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RESUMO

O uso de materiais biodegradaveis tem sido o foco na producéo industrial de
embalagens. Para tal, a utilizacdo de polimeros naturais renovaveis tem sido a
alternativa mais estudada. Logo, a busca por novas fontes de amido, que € um
polimero natural abundante, que reune as caracteristicas necesséarias para
producdo de filmes biodegradaveis, e as vezes comestiveis, € um dos temas
mais estudados na area. O Inhambu, nome popular dado a espécie Dioscorea
Trifida L., no Baixo Sul baiano, um tubérculo rico e matéria amilacea, foi utilizado
para extracdo de amido que posteriormente foi modificado, caracterