacdo dessa agua em reacdes quimicas e enzimaticas ou do crescimento microbiano. E
um pardmetro inteiramente ligado a umidade do alimento, permitindo assim determinar sua
capacidade de conservacdo. A atividade de agua de um alimento pode ser reduzida
aumentando a concentracdo de solutos na fase aquosa dos alimentos, mediante a extracdo da
agua (liofilizacdo) ou mediante a adi¢do de novos solutos.

A atividade aquosa junto a temperatura, 0 pH e 0 oxigénio, sdo os fatores que mais
influenciam na estabilidade dos produtos alimenticios. Sendo assim, quanto menor a atividade
de agua do filme, menor teor de &gua disponivel para outras atividades bioldgicas, logo um
alimento menos suscetivel a degradacéo.

3.8.4 Permeabilidade ao vapor de agua

Segundo a ASTM E96-95, permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é a taxa de
transmissdo de vapor de agua por unidade de area através do filme, de espessura conhecida,
induzida por um gradiente de pressdo entre duas superficies especificas, de umidade relativa e
temperatura especificada (ASTM, 1990). E uma propriedade de barreira muito importante, ja
que a facilidade que um polimero possui de limitar as transferéncias entre o ambiente e seu
contetdo é definida como barreira.

A escolha do polimero apropriado depende da propriedade de barreira que esse pode
oferecer. A qualidade do alimento desde o pds-colheita até o consumidor final € uma das
preocupacoes da atualidade (MARTIN-POLO et al., 1992) e a migracdo de vapor de agua é
um dos principais fatores que podem contribuir para essa alteracdo, tanto sensorialmente
quanto relacionado a estabilidade de estocagem (KAMPER e FENNEMA, 1984; GONTARD
et al., 1994; CHEN, 1995).

O percentual de umidade pode influenciar nitidamente as reaces quimicas e
enzimaticas, propriedades de textura e estabilidade microbiana e fisica dos alimentos
mudando drasticamente sua qualidade durante o processamento e/ou estocagem. Com o
intuito de maximizar a vida Util do produto, por vezes se torna necessario limitar a migracao
de umidade através embalagens capazes de inibir a transferéncia da molécula de agua
(MARTIN-POLO et al., 1992; GONTARD et al., 1996).

Carulo (2005) define o coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua como a
transferéncia do vapor permeante através de um material. Em materiais poliméricos esta
transferéncia ocorre por difusdo molecular, conforme as seguintes etapas: movimento do
permeante para a superficie da estrutura do filme e sua absorcdo na matriz polimérica; difusdo
através de “espagos livres” formados pelo movimento da cadeia polimérica do filme ou na
propria fabricacdo; e dessorcédo a partir da superficie do filme e sua consequente dispersdo no
ar. O processo de difusdo em um sistema que relaciona polimero/solvente depende da
natureza quimica, tamanho, configuracdo da molécula penetrante e do movimento molecular
da cadeia do polimero na matriz do filme. A PVA é uma das mais importantes propriedades
relacionadas a filmes destinados a embalagens de alimentos (MILTZ, 1992). A principal
funcdo de uma embalagem € impedir a transferéncia de umidade entre o alimento e a
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atmosfera circundante ou entre dois componentes de um produto alimenticio, entdo é
interessante que a PVA seja a menor possivel. Fatores como a concentracdo de plastificante, a
morfologia e integridade do filme, caracteristicas da molécula permeante, as interacfes entre
cadeias poliméricas (mobilidade), os raios entre as zonas amorfas e cristalinas e o grau de
reticulagdo podem afetar intensamente a permeabilidade ao vapor de &gua em filmes
biodegradaveis (KESTER e FENNEMA, 1986; MEI e ZHAO, 2003).

Filmes de frutas exibem baixa barreiras a difusdo do vapor de agua,
barreira eficaz semi-permeavel aos gases, criando uma atmosfera modificada, quando
aplicado as frutas e produtos vegetais (BALDWIN, 1994).

Um dos principais problemas enfrentados na obtencdo de filmes a base de amido é a

alta permeabilidade ao vapor de adgua. Nesse sentido, diversas pesquisas vém incorporando
outras matérias-primas, com o0 objetivando a reducdo dessa propriedade, tentando a
proximidade em valores a permeabilidade dos materiais oriundos do petréleo.
Na avaliagdo da PVA de filmes a base de amido, observa-se uma relacdo direta entre a
permeabilidade ao vapor de dgua com a concentracao do plastificante e a espessura do filme.
Este fato pode ser explicado nos termos das variagcbes no nimero de potenciais interacdes
intermoleculares na estrutura do filme, pois o plastificante (glicerol) devido a sua natureza
hidrofila, favorece a permeabilidade ao vapor de agua, elevando a taxa da difusdo da agua
dentro do filme, permitindo a maior mobilidade do polimero.

3.8.5 Propriedades Mecanicas

A resisténcia a tracdo, deformacdo na tragdo e modulo de elasticidade ou modulo de
Young sdo parametros relacionados as propriedades mecénicas dos filmes com suas estruturas
quimicas (MCHUGH e KROCHTA, 1994). As principais propriedades mecéanicas a serem
avaliadas nos bioplasticos séo a resisténcia a tracdo, que expressa a forca maxima suportada
pelo filme durante um teste de resisténcia, a elongacdo, que é a habilidade do filme em
estender até a ruptura e 0 modulo de elasticidade (mddulo de Young) que € a relacdo linear
entre a tensdo aplicada e a deformacdo sofrida e é determinado pela inclinagdo da curva de
tensdo versus deformacdo na regido elastica (GENNADIOS et al, 1994; WARD e
HARDLEY, 1998). Estes filmes devem ainda proteger o alimento quanto ao manuseio e
transporte, mantendo a integridade da sua resisténcia a ruptura e a abrasdo, sendo flexivel
suficiente para adaptar-se a eventuais deformaces no alimento sem dano mecanico. As
propriedades mecéanicas refletem a capacidade dos filmes e revestimentos em manter uma
boa integridade.

Uma alta resisténcia a tracdo € desejada em filmes a base de biopolimeros, enquanto
que o valor da elongacdo ird depender do tipo de aplicacdo, jA que para manter a sua
integridade e propriedades de barreira, um filme deve tolerar a tensdo normal encontrada
durante a sua aplicacdo, além do transporte e manuseio (GONTARD et al., 1994).

A natureza do material utilizado, sua coesdo estrutural e a afinidade do polimero em
formar fortes e numerosas ligagdes a nivel molecular entre as cadeias poliméricas irdo
influenciam as propriedades mecéanicas dos filmes. Esta afinidade dependera da extensao da
cadeia polimérica, da sua geometria, da massa molar e da natureza e posicao de grupamentos
laterais (GONTARD, 1991).

Uma importante propriedade dos filmes poliméricos € sua resposta a aplicacdo de uma
forca, indicada por dois tipos principais de comportamento: o elastico e o plastico. A maioria
dos filmes poliméricos sintéticos demonstra uma combinagdo dos comportamentos elastico e
plastico, apresentando comportamento plastico apds o limite elastico ter sido excedido.
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3.8.5.1 Teste de Tragéo

O teste de tracdo expressa a resisténcia do material ao alongamento e ao rompimento,
quando submetido a tracdo. Esse comportamento é registrado através de uma curva
caracteristica de tensdo de tracdo versus deformacgdo. No inicio, 0 material oferece resisténcia
crescente a solicitagdo de tracdo, que provoca seu alongamento. A partir dai 0 aumento de
resisténcia passa a ser menor para um mesmo aumento de deformacdo até o ponto de
escoamento, a partir do qual é possivel alongar o filme sem que este responda com um
aumento de resisténcia. Continuando o alongamento, o material resiste até que ocorra sua
ruptura (SARANTOPOULOS, 2002) (Figura 9).
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Figura 9. Curva caracteristica da relacédo resisténcia a tracéo versus deformacéo
Fonte: Miltz (1992).

A resisténcia a tracdo, geralmente expressa em MPa, N/m? ou kgflcm?, é a relacéo
entre a forca, medida pela area transversal inicial do corpo de prova. Ja o fator de ruptura,
geralmente medido MPa, N/m? ou kgf/cm?, é a relacdo entre a forca maxima de tracdo por
unidade de largura inicial do corpo de prova. A porcentagem de alongamento (deformacao na
tracdo) é a relacdo entre o alongamento do corpo de prova e seu comprimento inicial, podendo
ser determinada para a situacdo de ruptura (SARANTOPOULOS, 2002).

As medicbes de tensdo na ruptura e deformacdo na ruptura sdo conduzidas de acordo
com o0 método padrdo de propriedades de tracdo de filme plastico fino (ASTM, 1993), com a
utilizacdo de um instrumento universal de teste mecénico, o Instron ou o texturdmetro.

A razdo entre a tensdo e a deformacdo dentro do limite elastico do corpo de prova é
determinada através do modulo de elasticidade em que a deformacéo € totalmente reversivel e
proporcional a tracdo (MANO e MENDES, 1999).

Vaérios trabalhos mostraram a relacdo entre a adicdo de plastificantes e 6leos nas
propriedades de tracdo (ANDRADE, 2000; MALI; GROSMANN, 2003; MALI et al., 2006;
GODBILLOT et al., 2006; ALVES et al., 2007; SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007).
Em geral, com apresenca de plastificantes, ocorre uma reducdo na resisténcia, no médulo de
elasticidade e 0 aumento da deformacdo, pois a presenca de plastificantes diminui a densidade
das interacbes, aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas e consequentemente,
tornando os filmes menos resistentes e mais elésticos.

Rojas et al. (2010), avaliando o efeito da incorporacdo de Gleos essenciais nas
propriedades mecénicas de biofilmes de zeina, verificou que o aumento da concentra¢do de
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6leos essenciais, possibilitou uma menor tensdo maxima de ruptura e um aumento nos valores
de elongacdo dos filmes. Desse modo, conclui-se que, um teor maior de 6leos essenciais no
filme, atua como um plastificante, proporcionando maior mobilidade entre as cadeias
poliméricas.

Rojas-Grau et al. (2007) constataram que a deformacéo de filmes com puré de maca,
alginato e glicerol aumentou em todos os filmes com a adicéo de 6leos essenciais.

Sousa et al. (2013) evidenciaram reducdo da resisténcia e deformacdo na tracdo de
filmes de amido de mandioca incorporados com 6leo essencial de canela, plastificados com
glicerol, quando comparados ao controle (sem o Gleo).

3.8.5.2 Teste de Perfuracéo

Forca de perfuracdo € a forca necessaria em Newton (N) para que um dispositivo
perfure a superficie do filme.

A realizacdo do teste compreende a perfuracdo do material por uma sonda cilindrica, a
qual desce perpendicularmente a superficie do filme, fixado na base do equipamento, até
ocorrer 0 seu rompimento (Figura 10). A forca aplicada pela sonda em funcdo de seu
deslocamento é registrada em um gréafico, onde a altura do pico se traduz pela forca de
ruptura, expressa em Newton e a medida do deslocamento da sonda entre 0 momento onde ele
toca o filme e onde o filme se rompe, se traduz pela deformacdo do filme (expressa em %)
(VICENTINI, 2003; PATIL et al., 2005).

F
Fime oa
posigio iicial ‘L

Filme no
pooto de ruptura

Base do equipamento

Figura 10. Representacdo esquematica do teste de perfuracdo na ruptura dos filmes.
FONTE: adaptado Vicentini (2003).

A deformacdo na perfuracdo estd relacionada ao comprimento inicial do filme.
Quando se aplica determinada forca sobre a superficie do filme, este pode resistir até
determinado instante, mantendo a sua estrutura por uma elongacdo até que esta se rompa
(SOBRAL et al., 2001).

Diversos trabalhos mostraram a relagdo do uso de 0Oleo essencial e plastificante na
perfuracdo de filmes de amido/proteina (ROJAS-GRAU, 2007).
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3.8.6 Cristalinidade

Os raios X séo radiacGes eletromagnéticas, com comprimento de onda da ordem de
10" m a 107 m (Figura 11) (RUSSEL, 1994). Sua espectroscopia atdmica est4 baseada nas
medidas de emissdo, absorcdo, espalhamento, fluorescéncia e difracdo da radiagcdo
eletromagnética (MARTINS, 1998). Solidos e liquidos podem apresentar-se estruturados,
espacialmente organizados, sendo capazes de difratar um feixe de raios X. A esta regularidade
estrutural denominamos cristais, comum em produtos sélidos. Liquidos cristalinos também
apresentam esta caracteristica, como 0s cristais liquidos e, mesmo substancias ndo cristalinas,
podem apresentar algum grau de estruturacdo, dando origem a bandas de difragdo ndo tdo bem
definidas (CANEVAROLO, 2004).

Dentre as varias técnicas de caracterizacdo de materiais, a difratometria de raios X € a
mais indicada na determinacdo das fases cristalinas presentes em materiais poliméricos. Isto é
possivel porque na maior parte dos solidos (cristais), 0os a&tomos se ordenam em planos
cristalinos, separados entre si por distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos
de onda dos raios X. Ao incidir um feixe de raios X em um cristal, 0 mesmo interage com 0s
atomos presentes, originando o fendmeno de difragdo (CANEVAROLO, 2004).

Os raios X sdo difratados por um cristal porque os elétrons dos seus atomos absorvem
a radiacdo e entdo servem como fontes secundarias que reemitem radiacOes em todas as
direcGes. As ondas reemitidas reforcam-se mutuamente em algumas direcGes e se cancelam
em outras (RUSSEL, 1994).

Segundo a lei de Bragg (A=2d sene), a difra¢do de raios X pelos cristais resulta em um
processo em que 0s raios X sdo dispersos pelos elétrons dos atomos sem mudanga do
comprimento de onda. Um elétron de um atomo € influenciado pelos raios X excitado em um
campo flutuante, tornando-se uma fonte de ondas eletromagnéticas de mesma frequéncia e
comprimento de onda que os raios incidentes. Desta forma, o elétron do atomo dispersa o
feixe incidente combinando-se para difratar a radiacdo X.
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Figura 11. Espectro eletromagnético

As vantagens da técnica de difratometria de raios X para a caracterizacdo de fases
destacam-se pela simplicidade e rapidez do método, a confiabilidade dos resultados obtidos, a
possibilidade de analise de materiais compostos por uma mistura de fases e uma analise
quantitativa destas fases (ALBERS et al., 2002).
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A difracdo de raios X em filmes tem sido usada para acompanhar a estabilidade
estrutural dos filmes ao longo do tempo, através da avaliagdo do percentual amorfo e
cristalino do material.

3.8.7 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de filmes ativos é uma técnica bastante
utilizada. O método de difusdo em &gar é a técnica mais difundida de avaliacdo da atividade
antimicrobiana de OEs, sendo reconhecido como preciso e confidvel, embora produza
resultados qualitativos, nem sempre reprodutiveis (KALODERA et al., 1995). De acordo com
este método, placas de Petri de 5 a 12 cm de didmetro sdo preenchidos com 10 a 20 mL de
agar, sendo inoculado com o microrganismo a ser testado. Duas formas de incorporacdo do
OE sdo possiveis, em disco de papel ou em pocos perfurados no agar. Séries de placas de
Petri com discos de papel ou pocos contendo diferentes concentragdes do OE sdo incubadas.
A eficacia do OE é demonstrada pelo tamanho da zona de inibi¢do do crescimento do micro-
organismo em torno do disco ou poco, sendo usualmente expresso como o didmetro dessa
zona, em cm ou mm, podendo ou néo ser incluida a area correspondente ao disco de papel ou
poco (KALEMBA e KUNICKA, 2003).

Os testes de atividade antimicrobiana sdo classificados como: difusdo, diluicdo ou
bioautograficos (BURT, 2004). A literatura, embora sem padronizacdo para avaliar a
atividade antibacteriana de possiveis conservantes em relagdo a microrganismos com
alimentos, descreve os principios e praticas destes métodos (DAVIDSON e PARISH, 1998).

Em decorréncia a volatilidade, insolubilidade em &gua e complexidade dos mesmos,
testes e avaliacOes da atividade antimicrobiana de OEs sdo complexos. Os OEs devido a
natureza hidrofobica e a alta viscosidade, dificultam a capacidade de diluicdo ou causam
distribuicdo desigual do 6leo no meio (mesmo na presenca de emulsificantes) (KALEMBA e
KUNICKA, 2003), como também, os longos periodos de incubacdo, durante o periodo de
testes, podem resultar na evaporacdo ou decomposicéo de alguns dos componentes.

O método de difusdo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para testes
de susceptibilidade antibacteriana (CLSI, 2009), utilizado na avaliacdo de antibidticos, foi
modificado para uso com OEs. E um dos métodos mais amplamente utilizados para o ensaio
de susceptibilidade microbiana, devido a simplicidade da realizacdo e interpretacdo dos
resultados, além de ser um método reconhecido e recomendado pelo CLSI. Esse método,
modificado e padronizado por Bauer et al. (1966), basea-se nos principios de difusdo
inibitéria de agentes antimicrobianos em um meio de cultura apropriado contendo o agente
patdgeno a avaliar. Aonde, pequenos discos de papel de filtro com 6mm de diametro
impregnados com o 6leo essencial a ser testado sdo dispostos em uma placa de Petri contendo
agar Mueller Hinton solidificado, e sobre o qual encontram-se inoculadas 0s microrganismo a
serem testados, sendo em seguido incubados por 18 a 24 horas em estufas a 35 °C. Durante
esse periodo, o agente antimicrobiano ira difundir pelo meio e atuara negativamente sobre o
crescimento do microrganismo, o qual sera visualmente identificado pelo aparecimento de
uma area em volta do disco contendo o 6leo onde as cepas ndo se desenvolverdo, denominada
halo de inibicdo. Quanto maior for o seu didmetro, mais susceptivel € o microrganismo
(TAVEIRA et al., 2004).

No entanto, a comparacdo dos resultados encontrados na literatura fica dificultada,
tendo em vista os fatores que podem afetar os resultados, como método de extracdo do 6leo,
volume do indculo, fase de crescimento do microrganismo, meio de cultura, tempo de
incubacgéo, temperatura, entre outros (BURT, 2004).
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3.8.8 Toxicidade dos Filmes

Um método que atualmente vem sendo bastante utilizado para determinacdo de
toxicidade de materiais é o teste bioensaio com Artemia salina (MEYER et al., 1982).

A Artemia salina é um invertebrado que quando na forma de larva, possui de 8 a 10
mm de comprimento, pertence a familia Artemiidae. E um micro-crustaceo que habita as
aguas salinas, conhecida como camardo de salmoura, amplamente usado como alimento para
peixes. E de facil cultivo e pode viver por meses, possuindo quatro estadios de
desenvolvimento: ovo, nduplios, metanauplios (Figura 12a e 12b) e adulto. De acordo com
Meyer et al. (1982), este micro-crustaceo através de uma metodologia oficial vém sendo
utilizado na avaliacdo in vivo da toxicidade de vegetais.

E considerado um teste simples, sensivel, preciso, rapido e de baixo custo. Através
deste é possivel determinar a DL50 (dose letal), que é a dose necesséria para causar a morte
de 50% de uma amostra em estudo (BEDNARCZUK et al., 2010). Segundo Klassen et al.
(2001) com base na dose por unidade de superficie corporal, os efeitos toxicos no homem
estdo consideravelmente nos mesmos limites que os observados nos animais de laboratdrio,
sendo possivel descobrir possiveis riscos aos humanos.

L

Figura 12. Estadios de desenvolvimento da Artemia salina:
nauplio (a) e metanauplio (b).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

(i) Amido de mandioca ou polvilho doce (Manihot esculenta, L.) foi obtida no comércio local
da cidade do Rio de Janeiro, da marca Yoki® (Paranavai, Parana, Brasil).

(ii) Polpa de acerola integral comercial congelada marca Doce Vida (Anapolis, Goias, Brasil).
(iii) Glicerina P.A. marca Vetek (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil).

(iv) Oleo essencial de cravo (Eugenia caryophyllus) (bot&o) obtido pelo método de destilacio
por arraste a vapor da marca comercial FERQUIMA® Industria e Comércio LTDA (Tijuco
Preto, Vargem Grande Paulista, SP).

(v) Os microrganismos utilizados foram Penicillium sp. e Aspergillus flavus, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 e Staphylococcus aureous ATCC 13565 adquiridos da Secdo de
Colecdo de Culturas Microbiologicas da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil.

(iv) Foram utilizados ovos de Artemia salina, cultivados no Laboratorio de cereais da empresa
Embrapa Agroinddstria de Alimentos.

4.2 Métodos
4.2.1 Caracterizacao da Matéria-Prima
4.2.1.1 Umidade

A umidade da polpa de acerola foi determinada segundo técnica gravimétrica em
estufa a vacuo, a temperatura de 70 °C, até a obtencdo de peso constante, de acordo com
método oficial 934.06 da AOAC (2010) e do amido de mandioca segundo a metodologia
934.01, da AOAC (2010). Neste avalia-se a perda de peso da amostra em estufa a 105°C até
peso constante.

4.2.1.2 Cinzas

O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado segundo a metodologia 923.03, da
AOAC (2010) que consiste na incineracdo do material em mufla a 550°C até obtencdo de
cinzas claras.
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4.2.1.3 Matéria graxa

O teor de gorduras da polpa de acerola foi determinado segundo a metodologia 922.06
da AOAC (2010) e do amido de mandioca de acordo com a método 945.38 da AOAC (2010),
utilizando-se um extrator soxhlet. Este consiste em filtracdo continua (minimo de 6 horas) da
amostra em éter de petréleo sobre chapa aquecida. Em seguida este € evaporado e o baldo
levado a estufa a 105°C. O liquido resultante é considerado a fracdo lipidica total da amostra.

4.2.1.4 Proteina

O teor de proteina da polpa de acerola e do amido de mandioca foi determinado
segundo o método 2011.11 e do método 2001.11, respectivamente, modificado, pela
determinacdo do nitrogénio total da amostra, segundo Association of Official Analytical
Chemists (2010).

4.2.1.5 Carboidratos

A fracdo glicidica do amido de mandioca e da polpa de acerola foi determinada por
diferenca entre o total (100%) e a porcentagem de umidade, extrato etéreo, proteina e cinzas.

4.2.1.6 Determinacao dos sélidos solUveis

A determinacdo de solidos sollveis da polpa de acerola in natura e da polpa
concentrada foi realizada por meio de leitura direta em refratbmetro Abbe de bancada Carl
Zeiss (Jena, Alemanha), segundo o método analitico estabelecido pelo Instituto Adolfo Lutz
(1AL,2008). Os resultados foram expressos em °Brix.

4.2.1.7 Determinacao dos sélidos totais da polpa

A determinacdo de solidos totais da polpa de acerola in natura e da polpa concentrada
foi determinado segundo Vasques (2003), por secagem por evaporacdo em banho-maria pelo
periodo de 5 horas, seguido por secagem em estufa de 80 a 105 °C por 3 horas.

4.2.1.8 Determinacao do pH

O pH da polpa de acerola in natura congelada foi determinado a temperatura ambiente
utilizando pHmetro TEC 2MP (PHTEK, Otawa, Canada), sequindo metologia descrita por
Silva et al., (2001).
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4.2.1.9 Teor de vitamina C

A determinacdo do teor de vitamina C, da polpa de acerola in natura e da polpa
concentrada foi realizada por CLAE (Cromatogréfia Liquida de Alta Eficiéncia) em um
cromatografo Waters Alliance 2695 (Milford, EUA) com padronizacdo externa, em coluna
HPX 87H BIO RAD (7,8 x 300 mm) (Waters, Milford, EUA) de troca idnica com fase movel
de &cido sulfurico 0,05 M; pré-coluna de mesma fase da coluna; temperatura do injetor: 5°C
e detector de UV PDA 2996 Waters (243,8 nm); volume de inje¢do de 20 pL; tempo de
corrida de 15 min; vazdo de fase mével de 1,0 mL (min)™, conforme a metodologia descrita
por Rosa et al. (2007).

No processo de extracdo da amostra, apds a pesagem de 0,5 g foi adicionado 10 mL de
solucdo de &cido sulfurico 0,1 N e depositado em um banho ultrassom por 10 minutos. Apés a
extracdo em ultrassom, foi completado o volume a 25 mL com solucdo de &cido sulfirico 0,1
N e filtrado o contedo do baldo diretamente no vial, para posterior injecdo no cromatégrafo.

4.2.1.10 Teor de carotenoides e p-caroteno

Os teores de carotenoides totais e B-caroteno das polpas de acerola in natura, polpa
pré-extrusdo, polpa concentrada e dos filmes foram determinados por CLAE, segundo
metodologia descrita por Pacheco (2009), em cromatografo liquido modular Waters,
composto por bomba analitica 600, em desgaseificador, injetor automatico 717 plus e detector
de arranjo fotodiodos UV/Vis 996. Coluna YMC C3q carotenoid (250 x 4,6 mm x 3 um) a 33
°C, com eluicdo em gradiente de éter metil terc-butilico e metanol, fluxo movel de 0,8
mL/min, volume de inje¢do 15 pL, fazendo-se a leitura dos carotenoides totais em
espectrofotébmetro UV 1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo), nos comprimentos de
onda de 450nm, e aplicando-se os valores das leituras na equacdes desenvolvidas por
Lichtenthaler (1987).

Utilizou-se o método descrito por Rodriguez-Amaya (2001), com modificacdes para a
extracdo dos pigmentos. Aproximadamente 2 g de polpa foi utilizada para a extracdo dos
carotenoides com acetona e celite. A medida que os carotenoides foram extraidos com
acetona, essa mistura foi filtrada a vacuo em kitassato acoplado a um funil de vidro com placa
sinterizada, até total remocao dos pigmentos. Logo apos, o extrato filtrado foi transferido para
um funil de separagdo contendo aproximadamente 30 mL de éter de petréleo onde se realizou
a lavagem do extrato com agua. Apdés a lavagem, os pigmentos permanecentes, retidos na fase
etérea, foram filtrados em funil com sulfato de sddio anidro para baldo volumétrico de 10 mL,
com o intuido de retirar toda a &gua. Em seguida, transferiu-se o extrato de carotendides para
um baldo volumétrico e o volume foi aferido com éter de petrdleo. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotémetro UV/VIS, UV 1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao),
no comprimento de onda de absor¢cdo maxima (450 nm). Em seguida foi retirada uma aliquota
da solucdo de acordo com a tabela de absorbancia. Essa aliquota foi evaporada até secagem
completa com ar comprimido e ressuspensa com 200 pL de acetona. A solucéo foi transferida
para vial com redutor de volume e depositada no cromatografo.
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4.2.1.11 Determinagéo da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante da polpa de acerola foi determinada pelos métodos de
captura dos radicais livres DPPH" e ABTS", de acordo com as metodologias descritas por
Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995) e Re et al. (1999), com modificaces,
respectivamente.

4.2.1.11.1 Obtencé&o dos extratos

O procedimento utilizado para obtengdo do extrato foi adaptado de Larrauri et al.
(1997). Foi pesado 1,0g de amostra e adicionados 5 mL de acetona 70%, sendo
homogeneizado em vortex e mantido em banho agitador por 24h a 25°C. Ap0s esse periodo, a
mistura foi centrifugada a 9000 rpm em uma centrifuga Universal 320R (Hettich, Tuttingen,
Alemanha) por 15 minutos, filtrada em papel filtro e separado o residuo do sobrenadante. Foi
transferido o sobrenadante para um baldo volumétrico de 10 mL e reservado sob refrigeracéo.
Ao residuo desta extracdo, agregou-se 5 mL de metanol 50%, homogeneizado em vortex e
mantido em banho agitador a 25°C por 24h. Foi centrifugado novamente a 9000 rpm durante
15 minutos, filtrado e transferido o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o
primeiro sobrenadante e avolumado para 10 mL com &gua destilada. As analises foram feitas
em triplicata.

4.2.1.11.2 Determinagcao da atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS"

O teste da capacidade antioxidante pela captura do radical livre 2,2’ azino-bis (3-
ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid-diammoninum salt) ABTS"® foi realizado segundo a
metodologia descrita por Re et al. (1999). Através desta analise determina-se a capacidade
antioxidante expressa como Trolox Equivalente Antioxidant Capacity (TEAC). Este radical de
coloracdo verde esmeralda € quantificado a 734 nm.

Para o preparo de ABTS", foi pesado 0,0384 g de ABTS" com 0,0066g de persulfato
de potassio e avolumado a 10 mL, em baldo volumétrico @mbar com agua bidestilada e
mantido por 16 h a temperatura ambiente em obscuridade, para completar a reacdo. Apos,
diluiu-se 0 ABTS" com etanol até a obtencdo de uma absorbancia de 0,7 + 0,20 nm, em um
espectrofotémetro UV 1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo).

Para a determinacdo da curva-padrdo, foi utilizado o Trolox como antioxidante de
referéncia. Foi pesado 0,05 g de Trolox 6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic acid
97% (Aldrich Chemical Co., Gillingham, Dorset, Inglaterra), foi avolumado a 10 mL, em um
baldo volumétrico com alcool etilico, obtendo-se uma solucdo de 20 uM. Logo apds, foram
preparadas solucbes de trolox de 2,5; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,25 e 0 uM. Imediatamente, em
ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 10 pL de cada solucéo de trolox a um tubo
eppendorf e foi adicionado 990,0 mL da solugdo do radical ABTS". A leitura foi realizada
apos 30 minutos de reacdo, em espectrofotdmetro UV 1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdo) a 734 nm, o alcool etilico foi utilizado, como branco, para calibrar o
espectrofotdmetro.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, foram plotadas
concentragdes de trolox (UM) no eixo X e as respectivas porcentagens de inibicdo (Equagéo
1) no eixo Y. As andlises foram feitas em triplicata.

Desta forma, foi calculada a equagéo da reta, obtendo-se a Equacao 2.
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Abs — Abs
% inibicao :{ AB;S; amostra JxlOO Equagéo 1
SaBTS*

Onde: Absagrs’ : absorbancia do ABTS*
AbSreacso - absorbancia apos a reacao
Y=a+bX Equacéo 2

Onde:

Y: porcentagem de inibigdo

a: termo independente ou valor percentual de inibicdo quando a concentragdo de trolox € zero
b: coeficiente angular da curva, representa o incremento no percentual de inibigdo

X: concentracao de trolox

4.2.1.11.3 Determinagcdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH*

O método DPPH desenvolvido por Brand-Williams; Cuvelier e Berset (1995) é
baseado na captura do radical DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil, (Sigma Aldrich, Poole,
Dorset, Inglaterra) de coloracdo violeta-escura, e 0s antioxidantes, promovem o decréscimo
da cor e da absorbéncia, as leituras sdo feitasa 515 nm (Figura 13).

Para o preparo do radical, pesou-se 2,4 mg de DPPH e avolumou-se para 100 mL em
um baldo volumétrico com alcool metilico. A mistura foi homogeneizada e transferida para
um frasco de vidro &mbar, obtendo uma solucdo de 0,06 mM. Esta solucdo foi preparada e
utilizada no mesmo dia.

A partir do extrato, foi preparado em tubo eppendorf com no minimo trés diluicdes
diferentes em triplicata. Em ambiente escuro, foi transferido uma aliquota de 25 pL de cada
diluicdo do extrato com 975 pL do radical DPPH e homogeneizado. O alcool metilico foi
usado como branco, para calibrar o espectrofotometro. As leituras (515 nm) foram realizadas
apos 30 min. A partir das absorbancias obtidas das diferentes dilui¢cbes dos extratos, plotou-se
a porcentagem de inibi¢do no eixo Y e a concentracdo no eixo X mediante a Equacdo x. O
calculo do ECs foi determinado como a quantidade de amostra necessaria para inibir 50% do
radical presente na reacdo. As analises foram feitas em triplicata.

Figura 13. Reducdo da banda de absorgéo do radical
DPPH 43



Apr—Agr

% inibigao do radical DPPH" = ( )x 100 Equacdo 3

br

Onde:

Ayr é a absorbancia do DPPH
A,r é a absorbancia depois da reacdo com a amostra.

4.2.1.12 Identificagdo da composi¢do quimica do 6leo essencial de cravo

O 6leo essencial de cravo foi analisado por CG/ FID e GC/ MS num Agilent 7890N e
um sistema Agilent 5975C, ambos com colunas capilar de silica fundida HP-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 um). O hidrogénio foi utilizado como gés de arraste para a GC/ FID e o hélio
para a GC/ MS, com fluxo de 1,5 e 1,0 ml/ minuto, respectivamente. O modo de injeg&o: split
de 1:20, a temperatura do injetor em 250 °C e o tempo de corrida estabelecido em 70 minutos.
A temperatura do forno: taxa de 3 °C/minuto e apos, mantido a 240 °C por 10 minutos. O
detector de massas foi operado em modo de ionizagdo eletronico em 70 eV. A composi¢ao
percentual foi obtido por normalizacdo de sinal FID. A composic¢do do 6leo foi identificado
por comparagao dos dois espectros e os indices de massa de retencdo linear com a biblioteca
espectral e a literatura. As analises foram realizadas em triplicata.

4.2.1.13 Tamanho de particula do amido e da polpa

A determinacdo do tamanho das particulas de amido de mandioca e da polpa de
acerola separadamente foi realizada em determinador de particulas a laser Analysette 22 D-
55743 (Fritsch, Idar-Oberstein, Alemanha), seguindo os procedimentos descritos por Ascheri
et al. (2011), o qual utiliza o principio da difracdo a laser, produzindo laser hélio-neon no
comprimento de onda de 632 nm. A amostra foi adicionada lentamente sobre agua destilada
(dispersante), sob agitacdo constante e ultrasom, até que cerca de 7% de obscuridade do feixe
de laser fosse alcancada para inicio da leitura em triplicata.

A configuracdo do equipamento na realizacdo das analises de amido de mandioca foi
posicdo da célula 100 mm, faixa de leitura de 1,83 pm a 263,81 um. A configuragdo do
equipamento na realizacdo das analises da polpa de acerola integral foi posicdo da célula de
474 mm, faixa de leitura de 8,67 pm a 1250,45 pm.

4.2.1.14 Cristalinidade do amido

Para a determinacdo da cristalinidade do amido de mandioca foi utilizado um
difrator de raios X D2-Phaser (Bruker, Karlsruhe, Alemanha), operando com radiacdo Cu
(comprimento de onda de 1,506 A) a um tempo de varredura de 8 s, um passo de 0,02, sendo
alimentado com voltagem de 30 kV e corrente elétrica de 10 mA. O material foi colocado em
um suporte de acrilico (aproximadamente 1g) e a regido de varredura do angulo de difracéo
foi de 2-32° (2-theta). As andlises foram realizadas em triplicata.
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4.2.1.15 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para avaliar as propriedades térmicas do amido de mandioca foi utilizado um
DSC Q200 (TA Instruments, New Castle, EUA). As amostras foram pesadas em capsulas de
aluminio herméticas em excesso de agua destilada e mantidas em repouso até o dia seguinte.
A amostra foi aquecida a 10 °C/min na faixa de 5 a 110°C, resfriada a 20°C e novamente
aquecida até 110°C com o intuito de verificar a fusdo dos cristais de amido (lonashiro, 2005).
A entalpia foi determinada por meio da integral da area sob a curva e expressa em J/g. As
analises foram feitas em triplicata.

4.2.1.16 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anéalise da microestrutura do amido de mandioca foi realizada no microscépio
eletronico de varredura (MEV) TM 3000 (Hitachi, Tokio, Japdo). As amostras analisadas
foram previamente secas em estufa com circulagdo, a uma temperatura de 60°C por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram colocadas em suporte apropriado para a analise no MEV.

4.2.1.17 Reologia das solucdes filmogénicas

O objetivo do estudo foi investigar a gelatinizacdo do amido de mandioca em presenca
de glicerol e polpa de acerola.

O amido de mandioca (0,5% p/p) e glicerol (50%, sob o peso do amido) foram
suspensos em agua ou polpa de acerola e analisados durante o processo de gelatinizagdo. As
amostras foram: (T1) amido de mandioca e agua, (T2) amido de mandioca, polpa de acerola e
glicerol, (T3) amido de mandioca e polpa de acerola, (T4) amido de mandioca, agua e
glicerol, (T5) polpa de acerola, (T6) polpa de acerola e glicerol (Tabela 7).

Os perfis das suspensdes de amido a uma concentracdo de 0,5% e os componentes
foram medidos usando Rheoscope (Thermo Haake, Karlsruhe, Alemanha) equipado com lente
20x acoplado ao Rheometro MARS (Thermo Haake, Karlsruhe, Alemanha). Este sistema
combina um viscosimetro com um microscopio Optico e uma camara de video digital. O
Rheoscope foi acoplado a um banho de agua Phoenix DC30 (Thermo Haake, Karlsruhe,
Alemanha), o que permite o aquecimento e arrefecimento de rampa de fluido de teste durante
as medicdes. Foi utilizada uma geometria refletiva de placas paralelas de 60 mm de diametro
com tamanho de abertura de 0,2 mm rodando a uma velocidade de cisalhamento de 100 s™. O
perfil de temperatura seguido foi de acordo com 0 método descrito por Tan et al. (2008) com
modificacdes, como se segue: inicio a 50 °C permanecendo por 2 min, aquecimento até 90 °C
durante 14 min, mantendo a 90 °C por 8 minutos, seguido por arrefecimento a 73 °C durante
14 min. Tempo de corrida da analise, 40 minutos.
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Tabela 7. Perfil das suspens@es de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e agua

Amostras Amido Agua Glicerol Polpa de acerola
(%) (%) (%) (%)
Tl 0,5 99,5 0 0
T2 0,5 0 0,25 99,25
T3 05 0 0 99,5
T4 0,5 99,25 0,25 0
TS 0 0 0 100

A viscosidade das amostras, taxa de corte, temperatura e imagens digitais foram registados e
analisados para determinar as alteragdes dos granulos de amido e as suas interacGes, em
diferentes tempos.

4.2.2 Processamento da Polpa

Foram necessarios testes preliminares para se avaliar a distribuicdo granulométrica da
polpa a ser utilizada nos processo de casting e extrusdo termoplastica, a fim de observar a
necessidade de concentracdo da polpa in natura, pois a dispersdo da polpa na matriz amilacea
para elaboracdo dos filmes por casting requer uma granulometria extremamente fina e o
aspecto visual do filme ndo deve ficar comprometido quanto a sua translucidez. No processo
de extrusdo, foi necessario a concentragdo da polpa in natura através do processo de
evaporacao.

4.2.2.1 Concentracdo da Polpa
4.2.2.1.1 Escala Laboratorial

Foram realizados testes preliminares em um rotaevaporador laboratorial digital
(JKARV10) acoplado a um banho térmico (JKAHB10) e a bomba a vacuo do equipamento
(Figura 14). A polpa de entrada apresentava um Brix de 6,5. O objetivo foi determinar a
concentracdo da polpa necessaria para obtencdo da mistura a ser extrusada, sendo o melhor
resultado (maior concentracdo), o parametro para concentracao definitiva em escala industrial.
Foram empregadas as seguintes condicGes (Tabela 8):
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Tabela 8. Pardmetros utilizados no processo de concentracéo laboratorial da polpa in natura

| Polpa in natura Tempo Temperatura Rpm Polpa concentrada
) (h) (W) (Brix)
500 0 0 60 6,5
500 4 40 60 8
500 3 60 60 21,5

Figura 14. Rotoevaporador a vacuo JKARV10.

Esta escala (laboratorial) foi inviavel devido a necessidade de maiores quantidades
para 0 processo de extrusdo. Este teste possibilitou a visualizacdo e a avaliacdo da
possibilidade de concentracdo da polpa in natura, nas condi¢es adequadas para 0 processo de
extrusdo. Sendo assim, foi iniciado o processo em escala Piloto.

4.2.2.1.2 Escala Piloto

Devido a ndo viabilidade do processo laboratorial (escala pequena), foi estabelecido
assim a concentracdo em escala Piloto. O processo de concentracdo da polpa in natura em
escala piloto foi realizado em um rotaevaporador a vacuo industrial (SENAI, Vassouras, RJ).
A temperatura do sistema foi de 60 °C a 90 °C, durante o periodo de 6 horas, passando de 6,5
°Brix a 21 °Brix (Figura 15).
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Figura 15. Rotoevaporador a vacuo industrial (SENAI, Vassouras, RJ).

4.2.3 Elaboracéo dos filmes

Casting- T1 Casting- T2 Casting-T3 Casting-T4 Casting-T5

Funcdo desejabilidade

!

/ \

=
N

Extrusor
dupla rosca

pellet

— . [

filme

|

Propriedades mecanicas

Caracterizacao fisico-quimica

Vitamina c
Carotenoides
Capacidade antioxidante

Figura 16. Fluxograma do esquema de elaboragdo dos filmes por casting, extrusdo e

termoprensagem.

48



4.2.3.1 Preparo dos Filmes por Casting

Os filmes foram elaborados segundo a técnica casting, que consiste na formacéo de
filmes pela desidratacdo de uma solugéo, aplicada em um suporte (GONTARD et al., 1992).
O modelo experimental utilizado para a elaboragdo dos filmes por casting foi o inteiramente
casualizado com 5 tratamentos, em triplicata (Tabela 9). As variaveis independentes
analisadas foram teor de glicerol (%) e teor de 6leo essencial de cravo (%).

O delineamento proposto foi baseado nos estudos de Farias et al. (2012). Foram
consideradas neste estudo as concentracdes das matérias-primas utilizadas para obtencdo dos
melhores resultados para as propriedades julgadas mais importantes para filmes obtidos de
polimeros naturais, trabalhando com as mesmas matérias-primas (amido de mandioca, polpa
de acerola liofilizada e glicerol). Diante disto, foi utilizado a polpa in natura em substituicdo a
polpa liofilizada e adicionado & este delineamento o 6leo essencial de cravo.

Como objetivo secundario, a avaliacdo da substituicdo total (30%) do plastificante
(glicerol) de modo proporcional pelo dleo essencial de cravo, observando a possibilidade do
mesmo (OEC) atuar como plastificante. E ao final, a reprodugdo do melhor tratamento em
escala industrial (extruséo termoplastica).

A solucdo filmogénica foi elaborada conforme delineamento experimental
apresentado na Tabela 9, em concentracéo fixa de amido de mandioca (4% p/p). O teor de
polpa de acerola congelada (umidade de 92,72%) adicionado foi de 34,54% sobre o peso de
amido. As concentracdes de glicerol (30; 22,5; 15,0; 7,5 e 0%) e de 0leo essencial de cravo (0,
22,5, 15, 7,5 e 30%) também variaram sobre o peso de amido.

Tabela 9. Desenho experimental do processo de elaboracdo do filme de amido de mandioca,
polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo por casting

Niveis
Variaveis T1 (%) T2 (%) T3 (%) T4 (%) T5 (%)
Amido 4 4 4 4 4
Polpa 34,54 34,54 34,54 34,54 34,54
Glicerol** 30 22,5 15 7.5 0
*OEC** 0 7,5 15 22,5 30

*QOleo essencial de cravo/ ** porcentagem em relacio ao peso de amido

As solucbes foram preparadas em condicdes controladas de cisalhamento e
temperatura (temperatura maxima de 90°C) em um viscoamildégrafo Brabender (Duisburg,
Alemanha). As solucbes filmogénicas foram aquecidas sob constante agitacdo até 90°C,
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos e resfriadas a 50 °C.

Apos o resfriamento da solucdo a temperatura ambiente, 41,79 de solucdo foram
vertidas em placas plexiglass de 142 mm de diametro, onde o controle de peso foi aferido em
balanca semi-analitica (TECNAL, modelo B-TEC-330). As placas foram levadas para secar
em estufa com circulacdo de ar forcada (ELKA, Alemanha) a 25 a 35 °C por 46 horas.
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Apos completa secagem e remocdo manual das placas, os filmes foram condicionados
em camaras herméticas (Figura 17) com umidade relativa do ar controlada por meio de uma
solucdo saturada de nitrato de magnésio Mg(NOs),, sob vacuo. Nesta condicdo, os filmes
foram mantidos por 6 dias até o equilibrio do teor de umidade. As analises foram feitas em
triplicata. Apds este periodo os filmes foram caracterizados.

Figura 17. Camara hermética a vacuo (Marconi, Sao Paulo,
Brasil) usadas no condicionamento dos filmes.

4.2.3.2 Preparo dos filmes por extruséao
4.2.3.2.1 Ensaios preliminares em extrusora monorosca

Com o intuito de testar o comportamento das matérias primas perante o processo de
extrusdo definitivo em uma extrusora dupla rosca foram realizados testes preliminares de
extrusabilidade a fim de determinar as proporcoes em que as matérias-primas obteriam vazdo,
pressdo e caracteristicas desejaveis na elaboracdo dos filmes. Dessa forma, foram elaboradas
duas formulacdes:

- Formulacdo A: amido de mandioca (70%) e polpa de acerola integral (30%)
- Formulacdo B: amido de mandioca (70%), polpa de acerola integral (15%) e glicerol (15%)

Esse ensaio foi conduzido em uma extrusora monorosca Brabender DSE 20DN
acoplado ao Do-corder DSE 330 (Duisburg, Alemanha) (Figura 18).
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Figura 18. Extrusora monorosca Brabender (A); configuracdo do parafuso (B);
matriz de 25 x 1 mm (C) e material extrudado (pellets) (D).

Os parametros constantes utilizados foram taxa de compressdo do parafuso 3:1,
temperaturas de 50°C (zona 1), 90°C (zona 2) e 60°C (zona 3), rotacdo do parafuso de 100
rpm, matriz laminar de 25 x 1 mm e umidade inicial da matéria-prima de 35% nas duas
formulacgdes.

As amostras foram condicionadas a 35% de umidade, calculada de acordo com a
Equacdo 4:

Sendo:

Uf = umidade final da mistura (%)
Ua= umidade inicial do amido (%)
Pa = peso do amido (g)

Up= umidade inicial da polpa (%)
Pp = peso da polpa (g)

A umidade inicial das amostras foi calculada tendo em vista a umidade inicial do
amido de mandioca e da polpa de acerola pré-determinada segundo metodologia da AOAC
934.01 e 934.06 da AOAC (2010), respectivamente. Apos 0 ajuste de umidade, as amostras
foram homogeneizadas mecanicamente, em uma masseira M5A (Guangzhou, Guangdong,
China) e em seguida, reservadas até sua posterior utilizacdo (Figura 19). Foram preparados
1000g de cada amostra para a extrusao.
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Figura 19. Formulacdo de amido e polpa de acerola (A); formulagdo de amido,
polpa de acerola e glicerol (B).

O produto extrusado (pellet) foi coletado, quando as zonas apresentaram equilibrio de
temperatura e homogeneidade do material na saida.

ApoOs extrusdo, as amostras (pellets) foram condicionadas sob congelamento a
temperatura de -8 a -20 °C. Apos o descongelamento a temperatura ambiente, estas foram
dimensionadas em fitas de aproximadamente 5g. Essas fitas foram depositadas entre duas
folhas de Teflon® e entdo termoprensadas em uma prensa hidraulica (Figura 20) em
temperatura estabelecida de 90 °C por 60 segundos sob pressdo de 5,5 toneladas para 0s 2
tratamentos. Para facilitar a remocéo do filme prensado do revestimento (Teflon), este foi
depositado no interior da camara frigorifica de congelamento a temperatura de -8 a -20 °C por
1 min, antes da sua completa retirada do substrato. Apos a obtencdo dos filmes, estes foram
depositados em camara tipo B.O.D (Biochemical oxygen demand), Hydrosan (Hydrosan, Belo
Horizonte, MG) com umidade relativa de 41% (+2°C) e temperatura de 30°C (£1°C) por 48 h
até completa secagem.

Apos secagem, os filmes foram acondicionados em camara hermética (Figura 23) com
umidade relativa do ar controlada por meio de uma solucéo saturada de nitrato de magnésio
(Mg(NOs),), sob vacuo. Nesta condicdo, os filmes foram mantidos por 6 dias até o equilibrio
do teor de umidade. Somente apds este periodo os filmes foram caracterizados. Os filmes
obtidos nos ensaios preliminares foram caracterizados quanto a espessura, tracdo, perfuracao,
opacidade, e difracdo de raios X.

4.2.3.2.2 Preparo dos filmes por extrusdo em extrusora dupla rosca

O melhor filme obtido por casting, seqgundo a ferramenta desejabilidade (ver item
4.2.6.1) foi utilizada para o processamento por extrusdo. O processo de extrusao foi realizado
em uma extrusora dupla rosca Evolum HT025 Clextral (Clextral, Firminy, Franca) (Figura
20), com 10 zonas de aquecimento, utilizando as seguintes condi¢cdes de 7,9 kg/h vazdo de
solido, 15,17 L/h vazao de liquido, velocidade da rosca (250 rpm), didmetro das roscas de 25
mm, comprimento do parafuso de 110 cm, e temperatura das Ultimas duas zonas de
aquecimento de 60 a 90°C, equipada com uma matriz laminar de 3 cm de largura por 1 mm de
espessura obtendo-se extrusados em formato de fita (pellet) (Figura 20D). O plastificante, a
polpa e Gleo essencial de cravo foram homogeneizados previamente e entdo adicionados ao
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material solido (amido) no interior da extrusora através do bombeamento na 3% zona de
aquecimento, controlado por uma bomba de liquidos automatica.

O perfil de temperatura empregado nas dez zonas de aquecimento foram: 40, 50, 60,
80, 95, 110, 120, 120, 80 e 65°C e a velocidade dos parafusos foi de 250 rpm.

Foram realizados testes preliminares com as vazfes: de solidos de 13,58; 11,64 e 4,85
kg/h e de liquido de 15,14 e 7,5 L/h e as rotages de 100, 200 e 300 rpm. Nestas condicGes
ndo foram obtidos resultados satisfatdrios. A formulacdo utilizada esta apresentada da Tabela
10.

Tabela 10. Formulagéo utilizada para a produgéo

do pellet.
Formulacéo Teor (%)
Amido 4,0
Polpa 34,54**
Glicerol 22,5**
OEC* 7,5**

* 6leo essencial de cravo
** porcentual em relacdo ao peso de amido

Os pellets obtidos foram condicionados para posterior prensagem. As analises e 0
processo de extrusdo foram realizados na Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Figura 20. Extrusora de rosca dupla Clextral Evolun HT25 (Firminy, Franga) (A);
matriz laminar: 30 x 1 mm; (B) configuracdo dos parafusos (C); pellet extrusado (D).
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Para a obtencdo do filme flexivel, os pellets (Figura 20) obtidos por extrusdo foram
cortados no comprimento médio de 30 cm, embalados em sacos de polietileno e
acondicionados em camara frigorifica de congelamento a temperatura de -20 °C. Apés 0
descongelamento, as fitas foram subdivididas manualmente em pedagos de 8g, com 2cm de
comprimento e 1cm de largura. Este pedaco, foi disposto no centro de uma prensa termo-
hidraulica manual Skay Méaquinas e Equipamentos Hidraulicos (Sdo José do Rio Preto, SP)
(Figura 21) de 30 t dotada de placas de aquecimento e resfriamento inferior e superior
revestidas de Teflon®.

Foram realizados testes preliminares de prensagem com as pressoes 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4;
5 toneladas, nos tempos de 10, 20, 30 e 60 segundos e nos tempos de resfriamento: 1, 2, 5, 10,
15, 20, 25, 30 minutos. A melhor avaliacdo tatil, visual e de despreendimento dos filmes do
suporte foi a escolhida como parametro. Sendo a melhor condigdo de processo de prensagem,
ou seja, a selecionada, a presséo de 0,5 t por 20 segundos e 25 minutos de resfriamento. N&o
foram obtidos resultados satisfatérios nas outras condi¢des, como falta de homogeneidade
bolhas e dificuldade no descolamento do suporte.

Para facilitar a remocdo do filme prensado do revestimento, este foi depositado no
interior da camara frigorifica de congelamento a temperatura de -8 a -20 °C por 25 min.

Apos a obtencdo dos filmes, estes foram condicionados em camara hermética (Figura
17) com umidade relativa do ar controlada por meio de uma solugéo saturada de nitrato de
magnésio Mg (NOs),, sob vacuo. Nesta condicdo, os filmes foram mantidos por 6 dias até o
equilibrio do teor de umidade. Apos, foram utilizados nas analises posteriores. A Figura 21b
mostra o principio para a obtencdo dos filmes por termoprensagem.

Figura 21b. Figura esquematica da obtengdo de filmes
por termoprensagem (A: placa aberta; B: placa fechada,;
1 e 2 placy superior e infenior aquecida; 3: pellet (5g); 4:
formagdo do filme),

Figura 21a. Prensa hidraulica SKAY
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4.2.4 Caracterizacdo dos Filmes
4.2.4.1 Aspecto visual

Analises visuais e tateis foram realizadas, com o intuito de utilizar apenas os filmes
que fossem homogéneos (sem a presenca de particulas insollveis, sem a presenca de rupturas
e coloracdo uniforme) e possibilitassem o manuseio (facilidade em retirar os filmes do
suporte). Os filmes que ndo apresentaram tais caracteristicas foram descartados.

4.2.4.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada em micrometro digital modelo Fowler IP 54
(Fowler, Newton, EUA), com sensibilidade de 0,001 mm, segundo método descrito por
CAO; FU; HE (2007), em dez pontos aleatorios em diferentes partes do filme. A espessura
final do corpo-de-prova foi a média aritmética das 10 medidas. A resposta obtida foi relativa a
média aritmética de trés filmes de cada tratamento.

4.2.4.3 Opacidade

A opacidade aparente dos filmes foi determinada com o auxilio de um
espectrofotdbmetro Femto modelo 700 Plus (Femto Ind. Com. Instrumentos Ltda, S&o Paulo,
Brasil). Os filmes foram dimensionados em forma retangular (4 x 1 cm) e inseridos ao interior
da cubeta do espectrofotbmetro. A cubeta vazia (ar) foi usada como referéncia. O
comprimento de onda utilizado foi de 600 nm e a absorbéancia do filme foi observada no
equipamento e a opacidade calculada de acordo com o trabalho de Han e Floros (1997), onde
essa medida é relacionada & espessura do filme e expressa em mm™ de acordo com a Equagéo
5. Pelo menos cinco corpos-de-prova foram testados.

Opacidade = Agpo /X Equacdo 5

Onde:
Agoo € a absorvancia a 600 nm
X € a espessura do filme (mm)

4.2.4.4 Atividade de 4gua dos filmes

A determinacdo da atividade de agua (A,) foi realizada pela leitura direta utilizando-se
um Aqualab Lite 2T, da Decagon Devices Inc, (Pullman, EUA), operando-se a temperatura
de 25°C. Para calibracdo foi utilizado dgua destilada e solugdo saturada de cloreto de litio (A,
0,112 £ 0,003). As amostras foram dimensionadas com formato circular de 35 mm de
diametro e espessura variando de 0,175 a 0,195 mm, colocadas em capsulas plasticas do
proprio equipamento. As analises foram feitas em triplicata.
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4.2.4.5 Permeabilidade ao vapor de agua

A transmissdo do vapor da agua nos filmes foi determinada gravimetricamente
segundo método proposto pela ASTM (American Society for Testing and Material), E96-80
(2001) modificado, a temperatura de 25°C, citado por Vicentini (2003). Amostras de filmes
foram dimensionadas em formato circular com 40 mm de didmetro e aplicadas em células de
permeacgdo contendo &gua destilada. Estas células foram colocadas em dessecador contendo
silica gel azul de forma a assegurar um gradiente hidrico no sistema (Figura 22). Ao longo de
nove dias, houve monitoramento do peso das células e filmes em intervalos de 24 h de forma
a acompanhar a variacdo de peso no periodo. O fluxo de permeabilidade ao vapor de dgua
(Fva) foi determinado de acordo com a metodologia descrita por Nazan, Truhan e Sahbaz
(2004). O calculo foi feito através de regressdo linear entre os pontos de ganho de peso,
segundo as Equacdes 6 e 7. As analises foram feitas em triplicata.

_ E =
Fva= — Equacéao 6
=[] ~
PvA=(Z) =2 Equacdo 7
Sendo que:

Fva ¢ o fluxo de permeabilidade ao vapor de agua;

g é 0 ganho de peso (g);

t € o tempo total em horas;

A ¢ a area de permeacao;

g/t foi calculado por regressdo linear entre os pontos de ganho de peso e tempo
(regime permanente);

PVA é permeabilidade ao vapor de 4gua (gmm/m?diakPa);

X € a espessura média do filme (mm);

AP ¢ a diferenca de pressao de vapor do ambiente contendo silica gel (kPa, a 25°C) e a
agua pura (3,167 kPa, a 25°C).

a
Filme -l ‘/
- Agua
..... P —— -7/”" destilada
b &« OO0 —

A silica gel

Figura 22. a) esquema do equipamento utilizado para teste de permeabilidade ao
vapor de &gua; b) célula de permeacéo utilizada na analise.
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4.2.4.6 Teor de Vitamina C

A vitamina C e os carotenoides foram determinados na polpa in natura, na solucdo
filmogénica, nos filmes elaborados por casting, na polpa concentrada, na mistura a ser
extrusada, nos pellets e nos filmes apds extrusdo termoplastica e termoprensagem.

A quantificacdo de vitamina C foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em um cromatografo Waters Alliance 2695 (Milford, EUA) conforme
descrito no item 4.2.1.9. As analises foram feitas em triplicata.

4.2.4.7 Determinacédo de Carotenoides totais e g-caroteno

As condi¢des cromatograficas para extracao e quantificacdo dos teores de carotenoides
totais ¢ [3-caroteno dos filmes foram baseadas nas metodologias descritas por Pacheco (2009)
e Rodriguez-Amaya (2001), com modificacdes, conforme descrito anteriormente no item
4.2.1.10. A extrag¢ao dos carotenoides e do B-caroteno dos filmes seguiu também o mesmo
procedimento descrito no item. As analises foram feitas em triplicata.

4.2.4.8 Propriedades Mecanicas

Os filmes foram analisados quanto a performance no teste de tracdo e penetracdo em
um analisador de textura Texture Analyser TA XT Plus (Stable Microsystems, Surrey,
Inglaterra) (Figura 25a), operado de acordo com o método padrdo ASTM D 882-83 (ASTM,
1995D). No teste de tracdo, os filmes foram dimensionados em corpos de prova com 50 mm
de comprimento e 15 mm de largura, armazenados por 48 h a 25°C e umidade relativa de
60%. Estes corpos de prova foram fixados nas garras do equipamento com distancia inicial
entre elas de 30 mm e a velocidade de tracdo de 1 mm/s. A tensdo na ruptura foi determinada
pela relacdo entre forca e area da secdo transversal inicial do filme. A deformacao na ruptura
foi determinada pela curva de tensdo versus deformacédo (deformacao linear [(1 - 1)/ I, ]). O
mddulo de Young ou de elasticidade foi determinado na regido linear do grafico da curva de
tensdo em funcdo da deformacéo. Foram realizadas ao menos 15 replicatas para cada amostra.

Nos testes de perfuracdo foram determinadas a forca e a deformacdo na ruptura, de
acordo com Vicentini (2003). Os corpos de prova foram dimensionados com 20 mm de
comprimento e 20 mm de largura, fixado no equipamento em plataforma mével com abertura
de 10 mm e perfurado por um probe com ponta de esfera com cinco mm de didmetro, com
velocidade de deslocamento de 1 mm/s (Figura 25b). As curvas de forca x deformacdo foram
obtidas por meio do programa Texture Exponent 32 (Stable Microsystems, Surrey,
Inglaterra), foi possivel determinar a forca na perfuracédo (F) e o deslocamento do probe (D).
A deformacdo na ruptura por perfuracdo (Al / 1,) foi calculada de acordo com a Equacédo 8
(GONTARD et al., 1992). Os resultados foram analisados, através do programa Texture
Exponent 32, versao 6.0.

AL_ (VD2 + 15— 1) Equagéo 8

ly lo
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Sendo:
I, 0 comprimento inicial do filme, igual ao raio da célula de medida (5 mm)
D o deslocamento, obtido diretamente da curva de forga em fungéo do deslocamento.

Figura 23. Analisador de textura Texture Analyzer TA XT Plus (Surrey, Inglaterra)
equipado com geometria para realizacdo dos ensaios de tracdo (a) e perfuracéo (b).

4.2.4.9 Determinacédo da Atividade Antioxidante Total
4.2.4.9.1 Obtencao dos extratos

Procedimento utilizado para obtencdo do extrato dos filmes e produtos estdo descritos
no item4.2.1.11.1.

4.2.4.9.2 Determinagao da atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS"

O teste da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS" dos filmes e dos
produtos estdo descritos no item 4.2.1.11.2.

4.2.4.9.3 Determinagéo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH"

O teste da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS" dos filmes e dos
produtos estdo descritos no item 4.2.1.11.3.

4.2.4.10 Cristalinidade dos Filmes

A determinacdo do perfil de cristalinidade dos filmes foi realizada em um difrator de
raios X D2-Phaser (Bruker AXS, Rheinfelden, Alemanha) equipado com uma fonte de
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radiagcéo tipo Cu Ka de 0,154 nm operando a 30 kV e 10 mA, conforme a metodologia
descrita por Wu, Y.; Chen, Z.; Li, X.; Wang, Z. (2010). Os difratogramas foram obtidos na
faixa angular de 2 a 32° (2 theta) no passo de 0,02 mm a 4 s para cada passo, com a fenda de
divergéncia com largura de 0,6 mm, a fenda de recepcdo de 0,6 mm e a fenda de
espalhamento de 0,2 mm. As anéalises foram feitas em triplicata.

4.2.4.11 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana do Oleo Essencial de Cravo (OEC)
e dos Filmes

4.2.4.11.1 Bactérias Gram-positivo e Gram-negativo

Neste trabalho foi testado a capacidade antimicrobiana do 6leo essencial de cravo e
dos filmes em células bacterianas de Salmonellas tiphymurium do grupo Gram-positivo e
células bacterianas Staphylococcus aureous do grupo Gram-negativo.

O método empregado foi o descrito por Harris et al. (1989), com modificagdes, o qual
consiste na fixagdo de um papel filtro impregnado com o antimicrobiano ou na abertura de um
poco, devidamente preenchido com o antimicrobiano em questéo, na superficie do meio de
cultura sdlido previamente semeado com a bactéria teste. A inibicdo do crescimento
bacteriano é visualizada pela formacao de um halo de inibicdo em torno do disco ou do poco.

No preparo do inoculo, uma alcada da cultura pura foi transferida para um tubo
contendo 5 mL de caldo BHI (Brain and Heart Infusion). O mesmo foi incubado por 24 horas
a 37°C para Salmonella tiphymurium e a 35°C para Staphylococcus aureous.  Apos a
incubacdo, 1 mL deste conteddo foi transferido para outro tubo com 9 mL de solucédo
peptonada 0,1%. Procedeu-se sucessivas diluicdes até a obtencio da diluicdo de 10*UFC.

Na semeadura das placas estéreis, um inoculo de 1mL das culturas bacterianas da
maior diluicdo (10™) de Salmonella tiphymurium e Staphylococcus aureous, foram semeados
individualmente, por pour plate ou plagueamento em profundidade. Foi utilizado TSA
(Soybean Casein Digest Agar) como meio de cultura.

O oleo essencial de cravo e os filmes, em forma de discos, com diametro de 2,5 cm
foram depositados assepticamente sobre a superficie dos meios inoculados, onde foram
aderidos, individualmente, sendo pressionados levemente sobre a superficie do meio. As
placas foram incubadas a 35 e 37°C para Staphylococcus aureous e Salmonella tiphymurium,
respectivamente, por 24 horas. Apds a incubacdo, as placas foram observadas quanto a
homogeneidade e inibicdo do crescimento. O diametro do halo foi medido com auxilio de um
paquimetro. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados apresentados
correspondem aos valores médios.

4.2.4.11.2 Fungos

O efeito antimicrobiando in vitro em fungos dos filmes produzidos com OEC e dos
OEC puro e diluido foi determinado pelo método de difusdo em pocos. Neste estudo foi
testado a sensibilidade dos fungos Penicillium sp e Aspergillus flavus de acordo com método
descrito por Silva et al. (2010), com adaptacdes, que consistiu na perfuracdo do poco e
preenchimento com 15 pL do Oleo essencial de cravo nas concentragGes definida ou na
fixacdo de um filme em forma de disco (didmetro de 30 mm) na superficie do meio de cultura
solido (DBA) previamente semeado com os fungos analisados. A inibicdo ou ndo do
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crescimento fungico foi visualizado pela formacdo ou néo do halo de inibicdo em torno do
disco ou do poco.

As culturas fungicas foram filtradas em gase e diluidas em solugdo peptonada com
Twin 80. Estas culturas foram incubadas por 24 horas a 25°C. Procedeu-se a dilui¢do até a
obtencdo de uma suspensdo padronizada (10°> UFC).

As placas foram semeadas com um in6culo de 0,1mL de cada cultura de fungos
Penicillium sp. e Aspergillus flavus sendo semeado com swab estéril na superficie das placas
contendo DBA (Agar Batata Dextrose) solidificado, onde foram aderidos, pequenos discos de
filme com 6 mm de didmetro, individualmente, e discos de papel filtro com 15uL do éleo
essencial (puro, 7,5%, 15% e controle (sem o 6leo)), sendo pressionados levemente sobre a
superficie do meio. As placas foram entdo incubadas a 25°C por 120 horas, e a leitura dos
halos de inibicdo foi feita com a utilizacdo de um paquimetro. Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados apresentados correspondem aos valores médios.

Como controle foi utilizado o filme com a mesma concentracdo de polpa e glicerol,
mas sem o agente antimicrobiano. A avaliagdo foi feita no 1°, 3° e 6° dias. A eficiéncia do
agente antimicrobiano foi avaliada pela formacéo de halo ao redor dos filmes.

4.2.4.12 Toxicidade dos Filmes

A toxicidade dos filmes produzidos por extrusdo e do OEC foram determinadas pelo
bioensaio com Artemia salina (T.A.S.). Atraves deste estudo foi possivel determinar a DL50
em Artemia salina para o 6leo essencial de cravo e do filme contendo 7,5% deste éleo.

O teste de toxidade com nauplios de Artemia salina foi realizado de acordo com
metodologia adaptada de Meyer et al. (1982). A concentracdo da solucéo salina utilizada para
eclodir os ovos de Artemia salina foi de 3,5%, onde foram incubados 50 mg de cistos de
Artemia salina, em condi¢cOes de aeracdo constante e iluminacdo artificial durante 48 horas
(Figura 24).

Figura 24. Incubacédo dos cistos de Artemia salina em
condicdes de aeragédo constante e iluminacéo artificial.
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Apobs 48 horas, as larvas foram expostas a diferentes concentracfes para o 6leo (10,
50, 100, 500 e 1000 ug/mL) e para o filme extrusado (10, 50, 100, 500, 1000 e 3000 pug/mL),
por 24 horas. Entdo, 10 nauplios de Artemia salina foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 5 mL de salina artificial (Figura 25). O 6leo essencial (0,59) foi diluido em solugédo
de DMSO (dimetil sulféxido) a 2%. O controle negativo (branco) foi realizado com solugéo
salina artificial. A contagem dos nauplios mortos e vivos foi realizada ap6s 24 horas de
exposi¢cdo. Sendo considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo de
movimento quando observados proximos a uma fonte luminosa por 10 segundos.

S
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Figura 25. Concentracbes com nauplios de
Artemia salina.

Foram obtidos os graficos das curvas de sobreviventes de seis pontos contendo dez
nauplios eclodidos em cada tubo de ensaio. Os resultados foram submetidos ao tratamento
estatistico utilizando a regresséo linear, o qual forneceu os valores de DL50 em 24 h. A DL50
foi calculada a partir do grafico do percentual de animais sobreviventes contra as doses
ensaiadas. Todos os testes foram realizados em triplicata. Os dados foram calculados
conforme a formula de Abbottt (Equacéao 9).

As concentracdes da curva foram 10, 50, 100, 500 e 1000 ppm para o 6leo essencial de
cravo e 10, 50, 200, 500, 1000 e 3000 ppm para o extrato do filme extrusado.

sobreviventes do controle — sobreviventes do teste) »100 Equagéo o

% Sobrevivéncia = (
sobreviventesdocontrole

Onde:
% sobrevivéncia = média de individuos vivos por concentracdo apos 24h.
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4.2 5 Andlises Estatisticas dos Resultados

Os dados foram avaliados e interpretados estatisticamente utilizando-se o programa
Statistica versdo 7.0 (Tulsa, EUA) para calcular as analises de variancia (ANOVA). O teste de
Tukey foi utilizado para determinar diferengas entre os tratamentos no intervalo de 95% de
confianca.

4.2.5.1 Otimizagé&o ou desejabilidade

Para definicdo da melhor condicdo de elaboracdo dos filmes de amido de mandioca,
polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo-da-india obtidos por casting para serem
reproduzidos por extrusdo termoplastica, foi utilizada a ferramenta estatistica denominada
otimizagdo ou desejabilidade. Esta ferramenta auxilia na escolha das propriedades indicadas
como relevantes e dos parametros considerados ideais para 0 processo. A importancia, como
também a significancia obtida atraves da analise de variancia (ANOVA) de cada propriedade
em relacdo ao produto avaliado foi utilizado como critério de sele¢cdo. Dessa forma, séo
definidos os valores de desejabilidade (D) restrito ao intervalo de 0 a 1. Sendo, 0 (para o
minimo aceitavel), 0,5 (para o valor médio aceitavel) e 1,0 (para o valor desejavel). Quanto
maior o valor de D mais conveniente sera a resposta do sistema, sendo que o valor maximo de
D é a solugéo otimizada do sistema.

Para a obtencdo de um filme ideal foram consideradas as variaveis respostas que
apresentaram diferenca significativa (ANOVA, p < 0,05): teor de vitamina C, teor de
carotenoides totais ¢ de B-caroteno, forca de tracdo e de perfuracdo, elongacdo na tragédo e na
perfuracdo, mdédulo de elasticidade e atividade antioxidante total. Para isto, o filme escolhido
deve possuir maiores teores possiveis de vitamina C, carotenoides, B-caroteno, atividade
antioxidante (TEAC). Por outro lado, um mediano valor de modulo de elasticidade sao
desejaveis para a elaboracdo de um bom filme. Ja as propriedades que ndo apresentaram
diferenca significativa ndo foram consideradas como parametro para escolha, pois ndo faria
diferenca selecionar qualquer um dos tratamentos com referencia a essas propriedades. Assim,
foram adotados critérios com base nas restricbes citadas para 0s valores minimos,
intermediarios e maximos de cada resposta para encontrar os valores operacionais 6timos das
variaveis independentes que satisfacam simultaneamente 0s requisitos necessarios as variaveis
respostas (funcdo desejabilidade). Desta forma, foi selecionado o tratamento 2, como sendo o
desejavel (7,5% de OEC, 22,5% de glicerol). Este tratamento escolhido foi processado em
escala piloto (extrusdo termoplastica e termoprensagem) e avaliado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das matérias primas
5.1.1 Composi¢ao Quimica

Os valores de composicdo quimica do amido de mandioca estdo apresentados na
Tabela 11.

O amido geralmente é extraido por processos que permitem o carreamento de
substancias contaminantes como proteinas, lipidios e cinzas. Além do método de extracdo, a
fonte boténica também apresenta importante influéncia no teor final destes componentes. A
quantificacdo destas substancias determina o seu grau de pureza. Muito embora presentes em
pequenas quantidades, estas substancias podem interferir nas propriedades fisico-quimicas e
funcionais do amido (LEONEL; CEREDA 2002).

Tabela 11. Caracterizacdo quimica do amido de mandioca (Manihot esculenta L.).

Determinacéo Teor (b.s.)
Umidade (%) 9,75 10,15
Proteina (%) ND
Matéria graxa (%) ND
Cinzas (%) 0,15 = 0,00
Carboidratos (%) 90,10 +0,21

b.s.: base seca / ND: ndo detectado

O teor de umidade do amido de mandioca foi de 9,75% estando dentro dos limites de
tolerancia, para este parametro, segundo a Instru¢cdo Normativa n.23 de 14 de dezembro de
2005, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005), que
considera como aceitaveis valores de umidades menores do que 14%. E também se encontra
em conformidade com os exigidos pela RDC n. 263 de 22 de setembro de 2005, da ANVISA,
que estabelece como valor maximo permitido, em amido ou amido de mandioca, 18 % de
umidade (BRASIL, 2005).

Os resultados de umidade sdo Uteis para controlar o processo de secagem do amido,
sendo que a determinacdo da umidade nas amostras estudadas foi um parametro importante
ser determinado, para que todos os resultados das andlises subsequentes pudessem ser
expressos em base seca.

Nunes, Santos e Cruz (2009), estudando amidos de trés diferentes variedades de
mandioca encontraram teores de umidade entre 11,47 e 12,11%.

O teor de cinzas do amido foi 0,15%. A determinacdo das cinzas é util para controlar a
presenca de residuos de casca, ou seja, impurezas, no processamento do amido (MARCON,
2009). O conhecimento destas impurezas associadas ao amido isolado reside na influéncia que
essas exercem em seu comportamento. O alto teor de cinzas pode indicar a presenca de sais
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associados as moléculas de amilose e amilopectina, do que surgem comportamentos
caracteristicos na pasta, 0 mesmo ocorrendo com o teor de lipidio e proteina (AMANTE,
1986). De um modo geral, quando os valores de cinza obtidos s&o consideravelmente baixos,
indica eficiéncia do processo de separagdo na extragcdo do amido.

Segundo a Instru¢cdo Normativa n. 23 de 14 de dezembro de 2005, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2005) que estabelece como valor maximo
de cinzas 0,20 %, para amidos comerciais, assim como a RDC n.263 de 22 de setembro de
2005, da ANVISA, que os valores de cinzas permitidos sdo até 0,50 % (BRASIL, 2005), o
amido de mandioca utilizado neste estudo apresentou percentual dentro do limite aceitavel.

Nesse estudo ndo foi detectado a presenca de lipidios ou proteinas no amido de
mandioca, evidenciando método de extracdo rigoroso. Segundo Peroni (2003), a quantidade
de outros constituintes no amido como, lipidios, cinzas e proteinas dependem da origem
botanica e do método de extracdo. Quanto menor o teor destas substanciase melhor a
qualidade do amido.

Os valores de composicdo quimica da polpa de acerola estdo apresentados na Tabela
12.

A variacdo na composicao fisico-quimica de frutas e seus derivados, como polpa de
frutas é decorrente de muitos fatores, tais como variedade, grau de maturacdo, local de
plantio, época de plantio e colheita, entre outros (FOLEGATTI e MATSUURA, 2003).

Tabela 12. Caracterizacdo fisico-quimica da polpa de acerola
(Malpighia emarginata DC.).

Determinacéo Valores obtidos
Umidade (%) 92,72 +0,15
Proteina () 0,40 £0,01
Matéria graxa (%) 0,24 +0,01
Cinzas (%) 0,29 +0,01
Carboidratos (g) 6,35+0,02
Solidos solaveis (°Brix) 6,6 £0,15
pH 3,14 +0,02

Médiatdesvio-padrao

Segundo os padrbes de identidade e qualidade para polpas de frutas aprovados pela
Instrucdo Normativa n. 01, de 7 de janeiro de 2000 (BRASIL, 2000), polpa de acerola €
definida como “o produto ndo fermentado e ndo diluido, obtido da parte comestivel da acerola
(Malpighia spp.) por meio do processo tecnologico adequado, com teor minimo de sélidos
totais. Esta Instrucdo Normativa estabelece que a polpa de acerola deve conter os teores
minimos de so6lidos soluveis de 5,5 °Brix e pH de 2,8. De acordo com os dados obtidos, pode-
se concluir que a polpa de acerola utilizada no estudo, atendeu a legislacdo brasileira.
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Os resultados obtidos neste estudo estdo na faixa dos valores encontrados para polpa
de acerola por Mercali et al. (2011) para umidade (92%) e pH (3,28) e um pouco abaixo para
solidos soluveis (7,8 °Brix). Provavelmente essa diferenga em relagdo aos solidos soluveis
se deva ao diferente estadio de maturacdo da fruta. Valores também semelhantes ao
encontrado por Canuto et al. (2010) para proteinas (0,43-1,32 %) e inferiores para cinzas
(0,43-0,45 %) e matéria graxa (0,92 %).

Pereira (2013), trabalhando com a polpa in natura na concentracdo de 7,5 °Brix
encontrou os seguintes valores para umidade (92,10%), cinzas (0,32%), extrato etéreo
(0,10%), proteinas (0,99%). Valores estes, semelhantes com o presente estudo para umidade e
cinzas e acima para extrato etéreo e abaixo para proteinas provavelmente esta variacdo pode
ser decorrente de fatores como variedade, grau de maturacdo, local de plantio e colheita
(SILVA, 2000).

Tendo como base a polpa com concentracdo de 6,6 °Brix, que foi a concentracao
encontrada para o produto in natura, os valores de umidade (92,72%) e cinzas (0,29%)
encontrados estdo de acordo com os apresentados na Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos, TACO (MINISTERIO DA SAUDE, 2011), para polpa de acerola congelada, com
93,6% para umidade e 0,3% para cinzas. Com relacdo as gorduras, apesar de a tabela TACO
apresentar tragos, foram encontrados 0,24%. J& em relacdo ao teor de proteinas (0,40%),
houve uma grande diferenca em relagdo ao presente na TACO (0,60%). Esta variagéo,
segundo Silva (2000), pode ser decorrente de fatores como variedade, grau de maturagéo,
local de plantio e colheita.

Os componentes da caracterizacdo quimica do 6leo esséncial de cravo (OEC) estdo
apresentados na Tabela 13. Através da analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas foi possivel separar e identificar seis constituintes do 6leo essencial
de cravo.

Tabela 13. Identificacdo dos componentes
do bleo essencial de cravo.

Identificacéo Teor (%)
Eugenol 82,1+£0,2
(E)-cariofileno 59+0,1
a-humuleno 0,7+0,0
trans-calameno 0,2+0,0
Acetato de eugenila 10,3+0,1
Oxido de cariofileno 0,7+0,0

Médiatdesvio-padrao

O OEC do presente estudo apresentou como compostos majoritarios, o eugenol (82,1
%), o P-cariofileno (5,9%) e o acetato de eugenila (10,3%). Resultado similar enfatizado por
Singh et al. (2012), que comprovaram gue entre os varios constituintes identificados no 6leo
de cravo, o eugenol, o acetato de eugenil e o B-cariofileno representam os principais
componentes. Resultados semelhantes (82 a 88%) foram também obtidos por Ugaldea (2014),
Costa et al. (2011), Arenas et al. (2011), Silvestri et al. (2010) e Oliveira et al. (2009).
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Dzamic et al. (2009) identificaram 16 componentes no 6leo essencial de cravo, sendo
o eugenol (78,57%), P-cariofileno (15,56%) e a-humuleno (1,88%) como o0s principais
componentes

Trajano et al. (2010) identificaram 18 compostos quimicos do 6leo essencial extraido
das folhas de E. caryophyllata. O eugenol (74%) foi o composto majoritario, seguido pelos a-
humuleno (9,62%), D-cadineno (4,64%), trans-p-cariofileno (4,69%) e 6xido de cariofileno
(1,63%). Outros compostos, como eucaliptol (0,96%), y-cadineno (0,86%), humuleno
(0,83%), e torreiol (0,62%) foram encontrados em percentual menor.

As diferencgas existentes entre os componentes do OEC deste estudo e dos demais,
provavelmente se deve ao processo destilagdo, secagem, regido de plantio, temperatura, tempo
de armazenamento e parte da planta utilizada (LEUSCHNER e ZAMPARINI, 2002; QIU et
al., 2010).

5.1.1.2 Teor de umidade e sélidos totais das polpas utilizadas

Em virtude da grande quantidade necessaria de polpa in natura para o processo de
extrusdo, as polpas utilizadas nos processos de casting e extrusdo foram adquiridas em
momentos distintos, logo pertencem a lotes diferentes, embora sejam do mesmo produtor,
com isso os teores de umidade e solidos totais diferem entre si.

Com relacdo a umidade e soélidos totais da polpa concentrada, o processo de
concentracdo foi necessario, devido ao alto teor de umidade da massa a ser extrusada com a
adicdo da polpa in natura no estado original (Tabela 14). Portanto, foi necessario reduzi-lo
para que se pudesse adicionar todo o volume de polpa com o aporte de vitamina C desejado,
sem 0 excesso de &gua no sistema, o0 que impossibilitaria a processabilidade no extrusor. O
aumento do teor de sélidos permitiu ser adicionada uma alta dosagem para extrus&o.

Tabela 14. Teor de umidade das polpas utilizadas na elaboracdo dos filmes por casting e
por extrusao.

Matéria-prima Umidade Solidos totais
i (%) (%)
Polpa casting 92,72+0,02° 7,28+0,02°
Polpa pré-extruséo 93,48+0,02° 6,52+0,02°
Polpa concentrada 81,21+0,03" 18,79+0,03"

Médiatdesvio-padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores de umidade para as polpas utilizadas na elaboracdo dos filmes (casting,
concentrada e extrusada) foram de 92,72; 81,21 e 93,48%, respectivamente. Todas as polpas
utilizadas neste estudo estdo dentro da faixa de umidade da Tabela TACO (2006) que € de 92
a 93,6%.

Valor semelhante ao presente estudo (94,91%) foi encontrado por Salgado et al.
(1999) para umidade na polpa de acerola industrializada.
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Os valores de solidos totais encontrados neste estudo para as polpas utilizadas na
elaboracdo dos filmes (casting, concentrada e extrusada) foram de 7,28; 18,79 e 6,52%,
respectivamente. Todas, estdo dentro da faixa descrita (6,4 a 8,0 %) na TACO (2006). Valor
semelhante a esse estudo foi encontrado por Salgado et al. (1999) para sélidos totais (5,09%)
para polpa de acerola industrializada.

5.1.2 Tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho das particulas do amido de mandioca e da polpa de acerola
podem ser vistas nas Figuras 26 e 27, respectivamente.

O amido de mandioca apresentou distribuicdo do tamanho das particulas variando de 6
um a 35 um, com maior volume de particulas em 18,8 um. Segundo Vieira (2004), o tamanho
dos granulos e sua distribuicdo estdo entre os fatores que influenciam as propriedades
funcionais dos amidos.
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Figura 26. Distribuicdo granulométrica, em volume, das particulas do amido de mandioca

Defloor et al. (1998) e Cereda (2001) relataram os diametros médios dos granulos do
amido de mandioca variam de 3 a 32 ¢ de 5 a 35 um de didmetro com a média de 20 um,
respectivamente. Valores aproximados aos resultados obtidos neste estudo.

Na Figura 27, esta representado o resultado médio da distribuicdo do tamanho de
particulas da polpa de acerola. Pode-se observar que a polpa apresentou um maior volume de
particulas em torno de 233 um. O tamanho das particulas encontradas na polpa de acerola in
natura variou da seguinte forma: particulas com tamanho entre 65 a 442 um. Comportamento
semelhante foi observado no suco de lima &cida organica integral (Viana, 2010), sendo que
neste a maior concentragdo de particulas ficou acima de 200 pm.
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Figura 27. Distribui¢do granulométrica, em volume, das particulas da polpa de acerola.

Carvalho et al. (2006), ao trabalhar com suco de limédo integral (Citrus limon, L.),
observaram que 0 mesmo apresentava uma ampla distribuicdo de tamanho de particulas, de
pequeno tamanho com 5 um, como também particulas de maiores dimensées (8%) entre 500 e
600 pm.

N&o foram encontrados relatos de trabalhos tecnico cientificos relacionados a analise
quanto ao tamanho de particula para polpa de acerola.

5.1.3 Teor de vitamina C, carotendides totais e de p-caroteno

Os diferentes periodos de aquisicdo das polpas (lotes diferentes), justificam as
andlises individuais. De acordo com a Tabela 15, observa-se que os teores obtidos de vitamina
C, carotenoides ¢ P-caroteno para polpa casting, polpa pré-extrusdo e polpa concentrada,
respectivamente.  Através de analise estatistica, as matérias-primas diferiram
significativamente entre si (p < 0,05).

Tabela 15. Teor de vitamina C, carotenoides e de [-caroteno das matérias-primas
utilizadas no processo de casting e de extrusao.

Carotenoides

Matéria-prima Vitamina C totais B-caroteno

(mg/100g)* (1g/100g)* (Mg/100g)*

Polpa casting 1866,830° 2550,500" 1888,000°
Polpa pré-extruséo 1352,157° 1417,000° 1067,5°
Polpa concentrada 4399,867° 6125,500° 4409,0°

*base Umida/ Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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Oliveira et al. (2012), obtiveram o teor maximo de vitamina C de 1667 mg/100g em
polpas congeladas, concordando com a faixa dos teores encontrados neste estudo. Porém,
valores inferiores aos encontrados foram relatados por Araujo et. al. (2006) e Mendes et al.
(2009), com valores variando de 470,24 a 1.119 mg/100g. Enquanto Souza et al. (2012),
encontraram 821,12 mg/100g e Temoteo et al. (2012) obtiveram 1083,34 mg/ 100g. As
diferencas nos resultados relatados ao deste trabalho, segundo Toméas-Barberan (2001)
dependem de fatores intrinsecos (género, espécie, cultivar) e extrinsecos (condicbes
ambientais, cultivo, manejo, condi¢fes de armazenamento, sensibilidade dos processos de
extracdo e de determinacgéo utilizados.

Agostini-Costa et al. (2003) obtiveram 7100 pg/100 g de B-caroteno na polpa de
acerola recém-processada, entretanto foi observada uma reducdo de 20% no conteldo de
carotenoides totais, ja no quarto més de estocagem, justificando parte das variacoes
encontradas na literatura, outras diferencas referem-se a safra, localidade de colheita e a
variedades. Lima et al. (2005) determinaram o teor de B-caroteno em acerola, encontrando
variagdes entre 940 e 3090 pg/100g (estacdo seca) e 1410 a 4060 ug/100g (estacdo de chuvas)
no estadio maduro, concordando com os valores obtidos neste estudo.

5.1.4 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total pelo método DPPH" e ABTS" das polpas de acerola e
0 OEC estdo apresentadas na Tabela 16.

Em relagio ao método DPPH”, as substancias antioxidantes presentes nos extratos
reagem com o DPPH, que é um radical livre e dessa forma, estabiliza-o. O extrato que
apresenta alto potencial em sequestrar radicais livres tem baixo valor de 1Csy (concentragédo
necessaria para inibir 50% do radical livre formado). Dessa forma, uma pequena quantidade
de extrato é capaz de decrescer a concentracdo inicial do radical DPPH* em 50%, ou seja,
quanto menor o valor do ICs, maior sera a capacidade antioxidante do extrato analisado.

Observa-se que a maior atividade antioxidante obtida foi da polpa concentrada com
um valor de ICso de 9,87 mg, seguido pela polpa casting com 14,92 mg. A diferenca de
valores entre essas duas polpas in natura (14,92 e 16,44 mg), como ja foi relatado se deve a
diferenca de lotes, cultivares, condi¢Ges climaticas e outros. De acordo com estes dados, fica
evidenciado através dos resultados expressos tanto em ICso DPPH e também por uM trolox no
teste de DPPH, que a polpa concentrada, apresenta a maior capacidade antioxidante em
comparacdo as outras duas polpas utilizadas, fato justificado pelo proprio processo de
concentracdo, promovendo a concentracdo dos bioativos antioxidantes vitamina C e
carotenoides, logo aumentando a capacidade antioxidante da mesma.
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Tabela 16. Capacidade antioxidante da polpa de acerola in natura (casting e extruséo), da
polpa concentrada e do OEC?® pelos métodos DPPH" e ABTS".

DPPH ABTS
Amostra IC 5o UM trolox/g IC 50 UM trolox/g
mg/g amostra mg/g amostra

Polpa casting* 14,92+40,54° 38,83 +4,32° |19,92+0,43° 52,34+ 541"
Polpa pré-extrusio*  16/44:0,47°  41,64+0,59" | 32,27+0,65° 40,42+ 0,65’
Polpa concentrada* ~ 9:87¥0,25"  74,08+261° | 16,430,44" 78,42+ 5,62°

OEC* 0,58+0,02  1311,86 +4547 | 0,33+0,02  2063,1 + 55,75

*base mida / ® 6leo essencial de cravo/ ICsy: quantidade de amostra necessaria para inibir 50% do radical livre
presente/ Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultado superior para 1Csp DPPH (0,00174 mg/mL) foi relatado por Vieira et al.
(2011) para polpas de acerola. Porém, concordando com os resultados de ABTS em TEAC
(52 a 3690 UM trolox/g amostra) do mesmo autor. Estas diferencas provavelmente se devem a
complexidade desse grupo de compostos, aos metodos de extragdo e/ou a metodologia de
quantificacdo empregada (BALASUNDRAM et al., 2003). Como também, segundo Wojdylo
et al. (2008) possam ser justificadas as variacdes das condicGes climaticas, grau de maturacédo
da fruta e solo, que afetam seu contetido em compostos fenolicos. Os resultados deste estudo
foram semelhantes a varios estudos prévios que observaram que a polpa de acerola apresenta
elevada capacidade antioxidante (KUSKOSKI et al. 2005; MELO et al. 2008; ROCHA, 2013).

Para o OEC, o resultado para ICs pelo método DPPH foi de 0,58 mg/g, sendo inferior
ao obtido por Ugalde (2014) (0,011 pug/mL) e superior ao encontrado por Vanin (2014) (367,5
ug/mL), utilizando a mesma metodologia. Dessa forma, observa-se-se que o OEC possui
potencial para ser utilizado como antioxidante (UGALDE; VANIN, 2014). As diferencas
encontradas entre este estudo e de outros relatados provavelmente se devem a fatores como
método de extracdo, condicdes e temperatura de armazenamento, partes da planta utilizada,
clima, entre outros.

Em relacdo ao método ABTS, as polpas casting, pré-extrusdo e concentrada obtiveram
19,92; 32,27 e 16,43 mg/g para o IC 5 e 52,34; 40,42 e 78,42 UM trolox, respectivamente.
Diversos autores avaliaram a capacidade antioxidante de polpas e sucos de frutas. Kuskoski et
al. (2005), determinaram a capacidade antioxidante pelo método ABTS das polpas de amora,
uva, acai, goiaba, morango, acerola, abacaxi, manga, graviola, cupuagu e maracuja,
encontrando valores de TEAC variando de 2,0 e 67,6 pMol TEAC g/amostra, concordando
com a faixa de variacdo dos resultados apresentados deste trabalho nos mesmos parametros.

O mesmo fica evidenciado com relacdo ao OEC, em que em uma concentracéo de 0,33
mg é comparavel a 2063,1 uM trolox de um potente antioxidante sintético tido como
referéncia (trolox).

5.1.5 Cristalinidade do amido de mandioca

A cristalinidade parcial dos granulos de amido possibilita padrbes especificos de
difracdo de raios X. Segundo Zobel (1964), o que define os padrbes de cristalinidade sdo a
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intensidade relativa das linhas de difracdo dos raios X e o0s espagos interplanares (d). Esta
analise é muito atil na identificacdo da natureza boténica de amidos (TAKO e HIZURUKI,
2002).

Na Figura 28 pode-se observar no difratograma de raios X, o padréo de cristalinidade
do amido de mandioca do presente estudo, em que sdo evidenciados os picos de maior
intensidade em 26 de 15°; 17°; 18°, 23° ¢ 27°. Marcon et al. (2009) e Shin (2005) sugerem
que os granulos de amido que apresentam caracteristicas do tipo A sdo 0s que apresentam 0s
picos principais em 15; 17; 18 e 23 em 20; tipo B, em 5,6; 15; 17; 18 ¢ 23 em 20 ¢ tipo C,
uma mistura dos tipos A e B com picos em 5,5; 15; 17; 22 ¢ 23° em 20. Portanto, com base
nesta classificagédo, os granulos de amido de mandioca apresenta padrao semelhante ao tipo A.

Na literatura, os amidos de mandioca sdo classificados em diversos tipos. Lacerda
(2006) descreve o perfil de cristalinidade do amido de mandioca como tipo A, Teixeira et al.
(2009) classifica como tipo B, Marcon et al. (2009) classifica como tipo C e Costa (2010)
classifica como tipo A. Marengo et al. (2012), Huang et al. (2007) e Zobel (1998)
observaram picos para amidos de mandioca proximos de 260 em 15,3; 17,3; 18,3; 22 e 23,5° ¢
caracterizaram os amidos como padréo de cristalinidade tipo C.

No presente estudo, o indice de cristalinidade dos granulos de amido de mandioca foi
de 41,7%. Segundo Cheethan e Tao (1998), o indice de cristalinidade relativa de amidos
nativos varia de 15 a 45 %, dependendo da espécie vegetal.

Buléon et al. (1998), Ferrini (2006) e Srichuwong et al. (2005) encontraram valores de
indice de cristalinidade de 24,0 %, 25,24 % e de 31,0 %, respectivamente para amido de
mandioca. Valores abaixo dos obtidos neste estudo.

Intensidade

Angulo 2 Theta
Figura 28. Difratograma de raios X do amido de mandioca

5.1.6 Temperatura de gelatinizacdo do amido de mandioca

Como ja descrito na revisdo de literatura no item 3.2.1, uma das propriedades do
amido de mandioca ¢ a gelatinizacdo. Suspensdes de amido quando aquecidas em excesso de
agua possibilitam uma transicdo de primeira ordem, irreversivel, sendo que nessa etapa ocorre
0 rompimento, a expansao e a hidratacdo dos granulos e ainda a solubilizacdo das moléculas
de amido. Essa transicdo pode ser caracterizada por uma endoterma obtida através de
calorimetria diferencial de varredura (DSC).
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A Figura 29 mostra o termograma do amido de mandioca nativa para verificacdo da
gelatinizagdo total do amido. As temperaturas onset (To) e de pico (Tp) e a entalpia de
gelatinizag@o (Anger) do amido de mandioca nativa estdo representadas na Tabela 17.
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Figura 29. Termograma do amido de mandioca nativo.

Tabela 17. Temperaturas onset (To), de pico (Tp) e entalpia de gelatinizagdo (Ange) da
amido de mandioca nativa

Amostra To (°C) T, (°C) Anget (3 97
Amido de 60,01 69,13 14,47
mandioca

Segundo os dados, na gelatinizacdo do amido deste estudo a temperatura inicial (To),
de pico (Tp) e a entalpia de gelatinizagdo (AHge) foram de 60,01°C; 69,13°C e 14,47 gt
respectivamente. Valores similares foram observados por Lacerda (2006), com a temperatura
de pico de 63,43 °C e a entalpia de 12,89 Jg™.

Granulos de cereais (cristalinidade tipo A) e tubérculos nativos (cristalinidade tipo B)
possuem diferentes caracteristicas de gelatinizacdo. Os tubérculos iniciam a gelatinizacdo em
temperatura (To) menor, mas possuem altas temperaturas de pico (T,). Granulos de amido
nativo tipo B tem entalpia (Anger) Mmenor do que do tipo A (SINGH et al. (2003).

Diversos estudos buscam elucidar o que ocorre durante o aquecimento de dispersdes
de amido em relacdo ao conteldo de amilose e amilopectina. Silva e Cabello (2006)
observaram que no amido de mandioca esses teores variaram de 17,17 a 19,67% para amilose
e 80,33 a 82,83% para amilopectina.

Sabe-se que a amilopectina exerce papel principal na cristalinidade dos granulos de
amido. Altas temperaturas de transicdo tém sido mencionadas como resultado do alto grau de
cristalinidade, que fornece estabilidade estrutural aos granulos e maior resisténcia a
gelatinizagdo. Assim, a presenca de amilose baixa o ponto de fuséo das regides cristalinas e a
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energia para iniciar a gelatinizacdo, pois as longas cadeias de amilopectina requerem uma
maior temperatura para dissociar completamente do que aquela requerida pra cadeias mais
curtas das duplas hélices. Esta correlacdo indica que o amido com alto conteddo de amilose
tem maior regido amorfa e perde regido de cristalinidade a menor temperatura de
gelatinizacdo (SINGH et al., 2003).

Geralmente, segundo Elfstrand et al. (2004), durante a analise de DSC das dispersfes
de amido/agua, uma larga distribuicdo na transicdo endotérmica indica heterogeneidade
cristalina, onde menos cristais estaveis derretem em uma temperatura baixa e 0s cristais
restantes derretem a temperaturas mais altas, o que indica uma dependéncia entre o
comprimento das cadeias e as temperaturas de transicdo e entalpia de fusdo. Cadeias externas
mais longas de moléculas de amilopectina fornecem altos valores de entalpia de fuséo.

De acordo com Yoo e Jane (2002), a ocorréncia de uma Unica endoterma no grafico
apresentado pelo DSC dos amidos indica que ndao ha amilose complexada com lipidios. A
presenca desta, provocaria uma fusdo com uma endoterma na faixa de temperatura de 91-
100°C. Fato ja esperado, pois amidos de raizes e tubérculos apresentam quantidades muito
baixas de lipidios. Como mencionado anteriormente, ndo foi detectado a presenca de mateéria
graxa no amido de mandioca (Tabela 11). O valor desta endoterma foi de 14,47 kJ kg™,
superior a endoterma do amido de mandioca encontrado por Peroni (2003), de 13,73 kJ kg™.
Possivelmente essa diferenca de entalpia seja devido ao aumento da entalpia necessaria ao
evento, sugerindo um aumento nas caracteristicas cristalinas do material, 0 que poderia ser
justificado pela diferenca nos conteudos de amilose e amilopectina do amido de mandioca
utilizadas, pois a sua cristalinidade esta associada com a presenca da amilopectina, sendo
necessaria maior energia a medida que o teor de amilopectina é maior do que o amido obtido
por Peroni. E 0o amido, mesmo sendo da mesma espécie, depende da qualidade do solo,
chuvas, plantio e outros.

5.1.7 Microestrutura

Os granulos de amido de mandioca nativo observados por MEV tém sua morfologia
externa apresentada na Figura 30, onde os granulos podem ser observados com um aumento
de 600, 1000, 1500, 2500 e 4000 vezes.

Os granulos apresentaram morfologia arredondada, as vezes truncadas, alguns
aglomerados, e alguns granulos concavo-convexos caracteristicos, caracteristicas tambem
observadas por Henrique et al. (2008), e Jane et al. (1994). Segundo Amante (1986), o
tamanho e a forma dos granulos de amido variam com a espécie e a distribuicdo de tamanho
varia com o estadio de desenvolvimento da planta e forma de tuberizacdo, podendo ainda se
diferenciar entre variedades.

Sriroth et al. (1999), observaram a influéncia do tempo de colheita da mandioca com
relacdo a estrutura dos granulos de amido em diferentes cultivares. Foi evidenciado através da
analise de tamanho de granulos de amido, que a distribuicdo de tamanho dos granulos foi
afetada pela idade da raiz. Leonel (2007), analisando amido de diferentes fontes botanicas,
observou amidos com uma estrutura muito semelhante a observada neste trabalho.
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Figura 30. Micrografias do amido de mandioca obtidas através de microscopia eletronica de varredura
(MEV) do amido de mandioca: a. 600x, b. 1000x; c. 1500x; d. 2500x; e. 2500x; f. 4000x.
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O comportamento da viscosidade das amostras (T1) amido de mandioca e agua, (T2)
amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol, (T3) amido de mandioca polpa de acerola,
(T4) amido, &gua e glicerol, (T5) polpa de acerola, (T6) polpa de acerola e glicerol. sob
variadas condicGes de temperatura € apresentado na Figura 31. Pode-se observar que na
presenca de polpa, as amostras T2, T3, T5 e T6, evidenciaram um aumento na viscosidade
durante os primeiros 5 minutos a 50 °C e ap06s, diminuindo progressivamente até os 30 min de
analise enquando a temperatura aumentava para 83°C, mostrando ligeira recuperacao
enquanto a temperatura diminuia. Este efeito provavelmente surgiu como resultado de uma
organizacdo inicial das cadeias poliméricas sob cisalhamento.

Destas amostras, para T2 (amido, polpa e glicerol) e T6 (polpa e glicerol), ficou
evidenciado que a presenca de glicerol pouco influenciou no aumento da viscosidade,
provavelmente o pouco aumento da viscosidade constatado foi devido ao amido, mesmo em
baixa concentracdo que interagiu com a polpa. Nas amostras T3 (amido e polpa) e T5 (polpa),
a interacdo entre o amido e a polpa influenciando o aumento da viscosidade ficou ainda mais
evidente, pois 0 aumento é drastico na amostra (T3) com a adicdo de apenas 0,5% de amido
no perfil da viscosidade em relacdo a mesma amostra sem o amido (T5).

500 100 -
100 T1-0,5% amido, 99,5% agua,
300 35 0% glicerol, 0% polpa
100 90
LOO 85 T2 - 0,5% amido, 0% agua,
)00 &) 0,25% glicerol, 99,25% polpa
100 80 =
300 = o
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Figura 31. Curva de Tempo versus Viscosidade da suspensdo de amido de mandioca com polpa de acerola e glicerol: (T1)
amido de mandioca e &gua, (T2) amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol, (T3) amido de mandioca polpa de acerola,
(T4) amido, 4gua e glicerol, (T5) polpa de acerola, (T6) polpa de acerola e glicerol.
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Figura 32. Curva de Tempo versus Viscosidade da suspensdo de amido de mandioca : amido de mandioca e agua (T1),
amido de mandioca, agua e glicerol (T4).
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As amostras T1 (amido de mandioca e agua) e T4 (amido de mandioca, agua e
glicerol) apresentaram viscosidade muito baixa ao longo de todo perfil de temperatura. Isto
pode ser atribuido ao baixo teor de amido presente nas amostras (0,5%), sendo insuficiente
para que os granulos ao incharem contribuissem para 0 aumento da viscosidade. Na Figura
32, ficou evidenciado (T4) apenas um pico de aumento de viscosidade em torno de 1,4 mPa
aos 18 min de andlise aos 83 °C. Isto se deve provavelmente a fusdo do glicerol (T4).

Amido (0,5%) Amido (0.5%) Amido (0.5%) Polpa (100%) Polpa (99,75%)
Agua (99.3%) Polpa (99.25%) Polpa (39.3%) Glicarol (0.23%)
Glicerol (0.23%) TS
Tl T2 T3 T6

Figura 33. Imagens do fenbmeno de gelatinizacdo do amido de mandioca e a sua
interacdo com a polpa de acerola e glicerol.

As imagens do processo de aguecimento das amostras em excesso de agua de forma a
mostrar o fen6meno de gelatinizacdo do amido das amostras estdo apresentadas na Figura 33,
nos tempos 1, 11, 19 e 29 min e temperaturas de 50, 71, 86 e 84 °C. Os amidos foram
caracterizados pela presenca de formas arredondadas contrastantes (granulos), no inicio da
andlise, particularmente quando processado com agua. Provavelmente, devido a diluicdo,
formas de amido foram escassos, quando misturado com glicerina e polpa de acerola. Nao
foram observadas formas claras para a polpa e agua, enquanto que quando o glicerol foi
adicionado pronunciadas estruturas longas e finas foram sendo evidenciadas, provavelmente
devido a presenca de fibras (hidrocoloides) opticamente melhoradas pelo glicerol.

Por agquecimento continuo e cisalhamento, granulos de amidos expandiram até o
desaparecimento da sua forma inicial apds 15-20 minutos, dependendo da presenga do agente
plastificante. Um trabalho semelhante foi realizado por Tan et al. (2008), com os amidos de
cereais. Eles observaram que os granulos maiores absorveram plastificante antes dos granulos
menores, 0 que também foi observado neste estudo.
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A polpa de acerola contém uma concentragdo substancial de hemiceluloses (Farias et
al., 2012) o que tem contribuido para aumentar a viscosidade em baixa temperatura no estudo.
Sabe-se que a hemicelulose, como a pectina, € utilizada como agente espessante e que as
longas moléculas podem entrelagar a baixa temperatura (BEMILLER, 2001).

De acordo com Pelegrine (1999), como a maioria das polpas de frutas apresenta-se na
forma de so6lidos dispersos em meios liquidos, a temperatura torna-se um dos fatores que mais
afetam sua viscosidade. Um aumento da temperatura faz com que a viscosidade da fase
liquida diminua, aumentando o movimento das particulas em suspensdo, causando um
decréscimo na viscosidade da polpa. Segundo Queiroz (1998) e Silva (2000), considerando
que os fatores teor de solidos e temperatura afetam o comportamento reoldgico das polpas de
frutas, pode-se atribuir seu comportamento incomum as fibras longas presentes nesse
material, ndo fragmentadas por ocasido do despolpamento. Essas fibras se entrelagariam
durante a deformacdo, formando fios que dificultariam o escoamento do material, opondo
forcas de arraste a0 movimento, aumentando a viscosidade no inicio da analise (T5).

Azoubel et al. (2005) avaliaram o efeito da concentragdo sobre a viscosidade do suco
de caju, a 30°C, para teores de solidos soluveis na faixa de 5,5 a 25 °Brix, observando que
houve um aumento da viscosidade em funcdo do contetdo de sdlidos. De acordo com
Constenla, Lozano e Crapiste (1989), a viscosidade da solucdo € uma funcdo das forcas
intermoleculares e interagdes entre dgua e soluto que acabam por restringir 0 movimento
molecular. Quanto mais solutos estdo dissolvidos na solugéo, maior € a viscosidade, devido a
um aumento nas ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de agua e soluto.

De acordo com Torley e Van Der Molen (2005) tipos diferentes de agucares divergem
no seu efeito sobre a gelatinizacdo do amido, e as suas misturas tém um efeito que € em
grande parte proporcional a concentracdo dos acUcares presentes. Parece que as vitaminas e
hidrocolbides de polpa de acerola afetaram a gelatinizacdo do amido. Este efeito foi reduzido
pela presenca de glicerina, que pode formar ligacGes fortes com moléculas de agua evitando a
solubilizacéo de hidrocoldides.

5.2 Resultados Preliminares
5.2.1 Caracterizacgado dos filmes obtidos em extrusora monorosca e termoprensagem

Foram realizados testes preliminares com o objetivo de avaliar o comportamento das
matérias-primas utilizadas, em um sistema mais simples de extrusdo de rosca simples na
formacdo de filmes. A principal limitacdo deste sistema é a incorporacdo de liquidos, neste
caso proveniente da polpa. Dessa forma, ndo foi possivel adicionar maior teor de polpa ao
amido, o que poderia ser resolvido com o uso do sistema de extrusdo de dupla rosca, ja que
este permite bombeamento de liquidos.

5.2.1.1 Andlise visual

Foram obtidos pellets com aproximadamente 1 mm de espessura € 25 mm de largura
(Figura 34). A base amido de mandioca adiciou-se o percentual de polpa de acerola e glicerol,
conforme o item 4.2.4.1 Baseado nos resultados obtidos dos ensaios preliminares pdde-se
concluir que a formulagdo contendo amido de mandioca (70%), polpa de acerola (15%) e
glicerol (15%) foi a formulacdo que originou filmes com melhor aspecto visual, melhor
comportamento tactil e mecanico.
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Figura 34. Pellet de amido de mandioca e polpa de acerola (A), e pellet de amido de
mandioca, polpa de acerola e glicerol (B).

Os pellets foram prensados e os filmes resultantes (Figura 35), apesar de mostrarem-se
de facil manuseio e com boa transparéncia e translucidez, apresentaram-se com uma aparéncia
pouco uniforme, rugoso nas extremidades, com flexibilidade variavel de acordo com a
presenca do plastificante, com presenca microbolhas. Observa-se que os filmes sé&o
translicidos e que aquele sem glicerol apresentou coloracdo mais escura que o filme com
glicerol. Isso pode ser atribuido simplesmente ao maior teor de polpa nos filmes sem glicerol.

De acordo com Sebio (2007), o fendmeno de plastificacdo hipoteticamente pode ter
ocorrido devido ao teor de glicerol, agua, cisalhamento e temperatura serem fatores que
provocariam a fusdo da matriz polimérica conduzindo a formacdo de uma pasta plastica
viscosa e homogénea ou o alinhamento das moléculas ou agregados poliméricos devido ao
escoamento progressivo laminar formando camadas paralelas superpostas. E até mesmo, o
resfriamento da pasta polimérica na matriz comprida, fixa as estruturas e da um formato final
plastificado.
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Figura 35. Imagem digitalizada dos filmes de amido de mandioca e polpa de
acerola sem glicerol (A), e filme de amido de mandioca, polpa de acerola e
glicerol (B).

5.2.1.2 Espessura

A espessura dos filmes elaborados no ensaio preliminar (extrusora monorosca), de
acordo com as diferentes concentragdes propostas foram 0,347% + 0,05 mm para o filme de
amido de mandioca e polpa de acerola (A) e 0,377° + 0,09 mm para 0 amido de mandioca
com polpa de acerola e glicerol (B). No presente trabalho, a variagdo de percentuais dos
componentes da formulacdo resultou em materiais com diferentes espessuras (teste de tukey,
p<0,05). Isto ¢ importante para permitir a comparagao das diversas propriedades dos filmes
elaborados, uma vez que se sabe que a espessura apresenta forte interferéncia na resposta.
Desta forma, as possiveis diferencas encontradas nas respostas podem ser devidas ndo s6 a
formulacédo, mas ao efeito da diferenca na espessura dos filmes.

Wang et al. (2010) com filmes produzidos com varidvel teor de puré de cenoura,
carboximetilcelulose (CMC), amido de milho, gelatina e glicerol, verificaram que a espessura
dos filmes variou de 0,099 a 0,238 mm. No entanto estes autores ndo relacionaram a variacao
da composi¢cdo com o aumento da espessura, ndo sendo possivel identificar o componente da
mistura que levou a essas diferencas.

Sothornvit (2007) estudando filmes exclusivamente elaborados com puré de manga,
obteve a espessura média de 0,170 mm, resultado inferior a espessura dos filmes obtidos no
presente estudo, provavelmente devido ao maior teor de amido utilizado.

A interacdo de polpa de acerola e glicerol deve ter provocado um pequeno aumento na
espessura dos filmes, o que também foi observado por varios autores (SHIMAZU et al. ,2007;
FAKHOURI, 2003). Estes ultimos, trabalhando com filmes de gelatina plastificados com
triacetina, verificaram o aumento da espessura em funcdo do aumento do plastificante.

Por outro lado, Laohakunjit e Noomhorm (2004) em estudo de filmes de amido de
arroz, observaram que a espessura ndo sofreu influéncia da concentragdo de glicerol, mas foi
influenciada pela concentragdo de amido.
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5.2.1.3 Ensaios mecanicos
5.2.1.3.1 Tens&o na ruptura no teste de tracio

De acordo com os resultados nos testes preliminares da analise de tenséo na ruptura no
teste de tracdo os valores médios obtidos para os filmes de amido de mandioca com adicao de
polpa de acerola foi de 11,88 + 0,09 MPa (A) e para os filmes de amido de mandioca com
adicdo de polpa de acerola e glicerol (B) foi 0,696 + 0,03 MPa. Observa-se que adi¢do de
glicerol a formulagdo, provocou uma redugdo drastica da tensdo na ruptura dos filmes,
conforme pode ser visto na formulacdo B. Isso porque o glicerol possui a capacidade de
reduzir as interacOes entre as cadeias poliméricas, aumentando o espaco entre as cadeias,
promovendo maior mobilidade molecular (MALI et al., 2010) reduzindo a tenséo na ruptura
dos filmes.

Resultado similar foi obtido por Wang et al. (2010) trabalhando com filmes de puré de
cenoura, carboximetilcelulose (CMC), amido de milho, gelatina e glicerol. Os autores
encontraram resultados variando de 5,06 a 11,73 MPa e observaram a melhora na tenséo na
tracdo com a elevagdo da concentracdo de amido de milho e a reducdo da tensdo da mesma
com o aumento do teor de glicerol nos filmes.

Ziani et al. (2008) elaboraram filmes de quitosana sem glicerol e verificaram que a
auséncia deste plastificante favoreceu o aumento da tensdo na tragdo. Assim, a presenca de
glicerol em filmes de quitosana resultou em uma diminuicdo da tenséo na tragdo em torno de
65%. Lima et al. (2007) verificaram que a tensdo na tracdo para filmes de alginato puro
aumentou de 18 para 49 MPa com a reducdo na concentracédo de sorbitol de 30 para 0%.

Sothornvit e Pitak (2006) trabalhando com filmes com farinha de banana observaram
que o aumento da concentracdo de farinha de banana ajudou a melhorar a resisténcia dos
filmes, 0 que o autor atribuiu ao maior teor de polissacarideos presente na estrutura do filme.

Romero-Bastida et al. (2005), estudando filmes com amido de banana e manga
adicionados de 50% de glicerol encontraram 25 e 19 MPa de tensdo na tracgdo,
respectivamente. McHugh e Olsen (2004) analisando filmes de purés de macd, péssego,
cenoura e brocolis sem a adicdo de glicerol relataram valores de 0,7; 1,8; 5,3 e 0,7 MPa,
respectivamente.

Sothornvit e Rodsamran (2007) trabalhando com filmes de puré de manga obtiveram
1,2 MPa de tensdo na tracdo, da mesma maneira que Rojas-Grau et al. (2007) que encontrou
2,90 MPa em filmes de puré de mac4, alginato e glicerol.

5.2.1.3.2 Deformacéo na ruptura no teste de tracéo

De acordo com os resultados preliminares da analise de deformacdo na tracdo, os
valores obtidos para os filmes de amido de mandioca com adicéo de polpa de acerola foi de
1,83 + 0,02% (A) e para os filmes de amido de mandioca com adi¢cdo de polpa de acerola e
glicerol foi 3,52 + 0,07%. (B). Nota-se que a presenca de glicerol (ensaio B), aumentou a
deformacdo na tracdo dos filmes, devido a capacidade do glicerol em reduzir as interacdes
entre as cadeias poliméricas, promovendo o aumento do espaco entre as cadeias, maior
mobilidade molecular (MALI et al., 2010) favorecendo o aumento da deformacao.

Wang et al. (2010) trabalhando com filmes compostos de puré de cenoura, CMC,
amido de milho, gelatina e glicerol, observaram que a concentra¢do de CMC, amido de milho
ou gelatina ndo apresentaram efeito significativo sobre a deformacdo na tracdo, mas a
elevacdo da concentracéo de glicerol provocou o aumento. Os autores comprovaram que a
adicdo de glicerol aos filmes aumentou a sua extensibilidade e reduziu a sua forga mecénica.
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Resultado semelhante ao presente estudo também foi encontrado por Vicentini (2003)
trabalhando com filmes de amido de mandioca. A autora observou que a deformacdo
aumentou linearmente de 3,28 para 7,34% e de 2,64 para 4,03% com incremento da
concentracédo de glicerina e sorbitol, respectivamente.

Observa-se no presente estudo que a presenca de glicerol favoreceu o aumento da
deformacdo na tracdo dos filmes, isto provavelmente se deve a capacidade do glicerol em
reduzir as interagdes entre cadeias poliméricas, diminuindo assim a resisténcia do filme e
aumentando a flexibilidade (SOTHORNVIT e KROCHTA, 2000, 2001). Resultados
semelhantes também foram relatados por Park et al. (1993) para os filmes a base de celulose,
Gontard et al. (1993) para filmes de glaten de trigo e Sothornvit e Pitak (2006) trabalhando
com filmes de banana.

McHugh e Olsen (2004) analisando filmes de purés de maca, péssego, cenoura e
brécolis sem a adicdo de glicerol relataram valores de 11,8; 23; 7,3 e 4,1%, respectivamente,
resultados superiores ao obtido no presente estudo. Possivelmente essa menor deformagéo
nos filmes de acerola se relacione ao menor contetdo de glicerol presente neste filme.

Romero-Bastida et al. (2005) estudando filmes com amido de banana e manga
adicionados de 50% de glicerol encontraram 40 e 30% de deformacdo na tracdo,
respectivamente e também encontraram valores maiores para os filmes adicionados com
plastificante.

Sothornvit e Rodsamran (2008) trabalhando com filmes de puré de manga obtiveram
18,5% como resultado para deformacdo na tracdo, resultado superior ao valor obtido no
presente estudo, isso possivelmente se deve ao alto teor de amido (70%) dos filmes de acerola
em relacdo aos filmes de manga (4%), ja que o teor de polissacarideo segundo os autores
aumenta a resisténcia e reduz a deformacéo dos filmes.

5.2.1.3.3 Forca de ruptura no teste de perfuracao

Os valores obtidos de forca de ruptura na perfuracdo para os filmes de amido de
mandioca com adicdo de polpa de acerola (A) foi de 61,84 + 2,54 N e para os filmes de amido
de mandioca com adicéo de polpa de acerola e glicerol (B) foi 3,94 + 0,72 N. Observa-se que
com a presenca de glicerol houve uma reducdo da forca na ruptura dos filmes.

O mesmo efeito também foi relatado por Sobral et al. (1998); Monterrey-Quintero e
Sobral (2000) e confirmado por Mali (2002), que elaborou filmes com 3,3% de amido de cara
e espessura de 0,07 mm. Este autor observou que 0 aumento da concentracdo de glicerina de
1,3 para 2% causou a reducdo da forca na ruptura da perfuracéo de 8,02 para 6,03N. O mesmo
foi verificado por Vicentini (2003) quando observou que o incremento de glicerina, sorbitol e
dietilenoglicol de 10 para 25% provocou uma reducdo linear da forca de ruptura na perfuracéo
de 7,25 para 4,28 N, de 10,04 para 8,45 N e de 7,02 para 4,16 N, respectivamente.

O efeito do plastificante reduzindo a forca de ruptura na perfuracdo também pode ser
explicado conforme descrito acima: a capacidade do plastificante em reduzir as interac6es
entre cadeias poliméricas, diminuindo assim a resisténcia do filme e aumentando a
flexibilidade (SOTHORNVIT e KROCHTA, 2000, 2001).
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5.2.1.3.4 Deformacao no teste de perfuracao

Os valores de deformacdo na ruptura obtidos para os filmes de amido de mandioca
com adicdo de polpa de acerola (A) foram de 4,183% + 0,17 % e para os filmes de amido de
mandioca com adicdo de polpa de acerola e glicerol (B) foi 4,354" + 0,58 %. Nota-se que a
reducdo da concentracdo de polpa e a adicdo de glicerol favoreceram o aumento da
deformacdo na perfuracdo dos filmes (formulacdo B). Possivelmente devido a reducgédo das
interacbes e ao aumento do espaco entre as cadeias poliméricas, promovendo maior
deformacéo.

No presente estudo foi evidenciada a capacidade do plastificante em aumentar a
deformac&o na ruptura dos filmes no teste de perfuracdo. O que também foi comprovado por
Vicentini (2003); Monterrey e Sobral (1999).

Rojas-Grau et al. (2007) obteve 51,06% de deformacdo na perfuracdo em filmes
elaborados com puré de macd, alginato e glicerol. Este resultado é bastante superior ao obtido
no presente estudo. Esta diferenca pode ser devida ao menor teor de amido deste estudo em
relacdo ao presente, uma vez que maior teor de amido confere maior resisténcia e menor
deformacdo do que os filmes sem adi¢do de amido, como nos filmes de puré de maca.

5.2.1.4 Medida de opacidade

Os resultados experimentais da analise de opacidade dos filmes de amido de mandioca
e polpa de acerola (T1) e dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol (T2)
elaborados neste estudo foram de 1,57* + 0,11 e 1,89° + 0,03, respectivamente. Foi
evidenciado diferenca na opacidade dos filmes (teste de tukey, p < 0,05), possivelmente
relacionada & diferenca nas espessuras 0,347% (A) e 0,377° mm (B). Segundo Davago (2006) o
grau de transparéncia do filme tem relagéo direta com a estrutura quimica e a massa molecular
do material, portanto dependerd da estrutura do polimero utilizado (a cristalinidade é
diretamente proporcional a opacidade) e de sua espessura (MALI, 2004; CRIPPA, 2006).
Fato justificado neste estudo pela maior opacidade no filme com maior espessura

Os valores deste estudo para analise de opacidade foram similares aos encontrados por
Ramos et al. (2006), os quais trabalharam com filmes de gelatina com 50% de glicerol (1,47),
para filmes sintéticos de polipropileno orientado sem glicerol (1,67) e para filmes de poliéster
sem glicerol (1,51) e também por Jongjareonrak et al. (2006), os quais trabalharam com
filmes de gelatina com 50% de glicerol (1,82).

Cao et al. (2007), utilizando filmes de isolado proteico de soja e gelatina, observaram
que os valores variaram de 1,184 a 5,676.

Mali (2004) observou, em filmes de amido de inhame, que a opacidade sofreu
influencia do efeito linear da espessura e da interacdo do teor de glicerol com a concentracao
de amido. O aumento da espessura provocou a elevacdo da opacidade dos filmes.

Sobral et al. (2004) observaram, em filmes constituidos de proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas do muasculo de tilapia-do-Nilo, que o aumento da concentracao de glicerol
provocou a reducdo da diferenca de cor e da opacidade dos filmes, talvez pelo efeito da
diluicdo provocado pelo glicerol, por ser um produto incolor e transparente (PASCHOALICK
et al., 2003).
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5.2.1.5 Cristalinidade dos filmes

Os resultados preliminares da analise de difracdo de raios X do amido de mandioca
nativo, dos filmes elaborados com amido de mandioca e polpa de acerola (A), dos filmes de
amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol (B), com 3 dias e dos filmes (A) e (B) com 9
dias de condicionamento em condic6es de umidade e temperatura controladas, estdo dispostos
na Figura 36.

Como ja comentado anteriormente, o padréo de cristalinidade dos granulos de amido
de mandioca nativo apresentou picos de maior intensidade em 26 de 15°; 17°; 18°, 23 e 27°.
Este padrdo € semelhante ao da difracdo do amido tipo A de acordo com Marcon et al. (2009).
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Figura 36. Difratogramas de amido de mandioca, filme de amido de mandioca e
polpa de acerola (A) e amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol (B),
com 3 dias e 9 dias.

Pode-se observar através da analise de difracdo de raios X realizada, que o amido de
mandioca nativo evidenciou picos caracteristicos da presenca de cristais de amilose e
amilopectina.

Os difratogramas obtidos para os filmes (A e B) (Figura 38) ndo apresentaram nenhum
padrdo de cristalinidade no tempo 3 dias, ou seja, nenhuma cristalinidade residual foi
observada, indicando que durante o processamento os cristais nativos foram completamente
fundidos. Isto justifica que a combinacdo da temperatura, da pressdo e do cisalhamento
utilizados foram suficientes para romper a estrutura dos granulos de amido. Porém, foi
evidenciado um aumento no perfil de cristalinidade no filme B no tempo 9 dias,
demonstrando 6,7% de aumento da zona cristalina, passando de 27,8 % a 34,5 %, nos tempos
3 e 9 dias, respectivamente. 1sso indica um certo grau de envelhecimento, tendo em vista que
filmes de amido tendem a cristalizar durante o envelhecimento, ocasionando um aumento da
rigidez do mesmo (JIMENEZ et al., 2012).
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Em filmes de amido de milho puro, h4 evidencias que o processo de recristalizacdo
também contribuiu para a reducdo da capacidade de estiramento, aumento da rigidez e da
dureza do filme (MALI et al., 2010). Além disso, ocorrem outras implica¢Bes praticas como o
decréscimo da permeabilidade aos gases (MAIA; PORTE; SOUZA, 2000), da PVA. Isto
acontece porgue uns nimeros maiores de interacGes acontecem e reforcam as ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias do amido (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000).

Foi observado neste estudo que a regido cristalina do amido se situa no intervalo de
20°, fato também relatado anteriormente por Chen, Kuo e Lai, (2009); Fam4, Rojas, Goyanes
e Gerschenson (2005).

5.3 Caracterizagao dos filmes obtidos por casting
5.3.1 Aspecto visual

Inicialmente foram realizados ensaios, utilizando-se a técnica laboratorial de casting
para selecdo do teor de plastificante e das concentracdes de OEC para serem usados na técnica
piloto de extruséo e termoprensagem. Os biofilmes produzidos por casting apresentaram bom
aspecto visual, visualmente transparentes, homogeneidade, brilho e flexibilidade sendo
facilmente removidos das placas de secagem. N&o foi evidenciada a presenca de rachaduras,
particulas insoliveis ou de bolhas visiveis nos filmes, com excecdo do filme (T5) que foi
elaborado sem plastificante, tornando-se fragil e quebradico, provavelmente este efeito tenha
sido resultado da auséncia do plastificante na matriz amilacea (JANGCHUD e CHINNAN,
1999). Os biofilmes elaborados com 7,5% de glicerol e 22,5% de OEC (T4) formaram uma
matriz mais rigida, apresentando maior dificuldade de descolamento da placa.

Na Figura 37 é apresentado o aspecto visual dos filmes elaborados por casting e na
Figura 38 do filme T2.

il

Figura 37. Filmes elaborados pela técnica casting (T1: 4% de amido, 34,54% de polpa de acerola,
30% de glicerol, 0% de OEC; T2: 4% de amido, 34,54% de polpa de acerola, 22,5% de glicerol, 7,5 de OEC; T3:
4% de amido, 34,54% de polpa de acerola, 15% de glicerol, 15% de OEC; T4: 4% de amido, 34,54% de polpa de
acerola, 7,5% de glicerol, 22,5% de OEC; T5: 4% de amido, 34,54% de polpa de acerola, 0% de glicerol, 30%
de OEC).
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Em funcdo da andlise visual dos filmes elaborados por casting (aspecto homogéneo,
auséncia de bolha, rachaduras, fissuras, particulas insollveis, boa maleabilidade e féacil
descolamento das placas) e através da propriedade desejabilidade (filme desejavel, nas
condicdes pré-estabelecidas como ideais (Figura 38) discutido a anteriori no item 4.2.6.1 foi
selecionado o tratamento ideal ou desejavel para reproducdo em escala industrial, ou seja, por
extrusdo termoplastica.

Figura 38. Filme elaborado casting (ensaio 2)

5.3.2 Espessura

Os resultados de espessura para as formulagdes de filmes elaborados por casting com
amido de mandioca e polpa de acerola com diferentes teores de glicerol e OEC estdo
apresentados na Tabela 18.

As espessuras dos filmes elaborados por casting nas diferentes formulagGes variaram
de 0,175 mm a 0,195 mm. A incorporacdo dos diferentes teores do aditivo (OEC) na matriz
plastificada com glicerol em diferentes concentraces nao resultou em alteracdo significativa
(p < 0,05) na espessura dos biofilmes, quando comparados ao filme sem OEC. Né&o foi
evidenciado diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos tratamentos.
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Tabela 18. Espessura dos filmes elaborados por casting.

Ensaios Glicerol OEC* Espessura
(%) (%) (mm)
1 30 0 0,175 +0,01°
2 22,5 7,5 0,185 +0,01°
3 15 15 0,178 +0,01°
4 7,5 22,5 0,181 +0,01°
5 0 30 0,195 + 0,01°

* Oleo essencial de cravo / Médiatdesvio-padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna,
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O controle da espessura € importante para a uniformidade dos filmes, para a
repetitividade das medidas das propriedades e validacdo das comparacdes entre as
propriedades dos filmes. Variacbes na espessura de um material podem afetar suas
propriedades mecanicas e de barreira, comprometendo o desempenho da embalagem
(SARANTOPOULOS, 2002; OLIVEIRA et al.,1996). E um parametro que influéncia as
propriedades dos filmes (CUQ et al., 19962).

Valores de espessura estatisticamente iguais para todos os tratamentos também foi
observado por Souza et al. (2012) em filmes de amido de mandioca (4%), contendo polpas de
manga e de acerola (0 a 20%) plastificadas com sacarose e acuUcar invertido (0,7 e 1,4%,
respectivamente) e por Moradi et al. (2012) em filmes de quitosana com 0leo essencial de
tomilho e extrato de semente de uva. Os autores obtiveram valores de espessura inferiores
(0,123 a 0,140 mm e 0,07 e 0,08 mm, respectivamente) as relatadas neste estudo. Esta
diferenca possivelmente se deva a menor massa de solucdo filmogénica (28,06 a 40,83 g) com
relacdo a utilizada neste estudo (41,7 g). Segundo Andrade (2013), a concentracdo das
matérias-primas utilizadas pode interferir na espessura dos filmes formados, pois solucdes
mais viscosas tendem a formar filmes mais espessos.

Valores inferiores para espessura também foram obtidos por Almeida et al. (2013)
(0,020 a 0,078 mm) para filmes compostos por blenda de amido de batata e celulose
bacteriana e por Rojas-Grau et al. (2007) em filmes elaborados com puré de maca, alginato,
glicerol e 0Oleos essenciais de orégano, capim-limdo e canela. Os autores observaram que a
presenca dos 6leos ndo causou efeito significativo na espessura dos filmes.

Shimazu et al. (2007), em filmes elaborados por casting com amido de mandioca (3%
amido/ solucdo filmogénica) e teores de glicerol (0, 5, 10, 15, 30 e 40%/ amido), observaram
a variacdo na espessura dos filmes com o aumento gradual proporcional ao aumento do
plastificante. Resultado contrario ao deste estudo, provavelmente devido a substituicdo do
glicerol pelo OEC na mesma proporcdo, mantendo assim a mesma massa constante de
“plastificante”” em todos os tratamentos.
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5.3.3 Umidade e sélidos totais

Os resultados da analise de umidade para as formula¢fes de filmes elaborados por
casting com amido de mandioca e polpa de acerola com diferentes teores de glicerol e OEC
estdo apresentados na Tabela 17. As variagbes nos teores de umidade nos diversos
tratamentos foram de 11,84% a 15,16%.

Embora os valores sejam proximos, foi constatada diferenca significativa (p < 0,05)
entre os tratamentos. Sendo assim, ficou evidenciado que os tratamentos 4 e 5;2e 3; 1 e 2 séo
similares entre si.

Pode-se observar que o decréscimo da concentracdo do glicerol influenciou a reducéo
da umidade dos filmes. J& o aumento proporcional do teor de OEC provavelmente ndo atuou
na reducdo da umidade dos filmes elaborados por casting, possivelmente devido a sua
hidrofobicidade. Segundo Mali et al. (2004), a interacdo entre os aditivos incorporados e 0
tipo de plastificante utilizado pode influenciar no aumento ou reducéo da umidade dos filmes
de amido. Fato também observado neste estudo, com o aumento da concentracdo do glicerol,
tendo em vista a constéancia do teor de polpa em todos os tratamentos.

Os teores de umidade dos filmes sem OEC (controle) foram semelhantes aos obtidos
por Machado et al. (2012) com valores de umidade entre 15,50 e 18,78%, para filmes de
amido de mandioca com nano celulose e extrato de erva-mate.

As variagcOes nos teores de solidos totais dos filmes elaborados por casting variaram de
84,83 a 88,16% (Tabela 19).

Tabela 19. Teor de umidade e sélidos totais dos filmes elaborados por casting.

Ensaios Glicerol OEC* Umidade Soélidos Totais
(%) (%) (%) (%)
1 30 0 15,16+0,17% 84,84+0,17%
2 22,5 75 14,33+0,21° 85,67+0,21"
3 15 15 13,70+0,05" 86,30+0,05°
4 7.5 225 12,35+0,47° 87,65+0,47°
5 0 30 11,84+0,68° 88,16+0,68°

* 6leo essencial de cravo / Médiatdesvio-padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna,
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre alguns tratamentos (Tabela 18). Os
tratamentos 1 e 2; 2 e 3; 4 e 5 foram semelhantes entre si. Nota-se que o decréscimo da
concentracdo do glicerol provocou a elevagdo do teor de solidos totais dos filmes (ensaios 1 e
5). Possivelmente este aumento do teor de solidos totais com a reducdo do glicerol esteja
relacionado a alta hidrofilicidade do glicerol. Por ele ser bastante hidrofilico, retem mais agua
no sistema. Assim a umidade do filme é maior e consequentemente o teor de sélidos € menor.
A alta hidrofilicidade do glicerol também foi constatado por Mali et al., (2004); Shimazu;
Mali; Grossmann, (2007).
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Sothornvit e Rodsamran (2008) constataram o teor de s6lidos totais médio de 92,04%
em biofilmes obtidos a partir de puré de manga sem adi¢do de plastificantes. Valor este
superior ao encontrado nesse estudo, provavelmente isso se deva a auséncia do plastificante,
reduzindo a hidrofilicidade do filme (retendo menos &gua), elevando assim, a concentracao de
solidos totais (MALI, 2010).

5.3.4 Permeabilidade ao vapor de agua

De acordo com os resultados de PVA dos filmes elaborados por casting nas diferentes
formulagdes, ndo houve diferencga significativa (Tukey, p<0,05) entre eles (Tabela 20). O
valor da permeabilidade ao vapor de agua variou de 0,36 a 0,39 g.mm.h’.m?kpPa*
dependendo da formulagéo.

Tabela 20. Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes elaborados por casting

Ensaios Glicerol OEC* PVA
(%) (%) (g.mm.h"t.m? kPa™)
1 30 0 0,36 + 0,03°
2 22,5 7,5 0,39+ 0,022
3 15 15 0,36+ 0,03?
4 7,5 22,5 0,36+ 0,01°
5 0 30 0,37 +0,01°

* 6leo essencial de cravo / Médiatdesvio-padrdo / Médias com letras diferentes ha mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores encontrados no presente trabalho foram menores que os valores de PVA
encontrados por Martelli et al. (2013) em filmes a base de puré de banana (3,03
g.mm/m2.h.kPa), Rojas-Grall et al. (2006) em filmes de puré de maca (7,04 g.mm/m2.h.kPa) e
Azeredo et al. (2009) em filmes de puré de manga (2,66 g.mm/m2.h.kPa). Possivelmente, o
menor valor da PVA obtido neste estudo se deva a presenca de fibras insollveis presentes na
polpa de fruta, provocando alteracdes na estrutura e diminui¢do dos espacos livres na matriz
polimérica dificultando a passagem do vapor, acarretando a reducdo nos valores de PVA
(MULER et al., 2008). Outra explicacdo para isto pode estar relacionada a presenca de
material hidrofobico (OEC) nos filmes que dificulta a permeacdo de vapores de agua
(PETERSSON e STADING; LODHA e NETRAVALLI, 2005) resultando em menores valores
de PVA.

Zhang e Han (2006) também obtiveram menor PVA (em relagdo aos filmes do
presente estudo) em filmes de amido de ervilha, plastificados com glicose ou frutose. Isto
pode ser justificado pela compatibilidade estrutural de mono ou dissacarideos com o amido
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promovendo a reducdo do volume livre e da movimentacdo das cadeias, resultando em menor
permeabilidade.

Souza et al. (2012) trabalhando com filmes de amido de mandioca, polpas de manga e
acerola, plastificada com sacarose e aglcar invertido, observaram um aumento nos valores de
PVA em baixos percentuais de incorporacao da polpa e a redugdo da permeabilidade com a
incorporagéo de altos percentuais.

Os valores obtidos para os filmes do presente estudo foram maiores que os observados
para filmes de polietileno de alta densidade (0,00079 g.mm/m2.h.kPa) e de baixa densidade
(0,00310 g.mm/m2.h.kPa) (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1995). De acordo com Garcia;
Martino; Zaritzky (2006), como a PVA depende da relagdo de componentes hidrofilicos-
hidrofébicos dos filmes, uma vez que a transferéncia de vapor de &gua geralmente ocorre
através da porcao hidrofilica do filme, substancias pécticas e celulose presentes na polpa de
acerola explicam a alta PVA dos biofilmes a base de frutas.

Embora os valores dos materiais produzidos neste estudo sejam extremamente
superiores aos observados nos filmes sintéticos, sua indica¢do poderia ser para aplicacdo em
produtos que ndo necessitem de elevada barreira ao vapor de agua.

5.3.5 Atividade de agua

Os valores de atividade de agua obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa
de acerola com concentragdes variadas de glicerol e OEC elaborados por casting variaram de
0,63 a 0,64 (Tabela 21).

Tabela 21. Atividade de 4gua dos filmes produzidos por casting.

Ensaios Gl(ig/f) ; ol O(OE/OC;* Atividade de 4gua
1 100 0 0,63+ 0,02
2 75 25 0,64+ 0,02°
3 50 50 0,63+ 0,02
4 25 75 0,63+ 0,03
5 0 100 0,64+ 0,01

* Gleo essencial de cravo / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma
coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A comparacdo das médias, mostra semelhanca entre os tratamentos, constatando que
variacGes na concentracdo de OEC e glicerol, ndo influenciaram na atividade de agua dos
filmes desse estudo.

Resultado semelhante foi observado por Dantas et al. (2015) em filmes elaborados por
casting, contendo amido de mandioca (4,5%), glicerol (1%) e polpas de manga, acerola e
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seriguela (5 a 10%), os quais obtiveram valores para atividade de &gua, ligeiramente
superiores ao deste estudo (0,66 a 0,70).

Farias et al. (2012), obtiveram resultados inferiores para atividade de agua (0,50 a
0,56) em filmes elaborados por casting, compostos por amido de mandioca, polpa de acerola
liofilizada e glicerol. Possivelmente essa diferenca se deva a diferenga de umidade relativa
durante o armazenamento entre os estudos (UR de 53 e 60%), como também as caracteristicas
das matérias-primas (polpa liofilizada e in natura).

5.3.6 Propriedades Mecénicas
5.3.6.1 Tensdo, deformacédo e modulo de elasticidade na tracéo

Os parametros medidos em tensdo na ruptura sao resisténcia a tracdo na ruptura,
elongacdo na ruptura e modulo de elasticidade ou de Young. Resisténcia a tragdo na ruptura
exprime a tensdo méaxima desenvolvida em um filme durante o testes de tracdo
(GENNADIOS et al., 1994). A elongacao na ruptura ¢ definida como a capacidade maxima de
estiramento do filme antes da ruptura (PEREDA, AMICA e MARCOVICH, 2012). O mddulo
de elasticidade ou de Young € um indicador da rigidez dos filmes. Quanto maior o valor do
ma&dulo de Young, mais rigido é o material (ANDRADE, 2013).

De acordo com os resultados de tensédo no teste de tracdo (Tabela 22), os valores
obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa de acerola com concentragdes variadas
de glicerol e OEC elaborados por casting variaram de 0,116 a 8,198 MPa.

Tabela 22. Resultados de tensdo, deformacédo e modulo de elasticidade no teste de tracdo dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola e dleo essencial de cravo (OEC) elaborados
por casting.

Glicerol OEC Tensdo na Deformacéo na Modulo de
Ensaios (%) (%) Ruptura Ruptura Elasticidade
(MPa) (%) (MPa)
1 30 0 4,07910,06b 11,30511,05b 278,18+33,54%
2 22,5 7,5 5,399+0,61° 11,318J_r0,67b 375,34+91,62°
3 15 15 8,198x1,38" 9,258+6,25" 932,20+171,14
4 7,5 22,5 2,9794_r0,18b 0,058+0,02° 398,37+233,96%
5 0 30 0,116+0,01° 0,118+0,02° 298,61+15,31%

* 0Oleo essencial de cravo / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna,  diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No teste de tensdo na tracdo foi evidenciada diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s
tratamentos. Foi constatado semelhanca apenas entre os tratamentos 1 e 4.
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Observa-se que as variagdes da concentragdo de OEC e do plastificante influenciaram
nas propriedades de forca na tragdo. A maior forca foi obtida em filmes contendo proporcao
equimolar de glicerol e de OEC. Os menores valores foram em filmes sem plastificante, mas
contendo alto teor de OEC (30%). Fato justificado através da perda de mobilidade
macromolecular, ocasionada pelo elevado teor do 6leo essencial de cravo, reduzindo a tensdo
e a deformacdo na tracdo dos filmes (SOUZA et al., 2013). Pois, talvez o 6leo essencial esteja
apresentando efeito antiplastificante na concentracdo utilizada, fato ja evidenciado em alguns
estudos com plastificantes como glicerol e sorbitol (MALI et al., 2010). Os autores avaliando
filmes de amido de mandioca, glicerol, 6leo essencial de canela, obtiveram resultados
tendenciosos aos encontrados neste estudo, com a presenca do 6leo essencial, foi observada a
reducdo da tenséo e deformacéo dos filmes com relacéo ao controle.

Rojas et al. (2007), em filmes elaborados com puré de macéd (38° Brix), alginato,
glicerol e dleo essencial de erva-cidreira, canela, orégano e citral, obtiveram os valores para
tensdo na tracdo variando de 2,47 a 2,84 MPa. Os autores observaram que a incorporacao do
6leo essencial causou uma reducdo significativa (p <0,05) na tensdo dos filmes. Efeito
similiar foi observado no presente trabalho em condi¢des de alta concentracdo de OEC (acima
de 22,5%). No entanto, em baixos teores de OEC (menores que 15%) foi observado efeito
contrario; isto €, um aumento da tensdo até 15% da concentracdo e ap0s essa concentracao,
uma reducdo drastica da tensdo. Os valores do presente estudo também foram superiores,
demostrando serem filmes mais resistentes. Com relacdo ao teor de glicerol, nota-se que a
reducdo deste em substituicdo pelo OEC proporcionalmente, isto até 15%, favoreceu a
elevacdo da tensdo na tracdo. Apds a concentracdo de OEC ficar superior a de glicerol, a
resisténcia voltou a diminuir. Fato este, também constatado por Souza et al. (2013), em que 0s
filmes produzidos mostraram uma superficie comprometida, tornando-se cada vez mais fragil
com o aumento do teor de Oleo essencial na formulacdo. Sendo necessario variar o teor de
plastificante de acordo com a aumento de teor do 0leo. A tensdo variou de 191,27 a 264,03 %
nos filmes com o dleo e do controle (sem o Oleo- 123,61 %), evidenciando que o0 aumento do
teor do Gleo reduziu o parametros, indicando perda de mobilidade macromolecular.

Na analise de deformacdo (Tabela 21) dos filmes elaborados por casting conforme as
variadas concentracdes de Gleo essencial de cravo e glicerol, os resultados variaram de 0,058
a 11,318%. Foi evidenciado diferenca significativa entre alguns tratamentos (p < 0,05). De
acordo com a comparacao das médias, houve semelhanca entre os tratamentos 1, 2, 3 e entre 4
e 5.

Pode-se observar uma reducdo da deformacdo dos filmes com a reducdo da
concentracdo de glicerol (ensaios 1 e 5) e com um aumento do teor de OEC. Fato também
evidenciado por Souza et al. (2013) utilizando Oleo essencial de canela, que observou a
reducdo deste parametro com o aumento da concentracdo do 6leo (2,05 a 2,32 MPa) em
relacdo ao controle (sem o Gleo - 3,96 MPa).

O efeito plastificante do glicerol ja foi demonstrado em diversos outros trabalhos
(ZIANI et al., (2008); PALMU; VICENTINI, (2003). O glicerol rompe algumas ligacdes
intermoleculares, resultando em maior mobilidade do sistema e consequentemente permitindo
maior deformacdo dos filmes (MALI et al.; GUERREIRO et al.; AZEREDO et al., 2010).

Os baixos valores de deformacdo em filmes com maiores teores de OEC indica um
baixo efeito plastificante do Oleo essencial frente ao glicerol, uma vez que neste estudo, o
aumento do glicerol esta diretamente relacionado a reducéo do teor de OEC da formulacéo.

Dantas et al. (2015) obtiveram resultados superiores, ao observado neste estudo, para
deformacdo (14,77 a 34,78%) em filmes de amido de mandioca (4,5%) contendo glicerol
(1%) e polpas de manga, acerola e seriguela (5 a 10%). Essa diferenca possivelmente ocorreu
devido & maior concentracdo de polpa utilizada neste estudo. Segundo Souza et al. (2011), a
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incorporacdo de polpas aumenta a resisténcia dos filmes, deixando-os mais rigidos, reduzindo,
portanto, sua capacidade de deformacéo. Os autores ainda acrescentam que a incorporacao de
polpas de frutas em filmes altera substancialmente as propriedades mecanicas dos mesmos,
devido a formacdo de uma nova matriz, gerada a partir de interagdes da dgua com as fibras e
dos componentes da propria matriz com as polpas.

Resultados também superiores (56,96 a 58,33 %) foram obtidos por Rojas et al. (2007)
em filmes elaborados a base de puré de macd, alginato glicerol e 6leos essenciais. Os autores
observaram que o percentual de deformacdo aumentou em todos os filmes contendo 6leo
essencial em relacdo ao controle (51,06%). Efeito contrario foi evidenciado neste estudo, onde
houve uma reducdo gradual até 15% da concentracdo de 6leo essencial e, apds essa
concentracéo, a deformacéo foi reduzida vertiginosamente.

Os valores do modulo de elasticidade (ou de Young) para os filmes elaborados por
casting conforme as variadas concentracfes de 6leo essencial de cravo e glicerol variaram de
278,18 a 932,20 MPa. De acordo com a analise estatistica foi evidenciado diferenca
significativa (p <0,05) entre alguns tratamentos. Foi evidenciado semelhanga entre os
tratamentos 1, 2, 4 e 5. Somente o ensaio 3 diferiu dos demais (Tabela 20).

Somente no tratamento 3 foi evidenciada maior tensdo na tracdo e modulo de
elasticidade. Os demais sdo iguais entre si. Tal fato pode estar relacionado as interacfes
glicerol e dleo essencial quando em proporcbes equimolar, favorecendo o aumento das
ligagOes de hidrogénio entre as cadeias, resultando em uma matriz mais resistente. Resultado
controverso ao encontrado aqui foi relatado por Mali et al. (2005), que constataram que filmes
de amido de mandioca adicionados de plastificante resultou em filmes com menor modulo de
elasticidade, isto €, menor rigidez e, portanto, mais flexiveis. No entanto, os resultados do
presente estudo sdo semelhantes aos relatos feitos por Sothornvit e Pitak (2007) em filmes de
farinha de banana e por Mali et al. (2005a) em filmes de amido de inhame. Dessa forma, fica
evidente a influéncia da composicdo da materia-prima sobre esses parametros dos filmes.

Os resultados deste estudo foram superiores para tensao, deformacdo e inferior quanto
ao modulo de elasticidade nos filmes elaborados por casting (ensaio 2) no teste de tracdo
(5,399 MPa, 11,318% e 375,34 MPa, respectivamente) (Tabela 20), aos resultados, obtidos
por Martelli, Barros e Assis (2014) em filmes elaborados com puré de banana e glicerol com
valores de (3,20 MPa, 24,00% e 21,00 Mpa). Essas diferencas possivelmente se justificam
pela presenca do 6leo essencial nos filmes deste estudo, que favorem a reducdo da mobilidade
macromolecular, consequentemente, maior resisténcia a ruptura, menor deformacéo e maior
rigidez da matriz polimérica (filme) (SOUZA, et al. (2013).

Ainda em comparagdo ao Ensaio 2 no teste de tracdo (5,399 MPa, 11,318% e 375,34
MPa, respectivamente) (Tabela 20), Azeredo et al. (2009) obtiveram valores superiores para
tensdo e elongacdo (8,76MPa e 43,30%) em filmes de puré de manga reforcado com
nanofibras de celulose e similar em relacdo ao mddulo de elasticidade (322,05MPa). Fato
justificado pelos autores pelo alto teor de fibras advindas do puré de manga e nano fibras de
celulose, aliado a isso a presenca do Oleo essencial nos filmes deste trabalho, ambos
favoreceram a reducdo da mobilidade molecular, conferindo maior resisténcia e menor
deformacdo (SOUZA et al. 2013).

Rojas-Grau et al. (2007) obtiveram resultado inferior ao deste trabalho para tensdo na
tracdo (2,47 a 2,84 MPa) deformacéo (56,96 a 58,33%) e para o mddulo de elasticidade (5,75
a 6,86 MPa) ao estudarem filmes a base de puré de maca e 6leos essenciais (orégano, canela,
capim limdo) e também quando comparados ao controle (2,90 MPa, 51,06% e 7,07,
respectivamente) (sem o 6leo). Essa redugdo é mais uma vez enfatizada pela incorporacéo de
Oleo essencial utilizado pelos autores em relacdo ao controle e em relacdo ao presente
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trabalho, como também ao maior teor de solidos soltveis 38° Brix (favorecendo a reducédo das
propriedades de resisténcia e médulo de elasticidade).

5.3.6.2 Forca e deformacéo na perfuracéo

De acordo com os resultados experimentais da analise de forca no teste de perfuracéo,
os valores obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa de acerola com concentracoes
variadas de glicerol e OEC elaborados por casting variaram de 0,493 a 16,563 N (Tabela 23).
Na mesma Tabela estdo também os resultados de deformacéo no teste de perfuracéo (variaram
de 4,041 a 4,641%).

Tabela 23. Forca e deformagéo no teste de perfuracdo dos filmes de amido de mandioca,
polpa de acerola e dleo essencial de cravo (OEC).

Ensaios Glicerol OEC* Forca Deformacéo
(%) (%) (N) (%)

1 30 0 12,540+0,54 4,641+0,05

2 995 25 13,357+0,52 4,538+0,09°

3 15 15 16,563+4,38° 4,506+0,01°

4 75 225 0,635+0,03" 4,060+0,01°

5 0 30 0,493+0,09" 4,041+0,00%

* 6leo essencial de cravo / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com a analise estatistica, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre
diversos tratamentos. No teste de forca na ruptura, observou-se que os tratamentos 1 e 2; 2 e
3; 4 e 5 sdo similares entre si. Ja, para o teste de deformacdo na ruptura, a similaridade de
resposta foi entre os tratamentos 1, 2 e 3 e 0s tratamentos 4 e 5.

Com relacdo a forca no teste de perfuracdo houve um aumento da for¢a com a reducéo
da concentracdo de glicerol em substituicdo por OEC, até a equiparacdo das concentracdes
(15%). Apds a concentracdo de OEC ficar superior a de glicerol, a forca de perfuracdo reduziu
drasticamente, demonstrando ser um filme mais fragil, mostrando mais uma vez o forte efeito
plastificante do glicerol frente ao 6leo essencial. Como ja discutido anteriormente, o glicerol
age reduzindo ligacBes intermoleculares resultando em reducdo da forca necessaria para
romper o filme

Quanto a deformacdo dos filmes no teste de perfuracdo, nota-se uma reducdo gradual
do percentual de deformacdo com a reducdo do teor de glicerol e aumento de OEC em
substituicdo por glicerol. O efeito do plastificante (glicerol) em aumentar a deformacéo na
ruptura no teste de perfuracdo também foi encontrado por diversos autores (VICENTINI,
2003; SOBRAL et al., 1998; MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL, 2000; MONTERREY e
SOBRAL, 1999), fato justificado, pois a presencga de plastificantes diminui a densidade das
interacbes polimero-polimero, aumentando a mobilidade das cadeias polimericas e
consequentemente, tornando os filmes menos resistentes e mais elasticos.
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5.3.8 Teor de vitamina C

Os valores de vitamina C obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa de
acerola com variadas concentragdes de glicerol e OEC e elaborados por casting foram de
3404,908 a 5117,464 mg/100g (b.s.). Na Tabela 24 encontra-se a andlise estatistica aplicada
aos dados experimentais.

De acordo com a analise estatistica foi constatado diferenca significativa (p < 0,05)
nas médias de Vitamina C entre os tratamentos. Comparando essas médias, observa-se
semelhanca entre os tratamentos 1 e 2; 3,4 e 5.

Tabela 24. Teor de vitamina C dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola
e Oleo essencial de cravo (OEC).

Ensaios Glicerol (%0) OEC (%0)* Vitamina C (mg / 100g)
1 30 0 3404,908+ 258,18°
2 22,5 7,5 3435,258+ 56,80°
3 15 15 4622,998+ 434,20°
4 7,5 22,5 4645,206+ 161,57
5 0 30 5117,464+ 49,40

* 6leo essencial de cravo / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes ha mesma coluna,
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Observa-se que o teor de vitamina C dos filmes aumentou com a elevacdo da
concentracdo de OEC. A elevacdo do teor de vitamina C ndo deveria ocorrer, pois a
concentracdo de polpa de acerola desse estudo foi constante em todos os tratamentos.
Possivelmente tal fato tenha sido devido a presenca de OEC, que comprovadamente, em
varios estudos foi evidenciado como um potente antioxidante natural, tendo o eugenol, que é
um fenol, como componente majoritario. Para este composto, a atividade como antioxidantes
tem sido relatada proxima a do a-tocoferol (Ruberto e Baratta, 2000 e Sacchetti et al., 2005)
ou a vitamina C (KIM e LEE, 2004). Sendo assim, ele atuou como antioxidante atuando
sinergicamente com a vitamina C da polpa, que também possui capacidade antioxidante,
preservando o bioativo (vitamina C), isto €, se oxidando no lugar do bioativo, tendo em vista
0 aumento proporcional da concentracdo de OEC com o teor de vitamina C. Essa atuacdo
justifica-se principalmente pela presenca de grupo hidroxila no anel benzenico (SHAHIDI,
JANITHA, e WANASUNDARA, 1992).

Neste estudo, o teor de vitamina C na auséncia de OEC, deveria ser mantido constante
e/ou reduzido, de acordo com as condi¢des. Segundo Uddin et al. (2002), as perdas da
vitamina C podem ser atribuidas a oxidacdo; a degradacdo térmica, as reacdes quimicas onde
0 &cido ascorbico atua como antioxidante; a difusdo (processos de inativacdo enzimatica ou de
branqueamento) ou a irradiacdo. Sendo extremamente sensivel a todos estes fatores, a
vitamina C geralmente é utilizada como marcador, na avaliacdo das condi¢fes de manuseio,
estocagem e processamento de alimentos.

Baldwin et al. (1996) observaram que a adicdo de varios antioxidantes, incluindo o
acido ascorbico, reduziu o escurecimento e retardou a perda de 4gua de macd cortada de

94



forma mais eficaz do que uma solucdo aquosa de antioxidantes. Perez-Gago et al. (2006)
relataram uma reducdo substancial do escurecimento de magds minimamente processadas
utilizando concentrado de cera de abelha e proteinas do trigo no revestimento contendo acido
ascorbico, cisteina ou 4-hexilresorcinol.

Assim, 0 uso de OEC nos filmes foi importante para manutengdo de altos teores de
vitamina C nos filmes. Portanto, filmes incorporados com polpas de frutas e 6leos essenciais,
além de proporcionarem cor e alta acdo antioxidante devido aos pigmentos e fendlicos
presentes na polpa e no dleo (SOUZA et al. 2011), resultaram em filmes com flavor
caracteristico pela incorporagdo simultdnea de compostos volateis. Estes resultados
comprovam o bom potencial de filmes incorporados com polpa de acerola e 6leo essencial de
cravo.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos relativos a determinacéo de vitamina C
em filmes contendo polpas de fruta e dleo essencial para analise comparativa.

5.3.9 Teor de carotenoides totais

Os valores de carotenoides totais obtidos para os filmes elaborados por casting de
amido de mandioca e polpa de acerola com variadas concentraces de glicerol e OEC
variaram de 6750,897 a 10585,907 pg/100g (b.s.) (Tabela 25). De acordo com a analise
estatistica foi constatado que houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos.
Comparando essas médias, observa-se a semelhanca apenas entre os tratamentos 3 e 4. Os
tratamentos 1, 2, 5 sdo diferentes entre si e dos demais.

Tabela 25. Teor de carotenoides totais dos filmes de amido de mandioca, polpa
de acerola e 6leo essencial de cravo (OEC).

1 30 0 6750,897 * 255,35°
2 22,5 75 8821,723 + 222,77"
3 15 15 9551,981 + 68,68°

4 75 225 9656,431 + 120,64°
5 0 30 10585,907 + 207,53"

* 6leo essencial de cravo/ Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma
coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Observa-se a tendéncia de elevacdo do teor de carotenoides totais dos filmes com o
aumento da concentracdo de OEC.

Tendo em vista a concentracdo da polpa de acerola constante em todos os ensaios, 0
aumento no teor de carotenoides ndo deveria acontecer. Fato sugestivo ao potencial
antioxidante natural, relativo ao dleo essencial de cravo presente, sendo o eugenol, um fenol,
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principal responsavel por essa atividade antioxidante. Dessa forma, provavelmente houve uma
atuacdo sinérgica do 6leo com os carotenoides da polpa que também possue potencial
antioxidante, preservando o bioativo (carotenoide). O aumento proporcional da concentragéo
de OEC com o teor de de carotenoide evidencia este processo. Portanto, 0s compostos
antioxidantes presentes podem ser responsaveis pela acdo protetora do processo de oxidagéo.

A utilizacdo combinada de polpa de acerola e OEC nos filmes foi relevante na
manutengéo de teores elevados de carotenoides nos filmes, demonstrando ser uma interagéo
interessante a obtencdo de filmes incorporados com polpas de frutas e 6leos essenciais. Pois
estes, possibilitam o efeito adicional protetor antioxidante de bioativos, flavor e cor adequado
a certas aplicacdes e além da protecao fisica.

N&o foi encontrado na literatura trabalhos referentes a determinacdo de carotenoides
presentes em filmes incorporados com 6leo essencial.

5.3.10 Teor de p-caroteno

O teor de B-caroteno nos filmes de amido de mandioca e polpa de acerola elaborados
por casting conforme as variadas concentracGes de 0leo essencial de cravo e glicerol variaram
de 5031,150 a 7554,340 ug/100g (b.s.). Na Tabela 26 encontra-se a analise estatistica aplicada
aos dados experimentais.

Tabela 26. Teor de p-caroteno dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola e
0leo essencial de cravo (OEC).

Ensaios Glicerol OEC* [j_caroteno
(%) (%) (Mg/ 1009)
a
b
2 225 75 6501,999+ 222,04
cd
3 15 15 6884,812+ 101,98
d
4 75 225 7002,748+ 141,21
e

* 0leo essencial de cravo / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna,
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Foi constatada diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos. Comparando as
médias, nota-se que apenas o0s tratamentos 3 e 4 sdo similares. Os tratamentos 1, 2 e 5 séo
diferentes dos demais.

O mesmo comportamento observado para a vitamina C e para 0s carotenoides totais
também foi observado aqui: aumento do teor de [-caroteno conforme elevagdo da
concentracdo de OEC para os filmes elaborados por casting, evidencinado a provavel atuacéo
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sinérgica antioxidante dos compostos (polpa e OEC), preservando o0 bioativo
proporcionalmente presente filmes com o aumento da concentragdo de OEC.

Em filmes biodegradaveis a acdo conjunta da capacidade antioxidante e suporte de
pigmentos, parece ser bastante interessante com a obtencdo de filmes incorporados com
polpas de frutas e dleos essenciais. Pois estes, possibilitam o efeito adicional ao da
embalagem convencional.

Né&o foi encontrado na literatura trabalhos referentes a determinagéo de p-caroteno em
filmes incorporados com 6leo essencial.

5.3.11 Capacidade antioxidante dos filmes pelos métodos DPPH e ABTS

Os resultados da capacidade antioxidante (métodos DPPH e ABTS) dos filmes de
amido de mandioca e polpa de acerola elaborados por casting conforme as variadas
concentracdes de 6leo essencial de cravo e glicerol estdo apresentadas na Tabela 27. Pelo
método DPPH os valores, para o 1Cs, variaram de 4,173 a 4,901 mg/g.

Tabela 27. Capacidade antioxidante (métodos DPPH e ABTS) dos filmes de amido de
mandioca e polpa de acerola com glicerol e dleo essencial de cravo (OEC).

DPPH ABTS
Ensaios 1C 50 1C 50 UM trolox/g

mg/g (b.s.) mg/g (b.s.) amostra (b.s.)

1 4901 +0.12° 9,332+0,47° 51,01 +2380°

+ 0,

2 4,818+ 0.07° 8,710+048" 7357 +1,80°

3 4,706 + 0,08 8,696 +0,38"  77,61+1,25

4 4,564 + 019" 7,243+0,21° 105,69+ 3,63"

5 4,173+ 0,14° 4,138 £0,11* 142,32 +9,16°

b.s.. base seca/ Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). T1: 30% de glicerol e 0% de OEC; T2: 22,5% de
glicerol e 7,5% de OEC; T3: 15% de glicerol e 15% de OEC; T4: 7,5% de glicerol e 22,5% de OEC; T5: 0%
de glicerol e 30% de OEC.

Foi constatada diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05) para o ICs
obtidos para capacidade antioxidante pelo método DPPH. Nota-se que os tratamentos 1, 2, 3 e
4 sdo similares entre si e 0 ensaio 5 diferente dos demais. O ensaio com o mais alto teor de
OEC, apresentou maior capacidade antioxidante 1Cso (4,173 mg/g). Fato justificado pela
elevado potencial antioxidante do eugenol, composto majoritario presente no OEC (ITO e
YOSHINO, 2005). Entretanto ndo foi observada diferenca estatistica entre os resultados para
os valores em uM de trolox.
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Os valores obtidos neste estudo para 1Csp foram inferiores ao encontrado por Ugaldea
(2014) em filmes de amido de milho, quitosana, acetato de celulose e OEC (ICso de 49
ug/mL). Possivelmente essa maior acdo antioxidante seja relacionada a quitosana utilizada no
filme de Ugaldea, com atuacgéo antioxidante reportada em diversos estudos (YEN et al., 2008;
MORADI et al., 2012). Desta forma, conclui-se que o OE de cravo tem bom potencial para
ser utilizado como antioxidante, quando comparado com antioxidantes utilizados como
referéncia como o acido ascorbico (ICsp = 2,15 pg/mL) e o BHT (ICso = 5,37 pg/mL)
(CANSIAN et al., 2010).

Dantas et al. (2015) observaram a agéo antioxidante do azeite de dendé embalado com
filmes ativos contendo polpa de manga, acerola e seriguela (ambos ricos em vitamina C), ap6s
40 dias de armazenamento. Os autores evidenciaram menor percentual de aumento do indice
de peroxido (IP) em comparacdo aos controles (sem as polpas, somente amido de mandioca
com glicerol). As embalagens incorporadas com 20% das polpas resultaram em uma reducéo
de 65 a 85% no IP do azeite de dendé, o que confirma o efeito antioxidante da vitamina C
sobre o produto embalado, quando comparado o produto embalado filme de amido sem polpa
de fruta. Além disso, foi constatado menor IP no azeite com 0 aumento das percentagens de
polpas de frutas adicionadas aos filmes, demonstrando o aumento do efeito antioxidante dos
filmes proporcional ao aumento do teor de polpa.

Em relagdo ao método ABTS, o ICsy variou entre 4,138 e 9,332 mg e, em trolox, a
variagéo foi de de 51,01 a 142,32 uM trolox (Tabela 27).

Foi constatado diferenca significativa (p < 0,05) nas médias dos resultados obtidos
tanto para 1Csp (mg/g) quanto para pM trolox/g amostra pelo método ABTS entre 0s
tratamentos. Comparando as médias, para ICso (mg/g) observa-se semelhanca apenas entre os
tratamentos 2, 3 e 4. Os demais tratamentos sdo diferentes entre si. Em comparacéo as médias
de uM trolox/g amostra, nota-se semelhanca entre os tratamentos 1, 2 e 3. Os tratamentos 4 e
5 s&o diferentes entre si e dos demais.

A presenca e a elevacdo do teor de OEC favoreceu a inibicdo das reacdes de oxidacao
ao reagirem com radicais livres e peroxidos, protegendo os bioativos, aumentando a
capacidade antioxidante (TOVAR et al. 2005, SHAHIDI, 1997).

Atualmente, a comparacdo de resultados com a literatura cientifica, relacionadas a
capacidade antioxidante, € complexa, devido a utilizacdo de diferentes diluicdes das amostras,
diferentes tipos de solventes e métodos para a realizagcdo da analise, visto que cada amostra
apresenta um poder antioxidante e comporta-se de forma diferente em cada tipo de analise.
Além disso, em alimentos devido a diversidade quanto a composicdo e especifica
sensibilidade a determinados compostos, utiliza-se diferentes métodos de analise para
identificacdo da capacidade antioxidante. Diante do exposto, diversos autores utilizam mais
de um método para averiguacao da capacidade antioxidante da amostra analisada.

Diferentes estudos ja estudaram a acdo antioxidante de filmes biodegradaveis
aditivados com compostos ativos antioxidantes naturais como polpa de manga, acerola,
dendé, erva-mate, urucum e o-tocoferol (GRISI, 2008; MARINOVA et al., 2008; SOUZA et
al., 2011; MACHADO et al., 2012; SANTANA et al., 2013).

Reis (2011) avaliou a capacidade antioxidante de filmes de amido com polpa de
manga e erva-mate e constatou que sua adicdo resulta em menor aumento do IP do produto
embalado (no caso azeite de dendé). O azeite de dendé embalado no filme com 10% de polpa
de manga e 30% de extrato de erva-mate apresentou o menor valor para o IP (86,72megkg™),
enquanto que o embalado no controle apresentou um valor de 170,0 megkg™, ap6s 45 dias.

Diversos trabalhos ja relataram a capacidade antioxidante do 6leo essencial de cravo.
Gilgin et al. (2012) constataram a efetividade do OE de cravo frente aos radicais DPPH e
ABTS. Teixeira et al. (2013) identificaram elevada e moderada capacidade antioxidante em
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OEs comerciais de cravo e orégano, respectivamente. Valores similares aos encontrados em
antioxidantes sintéticos como o BHT. Silvestri et al. (2010) avaliando OE de cravo em
variadas concentragdes, obtiveram 95,6 % de capacidade antioxidante na concentracdo de
10.000 pg.mL™. Pérez-Rosés et al. (2007) obtiveram um ICs; de 13,2 pg.mL™ para 0 OE de
cravo oriundo das folhas da planta.

Scherer et al. (2009), obtiveram um 1Cso de 7,8 pg.mL™ para OE comercial de cravo,
sendo o eugenol identificado como o composto majoritario. Similar ao observado neste estudo
(ver Tabela 13, item 5.1.1). Segundo Ito e Yoshino (2005) e Affonso et al. (2012), o eugenol é
um composto fendlico com potente acdo antioxidante ja comprovada in vitro e in vivo. De
acordo com Ramalho e Jorge (2006), os antioxidantes fen6licos agem como sequestradores de
radicais e, as vezes, como quelantes de metais, tanto na etapa de iniciagdo quanto na
propagacéo do processo oxidativo.

Jukic et al. (2007) identificaram e avaliaram a capacidade antioxidante de 33 fito
constituintes presentes na noz-moscada, pimenta preta, cravo-da-india, geranio e melissa. As
maiores capacidades antioxidantes foram observadas para os constituintes eugenol, carvacrol
e timol. Os resultados dos trabalhos relatados anteriormente reforgcam os achados do presente
estudo em relacéo a alta atividade antioxidante demonstrada nos filmes.

5.4 Caracterizagéo dos filmes obtidos por extruséo e termoprensagem

Diferentemente dos filmes obtidos por casting em que todos os filmes apresentaram
coloracdo alaranjada, os filmes extrusados e prensados apresentaram visualmente uma
coloracdo alaranjada levemente mais escurecida, apesar do aspecto homogéneo. Esse fato
pode ser atribuido a temperatura e pressdo mais elevada do que as usadas na técnica de
casting, provocando uma mudanca estrutural do amido, responsavel pela alteracéo na cor.

Figura 39. Filme elaborado por extrusdo termoplastica

Assim, com base no que j& foi apresentado anteriormente, a condicdo T2 processada
por casting foi a escolhida (funcdo desejabilidade) para ser processada via extrusdo. Esta
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condicdo ideal processada por extrusdo resultou em um filme com certa descontinuidade e/ou
desorientacdo de sentido na matriz e também algumas bolhas na superficie (Figura 39), o que
foi relacionado ao descolamento das folhas antiaderente utilizadas como suporte no processo
de prensagem. A adicdo do OEC em substituicdo ao glicerol ndo comprometeu a
transparéncia dos filmes visualmente

Conforme ja discutido anteriormente (item 4.2.6.1), para a obtencdo de um filme ideal
e que pudesse ser escalonado (Planta piloto de producdo), as variaveis respostas significativas
dos filmes de casting foram consideradas para andlise estatisticas. Assim, o filme ideal
deveria possuir 0os maiores teores possiveis de vitamina C, carotenoides, B-caroteno, alta
resisténcia e deformacdo na tracao e perfuracéo, elevada capacidade antioxidante (TEAC) e os
menores valores de atividade antioxidante (IC 50%) e mddulo de elasticidade. Desta forma,
foi selecionado o tratamento 2, como sendo o desejavel (7,5% de OEC, 22,5% de glicerol).
Este tratamento foi processado em escala piloto (extrusdo termoplastica e termoprensagem) e
avaliado.

Desta forma, foram seguidos alguns critérios, com base nas restricdes citadas, para 0s
valores minimos, intermediarios e maximos de cada resposta, com o objetivo de encontrar 0s
valores operacionais 0timos das variaveis independentes, que satisfizessem simultaneamente
0S requisitos necessarios as variaveis respostas (funcédo desejabilidade). Esses critérios podem
ser observados na Tabela 28.

Tabela 28. Condicdes de desejabilidade (di) das variaveis respostas durante a
otimizacdo da producdo dos filmes a base de amido de mandioca, polpa de
acerola, glicerol e OEC por casting.

Variavel resposta Minimo Meédio Méaximo
o Valor (mg) 2747,5 4245,2 5742,9
Vitamina C d.a 0,0 05 1,0
. . Valor (ug) 6385,0 9073,4 11762,0
Carotenoides Totais d 0,0 05 10
Valor (ug) 4815,5 6595,0 8374,5
p-caroteno d; 0,0 05 1,0
1C 50% DPPH Valor (ug) 4,0595 4,6322 5,2049
d; 1,0 0,5 0,0
Valor (UM trolox) 24,574 90,042 155,51
uM trolox ABTS d 0.0 05 10
. Valor (MPa) -6,281 7,690 21,662
Forca Tracao d: 0,0 05 1,0
. . Valor (%) -3,787 7,158 18,103
Deformacéo Tragao di 0,0 0.5 1,0
i Valor (MPa) 990,48 -130,9 429,81
Mddulo Young d 0.0 05 10
. Valor (N) -5,549 22,984 8,717
Forc¢a Perfuracéo d 0.0 05 10
. . Valor (%) 3,8769 4,8712 4,374
Deformacéo Perfuragéo d 0.0 05 10

®condicBes de desejabilidade
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A otimizacdo foi realizada a fim de se obter um filme com alta concentragdo de
bioativos, boas propriedades mecanicas e elevada capacidade antioxidante.

Desta forma, o filme elaborado por extrusdo tendera a valores maximos de vitamina C
(5742,9 mg), carotenoides totais (11762,0 ug), p-caroteno (8374,5 pg), resisténcia a tracao e
perfuracdo (21,662 e 8,713 MPa, respectivamente), deformacdo na tracdo e perfuracdo
(18,103 e 4,374%) e médio mddulo de elasticidade (429,81 MPa) e IC 50% DPPH (4,059
mg/g) e IC 50 ABTS (155,51mg/g).

5.4.1 Espessura, umidade, teor de solidos totais e atividade de 4gua

A espessura do filme elaborado por extrusdo termoplastica seguido de termo
prensagem foi 0,187 mm (Tabela 29). Na mesma Tabela esta apresentado o valor de espessura
do filme processado por casting (condicdo 2). Nao foi evidenciado diferenca significativa
entre o filme extrusado e o filme processado por casting. Isto é importante pois sera possivel
comparar as duas condi¢cdes desconsiderando o efeito espessura da amostra.

Tabela 29. Espessura, teor de umidade, teor de solidos totais e atividade de agua (Aa)
dos filmes elaborados por casting e por extrusao.

Processo Glicerol OEC Espessura Umidade Sélidos Totais Aa
(%) (%) (mm) (%) (%)
Casting* 22,5 75 0,185+ 0,01% 14,33+0,21° 85,67+0,21*  0,64+0,02°
Extrusdo 22,5 75 0,187+ 0,003 15,63+0,32° 84,37+0,32°  0,63+0,01°

*Condi¢do 2 / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O teor de umidade do filme extrusado seguido de termoprensagem foi de 15,63%
(Tabela 28). Foi constatada diferenca significativa entre os filmes elaborados por casting e
por extrusdo. Embora os filmes apresentem a mesma formulacdo, o processo de producéo é
diferente, o que pode justificar a diferenca observada.

Os teores de sdlidos totais obtidos para os filmes extrusado e processado por casting
foram de 84,63 e 85,67%, respectivamente (Tabela 28). Os resultados apresentaram diferenca
significativa entre si (p < 0,05). Provavelmente essa diferenca se deva ao maior teor de
umidade do filme extrusado com relacdo ao filme elaborado por casting, justificado pelo
proprio processo de extrusdo, ser um processo fechado por curto periodo, conferindo maior
umidade e baixa evaporacdo ao sistema, efeito contrario a técnica casting (longo periodo de
secagem por evaporac¢do do solvente).

Com o objetivo em avaliar e justificar as possiveis diferencas encontradas relacionadas
as propriedades mecanicas e de barreira em filmes deste trabalho, foi utilizada a andlise de
solidos totais. Resultados semelhantes foram obtidos por Souza et al. (2012) com valores
entre 80,24 e 84,97% em filmes com amido de mandioca e polpas de manga e acerola.
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De acordo com os resultados experimentais da analise de atividade de agua (Tabela
29), os valores obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa de acerola com as
mesmas concentracdes de glicerol e OEC, elaborados por extrusdo seguido de
termoprensagem e por casting foi de 0,63 e 0,64, respectivamente. Nota-se que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados, evidenciando que a diferenca de processos dos
filmes elaborados por casting e por extrusdo, ndo influenciaram na atividade de agua dos
filmes desse estudo.

5.4.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os valores de permeabilidade do filme extrusado e prensado esta apresentado na
Tabela 30. Para efeito de comparagdo de processo, na mesma Tabela, tem-se também o valor
de PVA do filme processado por casting.

Tabela 30. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes elaborados por casting
e por extruséo.

Processo Glicerol (%0) ((DO/ECS: (g.mm.k?}./rﬁ’z.kPa’l)
Casting™ 22,5 7,5 0,39 + 0,02
Extrusdo 22,5 75 0,37+ 0,01°

*Condicdo 2 / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O filme elaborado por extrusdo apresentou valor similar ao filme elaborado por
casting, mostrando que, para esta propriedade, ndo houve diferenca entre 0s processos de
producdo (piloto e laboratorial). Uma vez que, principalmente pela disponibilidade de grandes
volumes de matérias-primas para testes, a maior parte dos estudos de producéo de biofilmes
ocorre em escala de bancada (casting), este comportamento € muito importante pois mostra
que o processo laboratorial cumpre sua funcao de estudo preliminar capaz de ser reproduzido
em escala maior.

5.4.3 Propriedades mecanicas
5.4.3.1 Propriedades de tracéo

As propriedades mecénicas do filme de amido de mandioca e polpa de acerola
plastificado com glicerol, aditivado com OEC e processado por extrusdo e termoprensagem
estdo apresentadas na Tabela 31.
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Né&o foi evidenciada diferenca significativa (p < 0,05) entre os filmes produzidos por
extrusdo e por casting quanto aos testes de forgca na tragdo e mddulo de elasticidade. No
entanto, os filmes extrusados deformaram menos que os filmes produzidos por casting.

Tabela 31. Propriedades mecénicas (tracdo) dos filmes de amido de mandioca, polpa de
acerola e 6leo essencial de cravo (OEC) processados por extrusdo e por casting

Glicerol  OEC Tensdo na Deformacéo na Moddulo de
Processo (%) (%) Tracao Tracdo Elasticidade
(MPa) (%) (MPa)

Casting* 22,5 7,5 5,399+0,61° 11,318+0,67" 375,34+91,63
Extruséo 22,5 7,5 5,740+0,02° 10,408+1,03* 448,05+37,89°

*Condigdo 2 / Meédiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os valores obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa de acerola
elaborados por casting e por extrusdo foram de 5,399 e 5,745 MPa, respectivamente. A
deformacdo do filme elaborado por casting e do filme extrusado e prensado nas mesmas
concentracdes de dleo essencial de cravo e glicerol foi 11,318 a 10,408%, respectivamente.

O mddulo de elasticidade do material processado por casting e do material extrusado e
prensado foi 375,34 e 448,05 MPa, respectivamente (Tabela 29).

A menor deformacdo do filme extrusado em relacdo ao filme com a mesma
formulacdo, mas processado por casting deve-se provavelmente a descontinuidade da matriz
amilacea, causada pela maior quantidade de fibras insollveis presentes na polpa de acerola
concentrada, dispersas no filme, conferindo assim menor alongamento em comparagdo ao
filme com menor quantidade de fibras (filme casting-polpa ndo concentrada). Embora essa
diferenca seja pequena, isso demonstra impossibilidade de reproducdo em escala industrial
(extrusdo).

O modulo de elasticidade ou de Young é um indicador da rigidez dos filmes
(ANDRADE, 2013). Com relacdo a essa propriedade, evidencia-se atraves dos resultados
obtidos, uma proporcionalidade entre formulacdo elaborada pela técnica casting e por
extrusdo mais uma vez enfatizando a provavel reprodutibilidade do processo laboratorial.

Os resultados para forca, elongacdo e modulo de Young deste estudo, tanto para os
filmes produzidos por casting quanto para os filmes produzidos por extrusdo e
termoprensagem, mostraram-se superiores aos achados de Martelli, Barros e Assis (2014)
estudando filmes a base de banana e glicerol para resisténcia a tracdo (3,2 MPa) e para
mddulo de Young (21 MPa) e inferior quanto a elongacéo no teste de tracdo (24%). Resultado
superior em relacdo a resisténcia no teste de tracdo e elongacdo também foi encontrado por
Azeredo et al. (2009) em filme de puré de manga reforcado com nanofibras de celulose (8,76
MPa e 43%) e semelhante em relacdo ao mddulo de elasticidade (322 MPa). Rojas-Grau et al.
(2006) em filme de puré de macéd contendo éleos essenciais, obtiveram resultado inferior para
resisténcia na tracdo e para o mddulo de elasticidade (0,640 MPa e 5,060 MPa) e superior
para elongacdo (25,40%).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 30, o processo laboratorial é
adequado para dar respostas semelhantes em escala maior com relagdo as propriedades
mecénicas de tracdo, pois a resisténcia e o modulo de elasticidade mostraram respostas
semelhantes e a deformacéo, embora tenha apresentado resposta diferente entre 0s processos,
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essa diferenca pode ser interessante dependendo da utilizagdo do filme (requerimentos menos
extensiveis).

5.4.3.2 Forca e deformacéo na perfuracéo

De acordo com os resultados experimentais da analise de forca e deformacg&o no teste
de perfuracédo (Tabela 32), os valores obtidos para os filmes de amido de mandioca e polpa de
acerola com glicerol e OEC elaborados no processo de extrusdo seguido de prensagem. Na
mesma Tabela estdo apresentados os valores de perfuracdo para a mesma formulagdo, mas
elaborada em processo laboratorial (casting). Os valores para forca necessaria para perfurar 0s
filmes extrusados foram menores (8,409 N) comparada aos filmes feitos por casting (13,357
N). Isto pode ser devido ao fato do processo de extrusdo possibilitar modificagdes estruturais
(degradacdo parcial) da cadeia polimérica. Fato confirmado por Van Der Einde (2004), que
observou nos resultados de extrusdo, a reducdo da massa molar de amido devido a
combinacgdo de forgas mecéanica e térmica. Ja, a deformacdo na perfuracdo nédo foi diferente
entre os dois processamentos, confirmando, para esta propriedade, a capacidade de
escalonamento do processo laboratorial.

Tabela 32. Forca e deformacdo no teste de perfuracdo dos filmes de amido de mandioca,
polpa de acerola e dleo essencial de cravo (OEC) elaborados por extrusao e termoprensagem.

Processo Glicerol OEC Forca Deformacéo
(%) (%) (N) (%)

Casting* 75 o5 13,357+0,52° 4,538+0,09°

Extrusado 75 o5 8,409+1,36° 4,818+0,35°

*Condigdo 2/ Médiatdesvio padrdo/ Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Bukzem et al. (2012), avaliaram filmes de amido de mandioca com bagaco de cerveda,
utilizando glicerol como plastificante por extrusdo seguida de termoprensagem. Os valores
encontrados no filme extrusado, para tenséo e deformacao no teste de tracdo (1,9a2,5e55a
60%, respectivamente) foram superiores aos obtidos neste trabalho (Tabela 31) para o filme
extrusado e prensado, utilizando o mesmo equipamento e metodologia. Tal diferenca pode ser
devido a maior quantidade de fibras insolUveis presente no bagaco de cevada, conferindo
menor alongamento (MALI et al., 2010) em comparacdo com a amostra contendo polpa de
fruta concentrada deste estudo.

Comparando os dois processos de producdo quanto as propriedades mecanicas, fica
evidenciado uma menor deformacdo na tracdo e forca na perfuracdo nos filmes extrusado
guando comparados aos elaborados por casting. O processo de extrusdo resulta em alterac6es
estruturais na matriz polimérica, como a reducdo da massa molar de amido devido a
combinacdo de forcas mecénicas e térmicas (VAN DER EINDE et al., 2004), justificando a
menor forca necessaria para perfuracdo. Galdeano et al. (2014), também notaram respostas
diferenciadas entre 0s processos de extrusdo e casting quanto a este parametro. Os autores
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obtiveram laminados de amido de aveia mais resistentes a perfuracdo do que os produzidos
por casting, concordando com os resultados obtido neste trabalho.

5.4.4 Teores de vitamina C, carotenoides totais e de f-caroteno

Os valores de vitamina C, carotenoides totais e [3-caroteno obtidos para os filmes de
amido de mandioca e polpa de acerola, plastificados com glicerol e adicionados de OEC estéo
apresentados na Tabela 33. Para efeito de comparagdo de processo, na mesma Tabela estdo
também os valores dos filmes, com a mesma formulagéo, mas elaborados por casting.

Tabela 33. Teor de vitamina C, carotenoides totais e p-caroteno dos filmes de amido de
mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo (OEC).

Carotenoides

Processo Glicerol OEC Vitamina C Totais p-caroteno
(%) (%) (mg/1009) (g/100g) (Mg/1009)

Casting* 925 ;5 3435258+56,80° 8821,723+222,77" 6501999+ 222,04"

Extrusado 925 o5 1876453:3251" 7445946+ 216,91" 5318,956+ 168,90°

*Condicdo 2 / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No filme extrusado e prensado o teor de vitamina C (3435, 258 mg) foi reduzido a
metade comparada com a mesma formulacdo elaborada por casting (1876,453 mg).
Provavelmente por ter sido submetido a trés processos térmicos (concentracdo, extrusdo e
prensagem) com temperaturas mais elevadas que as obtidas pela técnica casting, favorecendo
a oxidacédo da vitamina C, que € termo instavel (UDDIN et al., 2002).

Quanto ao teor de carotenoides totais, o valor obtido para o filme extrusado foi
7445,946 pg, inferior ao valor obtido para o filme processado via casting (8821,723 ug),
demonstrando diferenca entre 0s processos. No entanto, no filme extrusado, foi preservado
maior teor de carotenoides (34,26%) relacionado a mesma formulacdo elaborada por casting
(25,18%), com uma pequena diferenca entre os processos de 9,08%. Tendo em vista que o
maior percentual preservado foi no filme extrusado, apesar dos trés processamentos térmicos
(concentracdo, extrusdo e prensagem). Fato justificado segundo Krinsky e Johnson (2005);
Silva et al., (2013), os tratamentos térmicos ndo sdo suficientes para promover a degradacao
total dos carotenoides e em alguns casos até melhoram a sua biodisponibilidade devido ao
amolecimento dos tecidos e rompimento das células, principalmente em processamentos nao
muito prolongados. O mesmo se aplica ao B-caroteno. Portanto, quanto a esse parametro,
sendo a extrusdo um processo rapido que envolve calor, pressao, trabalho mecanico, pode-se
concluir que o processo de extrusao € interessante quanto ao bioativo carotenoide.

No resultado da andlise de determinag@o do teor B-caroteno para os filmes elaborados
por casting e por extrusdo com as mesmas concentracdes de 6leo essencial de cravo e glicerol
foram de 6501,999 e 5318,956 pg, respectivamente (Tabela 31). Foi constatada diferenca
significativa (p < 0,05) nas médias de pB-caroteno entre os tratamentos, demostrando diferencga
entre 0s processos de casting e de extrusdo e termoprensagem com referéncia ao teor de f3-
caroteno. O processo casting ocasionou numa redugao maior do teor de -caroteno em relagéo
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ao processo de extrusdo. Pode-se notar que o filme elaborado por casting ainda assim manteve
25,07% do teor de B-caroteno, enquanto filme elaborado por extrusdo manteve 32,49%.
Possivelmente essa diferenca seja relacionada ao trabalho mecénico (cisalhamento) que
ocorre no processo de extrusdao, promovendo o rompimento das paredes de celulose e a
liberacdo de maior concentracdo de carotenos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

5.4.5 Capacidade antioxidante dos filmes pelos métodos DPPH e ABTS

Nos resultados da analise de determinacdo da capacidade antioxidante pela captura do
radical DPPH e do radical ABTS para os filmes processados via extrusdo estdo
apresesentados na Tabela 34. Na mesma Tabela estdo também os resultados analiticos dos
filmes elaborados por casting.

Para o DPPH, os ICs, dos filmes por casting e dos filmes extrusados foram de 4,818 e
12,098 mg/g. Para o método ABTS, foram de 8,710 e 6,457 mg/g (ICso) € 73,570 e 57,910
MM trolox/g amostra, respectivamente.

Foi constatada diferenca significativa (p < 0,05) para os valores de 1Cs obtidos para
capacidade antioxidante pelo método DPPH entre os filmes elaborados por casting e por
extrusdo. O mesmo comportamento foi observado para o0 método ABTS tanto para os valores
de 1Cso e quanto para TEAC. Como houve diferenga entre os tratamentos, isso demonstra a
impossibilidade de reproducédo quanto a esse parametro.

Tabela 34. Resultados experimentais das analises de DPPH e ABTS dos filmes de amido
de mandioca e polpa de acerola e 6leo essencial de cravo.

Processo Glicerol OEC DPPH ABTS TEAC
(%) (%) 1Cso 1Cso UM trolox/g
(mg/g) (mg/g) amostra
Casting* 225 75 4818007 g710+048" 73,57 +1,80°
Extrusado 225 75 12098+035°  6457:014° 57,910+ 0,99°

*Condigdo 2 / Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados expressos em ICsp e em PM trolox indicaram maior reducdo da
capacidade antioxidante perante o radical livre DPPH no processo de extrusdo quando
comparado ao processo casting. O efeito redutor da capacidade antioxidante de produtos
extrusados também foi relatado por Sarawong et al. (2014), o que pode ser justificado pela
destruicdo de parte dos compostos fendlicos presentes no 6Oleo essencial de cravo e da
degradacdo de carotenoides e vitamina C presentes na polpa de acerola, ocasionada pelo
maior nimero de processos térmicos utilizados (extrusdo e termoprensagem), como também
e a elevada temperatura.

Dessa forma, foi possivel concluir que o processo casting reteve 2,54 vezes da
capacidade antioxidante nos resultados expressos em 1Cs no teste de DPPH a mais do que no
processo de extrusdo. Efeito contrario foi evidenciado quanto ao radical ABTS, apresentando
no processo de extrusdo, um aumento da capacidade antioxidante de 1,96 e 1,14 vezes em
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relagio ao processo casting, para o0s resultados expressos em ICso € em pM trolox,
respectivamente.

5.5 Percentual de reducéo entre 0s processos

De acordo com analise estatistica (Tabela 35), pode-se constatar que as matérias-
primas diferem significativamente entre si (polpa casting, polpa pré-extrusdo e polpa
concentrada), devido a diferenca nos lotes (diferentes tempos de aquisi¢do), do teor avaliado
dos bioativos, sendo assim as perdas durante 0s processos (casting e extrusdo) foram
discutidas separadamente.

5.5.1 Concentracgao

Como ja mencionado no item 5.3.1 caracterizacfes da matéria prima (Tabela 15), a
polpa utilizada no processo de concentracdo foi oriunda da polpa pré-extrusao in natura.

Comparando as médias em relagdo ao teor de vitamina C (mg/100g) para as matérias-
primas utilizadas tanto no processo de casting quanto no de extrusdo, observa-se que todas
diferiram entre si. O mesmo foi observado com relacdo ao teor de carotenoides totais e de -
caroteno, onde as trés polpas utilizadas diferiram significativamente entre si. Possivelmente,
as diferencas entre as polpas casting e extrusada foram devido a fatores como diferenca de
lotes, tempo de congelamento, solo, grau de maturacdo da fruta. J& com relacdo a polpa
concentrada, esta diferenca foi devido ao préprio processo de concentracdo, concentrando 0s
bioativos, quanto aos teores de vitamina C, carotenoides e f-caroteno. Entretanto, apesar de
este ser um processo térmico a vacuo com perdas menores de bioativos, houve diferenca
significativa entre as mesmas quanto a capacidade antioxidante nos métodos DPPH e ABTS.

Souza et al. (2012) avaliando a eficacia da incorporacédo de polpas de manga e de acerola

como aditivos antioxidantes em filmes de amido de mandioca plastificado com sacarose e
acucar invertido, observou pelo monitoramento das alteracdes quimicas da embalagem e do
produto durante o armazenamento, os valores de 2688,2 mg/100g (b.s.) para vitamina C e
6255,30 mg/100g (b.s.) carotenoides totais, respectivamente. Resultados concondantes aos
obtidos neste estudo.

Tabela 35. Resultados experimentais das analises de 1C 50% e UM trolox das matérias-prima
no processo de casting e extrusdo pelo método DPPH e ABTS.

ICso ABTS ABTS
Matéria-prima (B.U.) DPPH IC 5 UM trolox/g
(mg/g) (mg/g)
Polpa casting 14,92+0,54° 19,92+0,43° 52,34%5,41°
Polpa pré- extrusdo 16,44+0,47° 32,27+0,65° 40,42+0,65°
Polpa concentrada 9,87+0,25° 16,43+0,44° 78,4245,62°

Médiatdesvio padrdo / Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).
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Com relacdo a capacidade antioxidante pelo método DPPH (Tabela 35), nota-se
semelhanga somente nos valores obtidos para UM trolox/g para as matérias-primas in natura
utilizadas no processo casting e de extruséo (polpa pré-extrusdo). As polpas concentrada, pré-
extrusdo e concentrada diferiram entre si nos demais parametros para 1Cso DPPH.

Nas médias das amostras relacionadas a capacidade antioxidante pelo método ABTS,
todas as polpas diferiram significativamente entre si nos valores obtidos para o 1Cso (mg/g) e
para os resultados expressos uM trolox (g amostra).

5.5.1.2 Perdas na etapa de concentragdo da polpa

Devido ao alto teor de umidade da polpa de acerola in natura (~94%), foi necessario a
reducdo deste teor através do processo de concentracdo, afim de possibilitar a adicdo do
ingrediente na mesma concentracdo de solidos (oriundos da polpa) dos filmes elaborados por
casting. O alto teor de umidade da massa a ser extrusada seria um obstaculo, dificultando ou
até mesmo impossibilitando a processabilidade dentro do equipamento. Assim, conforme ja
explicado anteriormente, a polpa utilizada para a producéo do filme extrusado (aqui chamada
de polpa extrusada) foi oriunda de um lote diferente da polpa utilizada no processamento
laboratorial (polpa casting). E foi a partir desta polpa para extrusdo que originou-se a polpa
concentrada.

Na Tabela 36, estdo apresentados os teores de umidade e de compostos bioativos das
polpas in natura (polpa pré-extrusdo) e concentrada.

Tabela 36. Efeito da concentracdo nas polpa in natura (polpa pré-extrusdo) no teor de
umidade e bioativos.

Parametro Polpa pré-extrusao Polpa concentrada
Umidade (g/100g) 93,487° 81,218"
Vitamina C (mg/100g) 20738,599° 23427,090°
Carotenoides totais (Jug/100g) 21733,129° 32614,338°
[-caroteno (g/100g) 16372,699° 23475,721°
s DPPH (mg/g)* 16,44° 9.87°
IC50% ABTS (mg/g)* 32,27° 16,43°
TEAC uM trolox/g * 40,42 78,42°

* b.u.: base Umida/ Médias com letras diferentes na mesma linha, diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Observa-se que houve diferenga significativa (p < 0,05) entre as polpas em todos os
pardmetros. A concentracdo da polpa resultou em valores inferiores somente para umidade e
superior para vitamina C, carotenoides totais, J-caroteno e capacidade antioxidante quanto
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aos valores de ICsp tanto para 0 método DPPH quanto para ABTS e uM trolox DPPH e
ABTS. Valores inferiores eram esperados uma vez que 0 processamento de concentracéo
ocorre em evaporadores sob temperaturas elevadas (80 °C) e periodos prolongados (6 horas).
No entanto o maior teor de vitamina C, carotenoides ¢ [B-caroteno, observado na polpa
concentrada em relacdo a polpa in natura deve-se ao proprio processo de concentracdo da
polpa. Segundo, Maia, Sousa e Lima (2007) o uso do vacuo possibilita a concentracdo de
alimentos termosensiveis.

A concentracdo da polpa in natura através de um processo de concentragdo a vacuo foi
vantajosa com relagdo a alguns bioativos como vitamina C, carotenoides totais e f-caroteno,
pois esses bioativos foram concentrados, obtendo um aumento no seu teor inicial de 12,96;
50; e 43,38%, respectivamente. O mesmo efeito foi evidenciado com relacéo a capacidadade
antioxidante tanto para 0 método DPPH, quanto para o ABTS, com redu¢des dos seus teores
iniciais de 1,73 e 1,47 vezes para 1Csp, respectivamente.

Ainda assim, apesar das reducGes dos teores de bioativos ocasionada pela
concentracdo da polpa, sem esta etapa ndo seria possivel produzir filmes por extrusdo devido
ao elevado teor de umidade da matéria-prima impedir a processabilidade da matéria-prima.

5.5.2 Reducéo no processo de casting

De acordo com a Tabela 37 pode-se observar a reducdo dos bioativos vitamina C,
carotenoides totais, 3-caroteno e da capacidade antioxidante durante as etapas de producao
dos filmes por casting. Foi evidenciado diferenca significativa entre 0s componentes
utilizados na elaboracdo dos filmes pela técnica casting (polpa, solugdo filmogénica e filme
(T2)). A solucéo filmogénica preservou ainda 86,44% do teor de vitamina C em relacdo a
polpa in natura, reduzindo entre este processo (polpa e solucéo filmogénica) apenas 13,56%.
Entretanto, apos a secagem dos filmes (em estufa a 30 — 35°C, 46h), preservou-se apenas
15,50%, havendo uma reducdo consideravel de 84,50% em relacdo a solucdo e 86,60% em
relacdo a polpa in natura, preservando somente 13,40% do teor de vitamina C inicial.

As reducdes dos teores dos bioativos analisados, possivelmente possam ter ocorrido ou
pela degradacdo térmica dos bioativos ou devido a dificuldade de extracdo desses bioativos da
matriz dos filmes e produtos.

Tabela 37. Resultados experimentais das andlises de teor de bioativos e da capacidade
antioxidante dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola e (OEC) processados por
casting.

Ensaios Vitamina C Car_lczgig?sides B-caroteno DIF(;F;:I A!E(B:'?PS TEI\A/IC
Bey A0 giang KD mgg  (myig) OO
Polpa 25643,269° 35034,341° 25934,066" 1,086° 1,450 3.81°

SE 22166,503" 8778.689° 6360,656° X X X

Filme* 3435,258° 8821,723" 6501,999"  4818" g7 73570

b.s: base seca/ SF: solugdo filmogénica / *Condicdo 2 /x: ndo analisada/ Médias com letras diferentes na

mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).



Em relacdo aos carotenoides, foi evidenciada diferenca significativa apenas entre a
matéria-prima (polpa in natura) e as demais etapas (solucdo filmogénica e filme). Observa-se
semelhanca entre a solucdo filmogénica e os filmes prontos. Nota-se que em relacéo a técnica
casting, a solucdo filmogénica preservou ainda 25,06% do teor de carotenoides em relacdo a
polpa in natura, reduzindo entre este processo (polpa e solugdo filmogénica) 74,94%.
Entretanto, apds a secagem dos filmes (estufa a 30 — 35°C, 46h), ndo houve reducdo em
relacdo a solucdo, mas ocorreu uma reducdo de 74,9% em relagdo a polpa in natura,
preservando somente 25,18% do teor de carotenoides totais. As reducOes destes teores
possivelmente possam ter ocorrido ndo necessariamente pela degradacdo térmica dos
bioativos, como também devido a dificuldade de extracdo desses bioativos da matriz dos
filmes.

Foi evidenciada diferenca significativa (Tabela 37) entre os componentes. A solucao
filmogénica e filme (T2) apresentaram semelhanga entre si e diferenca da polpa. Na Tabela 35
observa-se que a solucdo filmogénica preservou somente 24,53% do teor de B-caroteno
presente na polpa in natura. Entretanto, apds a secagem dos filmes (em estufa a 30 — 35°C,
46h), nao houve redugdo do teor de B-caroteno. O filme seco preservou somente 24,6% do
teor de B-caroteno presente na matéria-prima inicial.

Estatisticamente foi constatado diferenca significativa entre os componentes utilizados
na elaboragéo dos filmes pela técnica casting com relacdo a capacidade de captura do radical
livre DPPH, tanto para os valores relatados em ICs, (Tabela 37). Na comparacéo das médias,
ficou enfatizado a diferenca entre eles.

Através dos dados apresentados na Tabela 35, nota-se pelo valor obtido do I1Csg, que a
polpa in natura com relacdo ao filme elaborado (T2) pela técnica casting, apos a secagem dos
filmes (em estufa a 30 — 35°C, 46h), reduziu sua capacidade antioxidante em 4,4 vezes.

Estatisticamente (Tabela 37), foi constatado diferenca significativa entre 0s
componentes utilizados na elaboracdo dos filmes pela técnica casting com relacdo a
capacidade antioxidante pelo método ABTS, tanto para os resultados apresentados em 1Cs
(mg/g) quanto para os resultados em uM trolox (g/amostra).

Através dos dados apresentados para os resultados expressos em ICsq (Tabela 35),
nota-se uma reducdo da capacidade de captacdo do radical livre ABTS em 6 vezes entre as
etapas do processo casting, com relacdo a polpa in natura e o filme (ensaio T2) e uma
reducdo de 19 vezes em relacdo aos resultados em uM trolox. Provavelmente esta perda
acentuada seja devido as condigdes de processo (exposicdo a temperatura, luz e oxigénio,
durante o processo de secagem em estufa com circulacédo de ar e a temperatura de 25 a 35 °C.

5.5.3 Reducdo durante o processo de extrusdo termoplastica e termoprensagem

Na Tabela 38 pode ser observado o esquema de perdas de vitamina C, carotenoides
totais e 3-caroteno no processo de elaboracéo de filmes pela técnica de extrusdo termoplastica
seguida de termoprensagem.

Foi evidenciada diferenca significativa no teor de vitamina C entre as diferentes etapas
de producéo de filmes por extrusdo, com excecdo apenas do pellet e do filme extrusado. Os
componentes polpa, polpa concentrada e mistura diferiram significativamente entre si e dos
demais. Pode-se observar, conforme ja comentado anteriormente, que a polpa in natura em
relacdo a polpa concentrada: através do processo de concentracdo aumentou seu teor de
vitamina C em 12,96%. A polpa concentrada em relacdo a mistura preservou 51,17% dos
compostos presentes. Ja a mistura a ser extrusada em relagdo ao pellet, preservou-se apenas
22,11% do teor de vitamina C. Nota-se ainda que o filme extrusado em relagcdo ao
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pellet,reduziu 29,19% de vitamina C. Assim conclui-se que do inicio do processo (polpa pré-
extrusdo) até o final do mesmo (filme extrusado e prensado) foi preservado apenas 9,05%,
ocorrendo uma reducdo de 90,95% de vitamina C. Essas diferengas, ndo necessariamente
evidenciam perdas somente pela degradacdo do bioativo, mas talvez também o fato dos filmes
e produtos apresentarem maior dificuldade de extracdo da matriz em relacéo a polpa durante o
processo.

Em relacdo aos carotenoides, foi evidenciada diferenca significativa entre as etapas de
elaboracao do filme por extrusdo. Todos os componentes diferiram significativamente entre si
e dos demais. Pode-se observar através do processo de concentracdo, o aumento do teor de
carotenoides em 50%. Ja a mistura a ser extrusada em relacdo ao pellet, preservou-se 36,53%
com uma reducdo de 63,47% do teor de carotenoides totais presentes. Nota-se ainda que o
filme extrusado em relacéo ao pellet reteve a totalidade (100%) dos carotenoides nesta etapa.
Ainda assim, no pellet em relacdo a polpa concentrada, ocorreu uma reducdo de 79,11% dos
carotenoides. Assim conclui-se que do inicio do processo (polpa pré-extrusdo) até o final do
mesmo (filme extrusado termoprensado) houve uma grande reducdo dos carotenoides totais
presente de 65,74%. As diferengas, ndo necessariamente evidenciam perdas ou ganho, mas
talvez o fato da presenca do 6Oleo essencial de cravo nos filmes e produtos, por lipofilicidade,
possa ter facilitado o processo de extracdo dos carotenoides em relacdo a polpa durante o
processo.

Tabela 38. Resultados experimentais das analises de determinacdo do teor dos bioativos
dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola e 6leo essencial de cravo (OEC)
processados por extrusao e termoprensagem.

. TEAC
0,
Ensaios Vitamina C Car_?(t)eig?sldes p-caroteno DF;%';)IC |§§$go UM

(b.s) (mg/ 1009) (1g/ 1009) trolox/g
(hg/ 1009) (mg/g) (Mg/9)  .inostra

Polpa 20738,599° 21733,129° 16372,699° 1,072° 21042 2 635°
Polpa C.* 23427,090° 32614,338° 23475,721° 1,854° 3 086" 14728

Mistura 11987,393°  1ges5888°  13334,025° 2,822° 1,916° 38,71°

Pellet 2649,945" 6814,123° 5028,152* 10458" 5 g3g° 37,64°

Extrusado 1876,453° 7445,946 5318,956" 12,098° 6,457 57,91

b.s.: base seca/ *Polpa C.: polpa concentrada/ Médias com letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Estatisticamente foi evidenciada diferenca significativa entre as etapas de elaboracdo
dos filmes por extrusdo quanto ao teor de -caroteno. Apenas o pellet e o filme extrusado néo
diferiram entre si. Observa-se que 0 processo de concentragdo aumentou o teor de -caroteno
da polpa in natura em 43,38%. Porém, houve uma perda de 43,20% entre a polpa concentrada
e a mistura, fato justificado pela diluicdo da mesma com o glicerol e 0 OEC. J& a mistura a ser
extrusada em relacdo ao pellet, preservou-se apenas 37,71% do teor original. Nota-se ainda
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que o filme extrusado preservou 100% do B-caroteno em relacdo ao pellet. Entre a polpa
concentrada e o pellet houve uma perda de 78,58% do teor de -caroteno. Assim conclui-se
que do inicio do processo (polpa extrusada) até o final do mesmo (filme extrusado e prensado)
pode-se preservar 32,49% e uma perda de 67,51% de [3-caroteno.

No processo de extrusdo termoplastica também foi evidenciado diferenca
estatisticamente significativa entre os componentes utilizados na elaborag&o dos filmes quanto
a capacidade de captacdo do radical livre DPPH e na comparacdo das médias nenhuma
semelhanca foi constatada para comparacao dos valores obtidos em 1Cso,

Relacionando o processo de extrusao termoplastica com as perdas ocorridas entre as
etapas para os resultados expressos em ICsg, pode-se observar com relacdo a polpa in natura e
a polpa concentrada, uma reducéo da capacidade antioxidante de 1,73 vezes, 0 mesmo fato foi
constatado com relacdo a polpa e a mistura (1,52), com a mistura em relacdo ao pellet (3,71),
do pellet com o filme extrusado (1,16) e uma reducdo da capacidade antioxidante de 11,29
vezes do inicio do processo (polpa extrusada) ao final (filme extrusado). Constatando que a
perda entre o processo de extrusdo foi superior ao de casting em 6,85%, relacionado aos
resultados obtido em 1Csp.

Quanto ao processo de extrusdo, foi evidenciado estatisticamente diferenca
significativa entre os componentes utilizados na elaboracdo dos filmes quanto a capacidade
antioxidante pelo método ABTS, para os resultados apresentados em ICsy (Mg/g) e para 0s
resultados em relatados UM trolox. Comparando as medias, foi evidenciado semelhanca entre
0 componente polpa e mistura quanto aos resultados em ICsp, Quanto aos resultados
encontrados em uM trolox, observa-se semelhanca apenas entre 0s componentes mistura e
pellet. Os demais componentes como polpa, polpa concentrada e filme extrusado diferiram
entre si dos demais.

Relacionando o processo de extrusdo termoplastica com a reducdo da capacidade
antioxidante entre as etapas para os resultados em ICsp, pode-se observar que a polpa in
natura (polpa extrusdo) em relacdo a polpa concentrada: através do processo de concentracao
reduziu sua capacidade antioxidante em 1,47 vezes. Foi evidenciado um aumento da
capacidade antioxidante da polpa concentrada em relacdo a mistura 0,62, possivelmente
devido a adicdo de OEC, que com seu comprovado poder antioxidante, elevou a capacidade
da mistura. Ja a reducdo da mistura a ser extrusada em relacdo ao pellet foi de 2,94. Nota-se
ainda que o filme extrusado em relacdo ao pellet reduziu em 1,15 da sua capacidade
antioxidante, nesta etapa. Assim conclui-se que do inicio do processo (polpa concentrada) até
o final (filme extrusado e prensado) ocorreu uma reducdo total de 3,07. Constatando que a
perda entre 0s processos casting e extrusdao foi praticamente igual (4,37 e 3,07,
respectivamente), no processo casting ainda foi evidenciado uma perda superior a apenas 1,30
vezes.

Analisando os dois processos, constata-se que os filmes elaborados por casting
perderam 86,40% e os filmes extrusado e prensados 90,95% do teor de vitamina C presente.
Com relacdo ao teor de vitamina C houve uma perda maior de 4,55% no processo de extrusdo,
possivelmente devido a inclusdo de mais um processo térmico a temperatura elevada
(termoprensagem — 80 °C).

Comparando os dois processos, constata-se que os filmes elaborados por casting
perderam 74,82% dos carotenoides presentes e os filmes extrusado e prensados 65,74%.
Conclui-se que a perda no processo casting foi 9,08% superior ao processo de extrusdo.Essa
diferenca, provavelmente se deva a extrusdo ser um processo fechado com intenso trabalho
mecénico, possibilitando menor perda por exposi¢cdo a luz e ao oxigénio e promover maior
rompimento das paredes celuldsicas dos vegetais, liberando maior teor do bioativo
carotenoide.
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Os filmes elaborados por casting perderam 74,93% do teor de p-caroteno presente e o
filme extrusado e prensado, 67,51%, indicando que a perda entre 0s processos foi superior no
processo casting em 7,41%.

Foi constatado, na comparagdo dos processos casting e extrusdo com relacdo a
capacidade antioxidante expresso em ICso pelo método DPPH, uma redugdo da capacidade
antioxidante 6,85 vezes superior do processo de extrusdo em relacdo ao processo casting.
Uma maior reducdo da capacidade antioxidante pelo processo de extrusdo também foi
evidenciada quanto aos resultados expressos em UM trolox.

No método ABTS, comparando 0s processos casting e extrusdo, a capacidade
antioxidante expressa em ICsq (4,37 e 3,07, respectivamente), apresentou uma diferenca na
reducdo de 1,30 vezes superior para 0 processo de extrusdo em relacdo ao processo casting.
Uma maior capacidade antioxidante pelo processo de extrusdo também foi evidenciada quanto
aos resultados expressos em pM trolox.

5.6 Atividade antimicrobiana dos filmes

Dentre os microrganismos patogénicos de interesse na area alimenticia e medica,
destacam-se Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella enteritidis, causando
surtos de toxinfeccOes alimentares, gastrenterites e trazendo riscos a saude publica
(LEUSCHNER e ZAMPARINI, 2002, GOVARIS et al., 2010; MEIRA et al., 2012).

Os filmes elaborados com amido de mandioca, polpa de acerola e dleo essencial de
cravo (botdo) pela técnica casting e extrusdo seguida de termoprensagem foram testados
mediante sua capacidade inibitoria, utilizando-se o0 método de difusdo em agar (teste de halo)
com relacdo as bactérias Staphylococcus aureous e Salmonella tiphymurium e os fungos
Penicillium sp. e Aspergillus flavus. Foram também testados um filme controle (isto €, sem a
presenca de OEC) e o 6leo essencial de cravo puro e em diferentes dilui¢cdes. Os testes foram
realizados em triplicata. Os diametros médios (mm) de inibicdo obtidos na difusdo em &gar
estdo apresentados na Tabela 39.
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Tabela 39. Medida dos halos de inibicdo para os filmes elaborados com o 6leo essencial de
cravo e controle.

OEC* Halo de inibi¢do (mm)
Ensaios (%0) Staphylococcus Salmonella Penicillium  Aspergillus

aureus tiphymurium sp. flavus
Filme extrusado 7,5 0 0 0 0
Filme casting 7,5 28 0 0 0
Filme casting 15 na na 0 0
Controle 0 0 0 0 0
OEC 100 40 38 36,66 40,5
OEC 7,5 na na 9,75 8,6
OEC 15 na na 7 6
Controle** 0 0 0 0 0

*bleo essencial de cravo / ** papel de filtro sem OEC / na: ndo avaliado / Médiatdesvio-padrao / Médias com
letras diferentes na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os filmes elaborados por casting e extrusdo nas concentracoes de 7,5% e 15% de OEC
ndo apresentaram halo de inibicdo para os fungos Penicillium sp., Aspergillus flavus (Figura
40). Entretanto, o OEC puro, quando testado a 100% e nas mesmas concentracfes em que foi
adicionado na elaboracdo dos filmes (7,5 e 15%), apresentaram os halos de 36,66 mm, 9,75
mm e 7 mm, respectivamente para o fungo Penicillium sp. e 40,4 mm, 8,6 mm e 6 mm,
respectivamente para o fungo Aspergillus flavus. Isso comprova a capacidade inibitdria do
OEC puro perante os fungos Penicillium sp. e Aspergillus flavus (Figura 41), ao mesmo
tempo que indica que provavelmente outras razes como temperatura de processamento
(secagem no casting, extrusdo, prensagem), concentracdo, volatilizacdo, pH e tempo de
estocagem, tenham influenciado a capacidade inibitoria dos filmes (BURT, 2004).
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Figura 40. Resultado do método de difusdo em agar dos filmes elaborados com OEC

por casting e extruséo. a) 7,5% OEC (extrusado); b) 7,5% OEC (casting), ¢) 15% OEC (casting), d)
controle (filme sem OEC), perante os fungos: A) Penicillium sp; B) Aspergillus flavus.

Figura 41. Resultado do método de difusdo em agar para 0 OEC a) 100%; b) 15%, c)
7,5%, d) controle (papel sem 6leo), perante os fungos: A) Penicillium sp; B) Aspergillus flavus.

Resultados similiares de inibicdo do OEC no desenvolvimento de fungos também
foram relatados em outros estudos. Ugaldea et al. (2014), evidenciaram o0 aumento na
inibicdo do fungo Penicillium sp. (10,3 a 36,7 mm) proporcional ao aumento da concentragdo
de OEC (5 a 1000puL/mL). Omidbeygi et al. (2007) testando a capacidade antifungica dos
0leos essenciais de timol e cravo no desenvolvimento de Aspergillus nas concentragdes de O,
50, 200, 350 e 500 ppm, observaram a efetividade de ambos para o fungo testado.

Apesar de haver diversos trabalhos mostrando a efetividade do 6leo essencial de cravo
contra fungos, 0 mecanismo de acdo ainda ndo esta explicado. Alguns estudos indicam que a
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acdo antifingica se deve mudancas na membrana citoplasmatica, ocasionando alteracfes na
membrana proteica, inibindo a forga motiva de proton, o fluxo de elétron, o transporte ativo e
a coagulacdo dos contetidos celulares. Outros estudos, indicam que esta acdo esta relacionada
as caracteristicas hidrofébicas dos 6leos, auxiliando o rompimento da membrana celular,
ocasionando alteracdes na estrutura, aumentando assim a permeabildade, causando a saida de
componentes celulares como ions (ULTEE et al. 2002; MITCHELL et al. 2010).

Com relacdo aos ensaios microbioldgicos perante as bactérias pode-se concluir que 0s
filmes elaborados por casting na concentracdo de 7,5% de OEC ndo apresentaram halo de
inibicdo para a bactéria Salmonella tiphymurium. Entretanto apresentaram um halo de
inibicdo de 27 mm perante a bactéria Staphylococcus aureous (Figura 42). Tal fato
justificado, com excecdes na literatura, mas em geral os OEs sdo mais efetivos a bactérias
Gram-positivas do que Gram-negativas, 0 que se atribui a maior complexidade da dupla
parede celular desta (BURT, 2004). Com as bactérias Gram-positivas ha uma interacdo direta
do 6leo com a membrana celular, j& com as Gram-negativas ha um impedimento da entrada
de substancias hidrofobicas, devido ao caréter hidrofilico da membrana celular externa
(ARAUJO, 2010). O que pode ser observado nos filmes com OEC deste estudo, nas
concentracdes utilizadas, apresententando comportamento diferenciado frente as bactérias
Gram-positivas e negativas.

Ja os filmes extrusados com a mesma formulagédo e concentracdo de OEC (7,5%), ndo
apresentaram halo de inibicdo para as bactérias estudadas Salmonella tiphymurium e
Staphylococcus aureous (Figura 43). Possivelmente, devido a maior temperatura do processo
de extrusdo em relacdo ao processo casting e a volatilizacdo do déleo no processo de
prensagem (BURT, 2004).

No entanto, 0 OEC puro (100%) apresentou os halos de 40 e 38 mm para as bactérias
Staphylococcus aureous e Salmonella tiphymurium, respectivamente, indicando a efetividade
do OEC puro perante as bactérias testadas (Figura 44). De acordo com Burt (2004), OEC tem
demonstrado excelente potencial antibacteriano, sendo sua efetividade associada ao eugenol,
representando 82,1 % dos compostos majoritarios do 6leo utilizado neste estudo.

Resultado superior ao do presente estudo foi obtido por Ugaldea (2014), em filmes de
amido de milho (3 %), quitosana (2 %), acetato de celulose, glicerol (30 %) e OEs (cravo,
orégano e ambos) nas concentracbes de 1,0 %; 2,5 % e 5,0 %, obtidos por casting. Foi
observado halos maiores com o aumento da incorporacdo da concentracdo de OEs para as
bactérias: Staphylococcus a., Micrococcus |., Listeria m., Escherichia c., Salmonella c. e
Pseudomonas a. Talvez, essa diferenca se deva a presenca de quitosana, onde diversos
estudos evidenciam a atividade antimicrobiana deste polimero (KONG et al., 2010;
MEHDIZADEH et al.,2012), devido a formacdo de complexos polieletroliticos, pois seus
grupos aminicos protonados provavelmente se ligam seletivamente a superficie celular
carregada negativamente dos microrganismos, alterando a atividade celular e a
permeabilidade da membrana, com perda de componentes intracelulares e inibicdo microbiana
(YADAYV e BHISE, 2004) e/ou a adi¢do dos OEs ao término do processo de elaboracdo do
filme, na temperatura (40 °C), com menor perda volatil. Fato também evidenciado por
Pelissari et al. (2009) em filmes compostos por amido de mandioca,
quitosana e OE de orégano e por Mehdizadeh et al. (2012), em filmes a base de amido e
quitosana com OE de tomilho.

Ugaldea (2014) também observou, nos filmes de acetato de celulose (10 %) e os OEs
(1,0 %, 2,5 % e 5,0 %), a ndo formacédo de halo frente as bactérias testadas na concentracdo de
1% e 2,5 % dos OEs de cravo, orégano e sua combinagdo. Somente na concentracdo 5,0 %
houve formacédo de halos para todas as bactérias, nos OEs utilizados.
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Silva et al. (2009), tambeém constataram a atividade bacteriostéatica do 6leo essencial
de cravo com relagdo aos microrganismos Staphylococcus aureus e E. coli. Os autores
observaram maior efetividade em inibir Staphylococcus aureus do que E. coli. E ainda
ressaltaram que a atividade antibacteriana se deve aos terpenos, e a eficacia do Oleo estéa
associada ao eugenol presente em 90% na amostra do estudo.

Scherer et al. (2005), evidenciaram acentuada atividade antimicrobiana do oOleo
essencial de cravo, quando testado para 0s microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus epidermidis.

A atividade antimicrobiana de um OE pode depender de apenas um ou dois dos
componentes majoritarios que o formam. Entretanto, vérias evidéncias indicam que a
atividade inerente dos OEs, pode ser devido a interacdo entre seus constituintes minoritarios.
Atividades antimicrobianas sinérgicas foram relatadas para fragdes de OEs, utilizando-se
combinages binarias ou ternarias (BURT, 2004).

Gomez-Estaca et al. (2010) observaram em pelicula a base de gelatina, quitosana e OE
de cravo aplicada na superficie de bacalhau durante armazenagem sob refrigeracdo, a reducédo
drastica do crescimento de bactérias Gram-negativas, especialmente de enterobactérias.

Tangerino (2006) mostrou que Escherichia coli e Staphylococcus aureus apresentaram
inibicdo do crescimento com a técnica de difusdo em disco com eugenol. Segundo o autor,
quanto ao mecanismo de destruicdo bacteriana, o eugenol, ap6s ser difundido no agar, inibe o
crescimento bacteriano desnaturando as proteinas e rompendo as membranas dos
microrganismos.

Figura 42. Resultado do método de difusdo em agar dos filmes elaborados com OEC

(7,5%) por casting, perante as bactérias: A) Salmonella tiphymurium e B) Staphylococcus
aureous.
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Figura 43. Resultado do método de difusdo em &gar dos filmes elaborados com OEC
(7,5%) por extrusdo, perante os as bactérias: A) Salmonella tiphymurium e B) Staphylococcus
aureous.

Figura 44. Halo de inibicdo do OEC perante as bactérias A) Staphylococcus aureous; B
Salmonella tiphymurium.

Os filmes de amido de mandioca e polpa de acerola, plastificados com glicerol e
aditivados com OEC foram armazenados por 21 dias em condi¢6es controladas. Na Figura 45
pode-se observar a sensibilidade de fungos perante ao 6leo essencial de cravo, apds os 21 dias
de armazenamento. Em filmes processados por casting com alta concentracdo de OEC (T3,
T4 e T5) ndo foram observados crescimentos de coldnias. O mesmo comportamento foi
observado no filme extrusado, contrariando os resultados da Tabela 39. Pois, possivelmente
os fungos e as bactérias analisadas neste estudo (Penicillium, Aspergillus, Salmonella e
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Staphylococcus) ndo sdo as mesmas presentes nos filmes da Figura 51, estas provavelmente
apresentam uma menor sensibilidade ao OEC.

T2 T3 T4 T5
“ ‘b. .
r

Figura 45. Crescimento de Penicillium sp. em filmes com concentracGes
variadas de OEC. T1) sem OEC; T2) 7,5% de OEC; T3) 15% de OEC; T4)
22,5% de OEC; T5) 30% de OEC e Ext) extrusado com 7,5% de OEC.,
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acerola e 6leo essencial de cravo sobre as Artemias salinas demonstraram que o percentual de
mortalidade aumentou proporcionalmente com a concentracdo de éleo adicionado.

Os valores de DL-50 (dose letal mediana) para o OEC foi de 291,2 pg.mL™ e para o
extrato do filme foi de 2.019, 09 ug.g™. Analisando os valores de DL50 do filme e do OEC
pode-se verificar que o 6leo apresenta maior toxicidade em relagédo ao filme.

Segundo Garcia-Rodriguez et al. (2009), a DL50 expressa o valor da concentragdo do
extrato capaz de matar 50% dos nauplios de Artemia salina e quanto menor a concentracgao
mais toxica é a substancia.

Diversos autores estabeleceram critérios de classificacdo quanto & toxidade. Dessa
forma, os critérios de classificacdo de Donabella (1997) estabelece com base nos valores das
DL50 como: DL50 < 80 pg/mL, o produto ¢ altamente toxico; DL50 entre 80 a 250 pg/mL, o
produto ¢ moderadamente téoxico e DL50 > 250 pg/mL, o produto é levemente toxico ou
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atdxico. Entretanto Meyer et al. (1982) utilizam o critério de avaliacdo em que considera a
amostra toxica ou ativa as que apresentarem DL50< 1000 pg/mL e amostras atoxicas ou
inativas as que apresentarem DL50> 1000 pg/mL. Segundo Nguta et al. (2011), tanto extratos
organicos, quanto extratos aquosos com valores de DL50 < 100 pg/ml apresentam alta
toxicidade, DL50 entre 100 e 500 pg/ml apresentam toxicidade moderada, DL50 entre de 500
e 1000 pg/mL apresentam fraca toxicidade e DL50 > 1000 pg/mL sdo considerados atoxicos.
De acordo com Bussmann et al. (2011), tanto os extratos etandlicos, quanto aquosos com
valores de CL50 < 249 ug/mL apresentam alta toxicidade, CL50 entre 250 ¢ 499 nug/mL
apresentam toxicidade moderada, CL50 entre 500 e 1000 pg/mL apresentam leve toxicidade,
e CL50 > 1000 pg/mL sdao considerados atoxicos.

Portanto, de acordo com os critérios de avaliacdo dos autores citados, tanto o 6leo
essencial de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus) como o filme, ndo apresentam
toxicidade frente a Artemia salina, sendo classificados como atoxico.

Neste estudo, foi encontrado um valor inferior, isto €, com menor capacidade tdxica ao
obtido por Rabélo (2010). O autor obteve uma DL 50 de 1 ug/mL na avaliagdo da toxicidade
do 0leo essencial de cravo-da-india frente & Artemia salina.

Apesar da classificacdo acima, teoricamente como cada 1g do filme do presente estudo
contém 6,9x10° g de OEC, portanto uma pessoa de 70 kg teria que ingerir uma quantidade
muito grande de filme (141,33 g) para ser considerado toxico.

Amarante et al. (2011) também realizaram testes com Artemia salina para avaliar a
toxicidade de plantas medicinais da Amazonia. Todos esses trabalhos e muitos outros com
Artemia salina tém revelado a efetividade de testes com essa espécie em determinar a DL50
para compostos toxicos.

Vanin et al. (2014), na avaliagdo da toxicidade 6leo essencial de cravo-da-india
(Caryophyllus aromaticus), encontraram uma DL50 = 0,5993 pg/mL.

Rajabi et.al. (2015), avaliaram a citotoxicidade de 16 nanoparticulas utilizando
dois métodos: o ensaio de letalidade com Artemia salina e o ensaio MTT em células L929. Os
autores ndo evidenciaram diferenca estatisticamente significativa entre os dois testes. Os
resultados demonstram a capacidade do ensaio de letalidade com Artemia salina em
quantificar com precisao a citotoxicidade de nanoparticulas e substituir o teste MTT, que €
caro e trabalhoso. Comprovando que o teste com Artemia salina pode agilizar experimentos
de toxicidade e diminuir os custos, e portanto, pode ser considerado uma alternativa ao ensaio
de cultura de células in vitro.

5.8 Sugestdo de Aplicacdo

Esses filmes poderiam ser indicados para aplicacdo em frutos amarelos e/ou vermelhos na
preservacdo dos bioativos presentes, além do efeito adicional como o retardo do
amaducerimento e da senescéncia destes frutos, como isso favorecendo a melhoria das
caracteristicas nutricionais e o aumento da vida Gtil destes alimentos.

120



CONCLUSAO

Foi possivel elaborar filmes de amido de mandioca adicionados de glicerol, polpa de
acerola e 0Oleo essencial de cravo pela técnica casting, como por extrusdo termoplastica
seguida de termoprensagem.

A substituicdo do glicerol pelo 6leo essencial de cravo (OEC) proporcionalmente ndo
influenciou significativamente as propriedades de espessura, atividade de agua e a
permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes. No entanto, influenciou as demais propriedades.

Os resultados relevantes que permitiem comparar os filmes produzidos pela técnica de
casting e por extrusdo termoplastica seguida por termoprensagem estdo apresentados a seguir:

Que os filmes produzidos por casting promoveram maiores valores de deformacéo na tracao;
resisténcia na perfuracdo; teor de vitamina C, carotenoides e B-caroteno e da capacidade
antioxidante pelo método DPPH.

Que 0 processo de extrusdo termopléstica e termoprensagem, diante das condigdes
operacionais estabelecidas neste estudo, € considerado viavel para producdo de filmes
extrusados de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo, apesar
da redugdo de vitamina C, carotenoides, - caroteno e da capacidade antioxidante no teste de
DPPH. Esta composicdo apresenta-se como uma alternativa interessante para elaboracdo de
filmes.

Semelhanca entre os processos nas propriedades espessura, permeabilidade de agua, atividade
de agua, tensdo na perfuracdo e modulo de elasticidade (consideradas importantes para um
bom filme), indicando potencial para reproducdo em escala piloto.

Os filmes elaborados com amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e o 6leo essencial de
cravo mostraram capacidade inibitdria quanto as bactérias testadas. Porém, ndo apresentaram
0 mesmo efeito quanto aos fungos avaliados nas concentracoes testadas.

Né&o foi evidenciada toxidade do 6leo essencial de cravo e dos filmes com ele contido, quando
submetidos ao teste toxicologico com Artemia salina

Tendo em conta os antioxidantes e antimicrobianos, propriedades importantes observadas
no presente trabalho, consideramos que este Oleo essencial pode ser Util na industria de
alimentos como conservador de alimentos.

Apesar dos filmes ativos a base de biopolimeros indicarem uma tendéncia bastante
interessante devido a biodegradabilidade e como suporte de aditivos, ainda sdo necessarios
mais estudos visando a melhora das propriedades de barreira e mecanicas.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Uma das alternativas seria a aplicacdo da embalagem em produtos alimenticios ou
frutos ou vegetais vermelho, fonte potencias de bioativos, com o objetivo de avaliar a perda
de massa, textura, bioativos.

Como também a biodegradabilidade do filme poderia ser avaliada em condicdes
controladas em fungédo do tempo, quanto a perda de massa dos frutos embalados.

Através da microscopia eletronica de varredura, poderia ser avaliado a nivel
molecular, a interacdo do amido de mandioca com a polpa na formacédo dos filmes e das
propriedades fisicas do filme obtido, melhorando suas propriedades de barreira e mecanicas.

Seria interessante fazer um estudo com os outros 6leos essenciais em fungdo de outros
microrganismos.

O estudo da validade comercial dos filmes poderia ser realizado em varias condigdes
de umidade relativa do ar, por meio da analise dindAmico-mecénica e difracéo de raios X.
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APENDICE

Analise de varidncia (ANOVA) dos resultados de umidade, solidos totais,
espessura, atividade de dgua, permeabilidade ao vapor de &gua, resisténcia
na tracdo, deformacdo na tracdo, médulo de elasticidade, forca na ruptura,
deformagéo na ruptura, teor de vitamina C, teor de carotenoides totais,
teor de beta-caroteno, capacidade antioxidante por DPPH e ABTS dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e éleo essencial
de cravo elaborados por casting.

Analise de varidncia (ANOVA) dos resultados de umidade, solidos totais,
espessura, atividade de agua, permeabilidade ao vapor de &gua, resisténcia
na tracdo, deformacéo na tracdo, modulo de elasticidade, forca na ruptura,
deformagéo na ruptura, teor de vitamina C, teor de carotenoides totais,
teor de beta-caroteno, capacidade antioxidante por DPPH e ABTS dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial
de cravo elaborados por casting (ensaio 2) e do filme extrusado e
prensado.

Anélise de variancia (ANOVA) dos resultados de reducdo do teor de
vitamina C, carotenoides totais, beta-caroteno e da capacidade
antioxidante por DPPH e ABTS dos filmes de amido de mandioca, polpa
de acerola, glicerol e dleo essencial de cravo elaborados por casting.

Anélise de variancia (ANOVA) dos resultados para perdas de teor de
vitamina C, teor de carotenoides totais, teor de beta-caroteno, capacidade
antioxidante por DPPH e ABTS dos filmes de amido de mandioca, polpa
de acerola, glicerol e dleo essencial de cravo e componentes elaborados
por extrusdo e termoprensagem.

Anaélise de variancia (ANOVA) dos resultados das analises de espessura e
opacidade dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola e dos
ensaios preliminares.

Anélise de variancia (ANOVA) dos resultados de umidade, vitamina C,
carotenoides totais, beta-caroteno, capacidade antioxidante por DPPH e
ABTS das polpas casting, pré-extrusao e concentrada.
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APENDICE A

Tabela Al Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para umidade dos filmes de
amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

FONTE DE x

VARIACAO SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 34,33 5 6,866 47,82 0,0000
Residuo 1,72301 12 0,143584
Total 36,053 17

Tabela A2 Analise de variancia (ANOVA) resultado obtido para solidos totais dos filmes de
amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressao 34,33 5 6,866 47,82 0,0000
Residuo 1,72301 12 0,143584
Total 36,053 17

Tabela A3 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para espessura dos filmes de
amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

\I;ERN I-E_AE(;%E) SQ GL QM Razdo-F F tab
Regressdo 0,000739167 5 0,000147833 0,99 0,4649
Residuo 0,00179733 12 0,000149778

Total 0,0025365 17

Tabela A4 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para atividade de agua dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

52&'&%%% SQ GL oM Razdo-F Valor-p
Regressio 00010444 5 0000208889 0,65 0,6684
Residuo 0,00386667 12 0,000322222
Total 0,00491111 17
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Tabela A5 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para permeabilidade ao vapor
de agua dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressao 0,00326667 5 0,00065333 0,92 0,5014
Residuo 0,00853333 12 0,000711111
Total 0,0118 17

Tabela A6 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para resisténcia na tragdo dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

\I;gRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressdo 112,625 5 22,525 116,37 0,0000
Residuo 2,32279 12 0,193566
Total 114,948 17

Tabela A7 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para deformacao na tracdo dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e dleo essencial de cravo.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressdo 436,197 5 87,2395 24,85 0,0000
Residuo 42,1321 12 3,51101
Total 478,329 17

Tabela A8 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para o médulo de elasticidade
dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

\I;ERN I-E_AEQ%E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressdo 834839, 5 166968, 18,36 0,0000
Residuo 109100, 12 9091,64
Total 943938, 17
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Tabela A9 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para forga na ruptura dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e éleo essencial de cravo.

\I;SS IA\EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressado 693,003 5 138,601 78,42 0,0000
Residuo 21,2093 12 1,76744
Total 714,213 17

Tabela A10 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para deformagdo na ruptura
dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de cravo.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressao 0,891743 5 0,178349 5,34 0,0082
Residuo 0,400795 12 0,0333996
Total 1,29254 17

Tabela A1l Analise de variancia (ANOVA) resultado obtido para determinacdo do teor
vitamina C dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo essencial de

cravo.
FONTE DE ~
VARIACAO SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressdo 7,27703E6 4  1,81926E6 31,70 0,0000
Residuo 573913 10 573913
Total 7,85095E6 14

Tabela A12 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para carotenoides totais dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e dleo essencial de cravo.

\I;SRN ITAEQ%E) SQ GL QM Razao-F Valor-p
Regressdo 2,4942E7 4 6,2355E6 175,98 0,0000
Residuo 354340, 10 35434,0
Total 2,52964E7 14
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Tabela A13 Analise de variancia (ANOVA) do ajuste do modelo obtido para B-caroteno dos
filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e éleo essencial de cravo.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressao 1,08745E7 4  2,71864E6 130,00 0,0000
Residuo 209124, 10 20912,4
Total 1,10837E7 14

Tabela Al4 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para capacidade antioxidante
por DPPH em ICs, dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo

essencial de cravo.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 0,982978 4 0,245744 14,85 0,00034
Residuo 0,165473 10 0,0165473
Total 1,14845 14

Tabela A15 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para capacidade antioxidante
por ABTS em ICs, dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo

essencial de cravo.

\I;ERN I-E_AE(;%E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressdo 36,3454 4 9,08635 64,70 0,0000
Residuo 1,40435 10  0,140435
Total 37,7497 14

Tabela A16 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para capacidade antioxidante
por ABTS em uM trolox dos filmes de amido de mandioca, polpa de acerola, glicerol e 6leo

essencial de cravo.

\ESRNJAEQ%E) e GL QM Razio-F Valor-p
Regressio 16512,3 4 4128,08 73.33 0,0000
Residuo 562,021 10 562921
Total 17075,2 14
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APENDICE B

Tabela B1 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para atividade de agua dos
filmes elaborados por casting e por extrus&o.

\I;SRN IA\EC%I(E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 0,0006 1 0,0006 1,80 0,2508
Residuo 0,00133333 4 0,000333333
Total 0,00193333 5

Tabela B2 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para permeabilidade ao vapor
de &gua dos filmes elaborados por casting e por extruséo.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressédo 0,0000666667 1  0,0000666667 0,15 0,7149
Residuo 0,00173333 4 0,000433333
Total 0,0018 5

Tabela B3 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para espessura dos filmes
elaborados por casting e por extrusdo.

\lngN I-E_AE(;%E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressdo 0,00000816667 1  0,00000816667 0,10 0,7656
Residuo 0,000320667 4  0,0000801667
Total 0,000328833 5

Tabela B4 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para resisténcia na tracdo dos
filmes elaborados por casting e por extrusdo.

\I;SRN ITAEQ%E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressdo 309825, 1 309825 1871,53 0,0000
Residuo 662,188 4 165,547
Total 310488 5
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Tabela B5 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para deformacdo na tracdo dos
filmes elaborados por casting e por extrus&o.

\I;SRN IA\EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressado 90,8315 1 90,8315 298,35 0,0001
Residuo 1,21778 4 0,304445
Total 92,0493 5

Tabela B6 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para modulo de elasticidade
dos filmes elaborados por casting e por extrusao.

\';XSECQ% e GL OM  Razfio-F Valor-p
Regressao 10113,5 1 10113,5 4,47 0,1021
Residuo 9057,77 4 2264,44
Total 19171,3 5

Tabela B7 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para resisténcia na perfuracdo
dos filmes elaborados por casting e por extrusao.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razao-F Valor-p
Regressdo 41,6752 1 41,6752 118,84 0,0004
Residuo 1,40278 4 0,350695
Total 43,0779 5

Tabela B8 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para deformacdo na
perfuracdo dos filmes elaborados por casting e por extruséo.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressdo 0,0895482 1 0,0895482 0,94 0,3864
Residuo 0,379617 4 0,0949042
Total 0,469165 5
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Tabela B9 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para vitamina C dos filmes
elaborados por casting e por extruséo.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressao 3,64481E6 1  3,64481E6 1702,05 0,0000
Residuo 8565,72 4 2141,43
Total 3,65338E6 5

Tabela B10 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para carotenoides totais dos
filmes elaborados por casting e por extrus&o.

\EXSITAEC%% e GL OM  Razfio-F Valor-p
Regressio 2839156 1 2,83915E6  58.74 0,0016
Residuo 193347, 4 48,3367
Total 3032496 5

Tabela B11 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para (-caroteno dos filmes
elaborados por casting e por extrus&o.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razao-F Valor-p
Regressdo 2,09939E6 1 2,09939E6 53,95 0,0018
Residuo 155660, 4 38915,0
Total 2,25505E6 5

Tabela B12 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para capacidade antioxidante
em 1Cso por DPPH dos filmes elaborados por casting e por extrusao.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressdo 7,61401 1 7,61401 61,41 0,0014
Residuo 0,49,598 4 0,123995
Total 8,10999 5
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Tabela B13 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para capacidade antioxidante
em ICsp por ABTS dos filmes elaborados por casting e por extrusao.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressao 7,61401 1 7,61401 61,41 0,0014
Residuo 0,49,598 4 0,123995
Total 8,10999 5

Tabela B14 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para capacidade antioxidante
em UM trolox por ABTS dos filmes elaborados por casting e por extrusdo

\';XSECQ% e GL OM  Razfio-F Valor-p
Regressio 368,041 1 368041 17459 0,0002
Residuo 843195 4 210799
Total 376,473 5
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APENDICE C

Tabela C1 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda de vitamina C no
processo casting: polpa, solucdo filmogénica, filme.

\I;SRN IA\EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressao 8,56143E8 2  4,28072E8  3508,97 0,0000
Residuo 731961, 6 121993,

Total 8,56875E8 8

Tabela C2 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda de carotenoides
totais no processo casting: polpa, solucao filmogénica, filme.

\';XSECQ% e GL OM  Razfio-F Valor-p
Regressio 137646E9 2  6.88231E8  1206.43 0,0000
Residuo 342282E6 6 570471,

Total 137980E9 8

Tabela C3 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda de p-caroteno no
processo casting: polpa, solucdo filmogénica, filme.

\I;ERN I-E_AE(;%E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressdo 7,60744E8 2 3,80372E8 5852,20 0,0000
Residuo 389978, 6 64996,4
Total 7,61134E8 8

Tabela C4 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante no processo casting por DPPH em IC 5. polpa e filme.

\I;SRN ITAEQ%E) SQ GL QM Razao-F Valor-p
Regressdo 20,8843 1 20,8843 6316,45 0,0000
Residuo 0,0132253 4  0,00330633
Total 20,8975 5
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Tabela C5 Analise de varidncia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante no processo casting por ABTS em ICso. polpa e filme.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 79,0541 1 79,0541 688,95 0,0000
Residuo 0,458985 4 0,114746
Total 79,5131 5

Tabela C6 Andlise de varidncia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante no processo casting por ABTS em UM trolox: polpa e filme.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 7300,45 1 7300,45 4300,76 0,0000
Residuo 6,78991 4 1,69748
Total 7307,24 5
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APENDICE D

Tabela D1 Anéalise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda de vitamina C dos
componentes: polpa, polpa concentrada, mistura, pellet e filme extrusado.

\I;SS IA\ECE'E)\I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressado 1,19028E9 4 2,97569E8 1065,01 0,0000
Residuo 2,79405E6 10 279405
Total 1,19307E9 14

Tabela D2 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda de carotenoides
totais dos componentes: polpa, polpa concentrada, mistura, pellet e filme extrusado.

\';XSECQ% e GL OM  Raziio-F Valor-p
Regressio 138888E9 4 3472268 7174.97 0,0000
Residuo 483932, 10 483932
Total 138936E9 14

Tabela D3 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda de -caroteno dos
componentes: polpa, polpa concentrada, mistura, pellet e filme extrusado.

\I;ERN I-E_AE(;%E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressdo 7,30031E8 4 1,82508E8 3211,57 0,0000
Residuo 568282, 10 56828,2
Total 7,306E8 14

Tabela D4 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante por DPPH em ICso dos componentes: polpa, polpa concentrada, mistura, pellete
filme extrusado.

\I;SRN ITAEQ%E) SQ GL QM Razao-F Valor-p
Regressdo 324,205 4 81,0512 2374,22 0,0000
Residuo 0,341381 10 0,0341381
Total 324,546 14
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Tabela D5 Andlise de variancia (ANOVA) para perda da capacidade antioxidante por ABTS
em ICsp dos componentes: polpa, polpa concentrada, mistura, pellet e filme extrusado.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 52,1036 4 13,0259 734,44 0,0000
Residuo 0,177359 10 0,0177359
Total 52,281 14

Tabela D6 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante por ABTS em uM trolox dos componentes: polpa, polpa concentrada, mistura,

pellet e filme extrusado.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressao 5684,1 4 1421,03 992,96 0,0000
Residuo 14,311 10 1,4311
Total 5698,41 14
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APENDICE E

Tabela E1 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para espessura dos filmes de
amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol.

\I;SRN IA\EC%I(E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 0,0012615 1 0,0012615 12,83 0,0231
Residuo 0,000393333 4 0,0000983333
Total 0,00165483 5

Tabela E2 Anélise de variancia (ANOVA) resultado obtido para opacidade dos filmes de
amido de mandioca, polpa de acerola e glicerol.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressao 0,15328 1 0,15328 20,62 0,0105
Residuo 0,0297387 4 0,00743467
Total 0,183019 5
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APENDICE F

Tabela F1 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para umidade das polpas
casting, polpa pré-extrusdo e polpa concentrada.

\I;SRN I-;EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressdo 293,914 2 146,957 189052,51 0,0000
Residuo 0,004664 6 0,000777333
Total 293,918 8

Tabela F2 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para vitamina C (b.u) das
polpas casting, polpa pré-extruséo e polpa concentrada.

\I;SRN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressao 1,59697E7 2  7,98485E6 601,93 0,0000
Residuo 79592,9 6 13265,5
Total 1,60493E7 8

Tabela F3 Analise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para carotenoides totais (b.u)
das polpas casting, polpa pre-extrusao e polpa concentrada.

\ngNITAEQ[A)E) SQ GL QM Razio-F Valor-p
Regressio 3.62327E 2 181163E7  6656,68 0,0000
Residuo 16329,2 6 272153
Total 3,6249E7 8

Tabela F4 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para B-caroteno (b.u) das
polpas casting, polpa pré-extrusdo e polpa concentrada.

\I;SRN ITAEQ%E) SQ GL QM Razao-F Valor-p
Regressdo 1,81943E7 2  9,09714E6 4358,09 0,0000
Residuo 125245 6 2087,42
Total 1,82068E7 8
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Tabela F5 Andlise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante por DPPH em ICs, das polpa casting, polpa pré-extrusao e polpa concentrada.

\I;SRN IA\EC%I(E) SQ GL QM Razéo-F Valor-p
Regressado 1,19948 2 0,599739 390,96 0,0000
Residuo 0,009204 6 0,001534
Total 1,20868 8

Tabela F6 Andlise de variancia (ANOVA) para perda da capacidade antioxidante por ABTS
em ICsp das polpas casting, polpa extruséo e polpa concentrada.

\I;ERN I-E_AE(;%I(E) SQ GL QM Razdo-F  Valor-p
Regressao 4,06701 2 2,0335 643,02 0,0000
Residuo 0,0189747 6 0,00316244
Total 4,08598 8

Tabela F7 Anélise de variancia (ANOVA) do resultado obtido para perda da capacidade
antioxidante por ABTS em uM trolox das polpas casting, polpa extrusédo e polpa concentrada.

FONTE DE

VARIACAO SQ GL QM Razdo-F Valor-p
Regressdo 266,833 2 133,416 314,56 0,0000
Residuo 2,54483 6 0,424138
Total 269,378 8
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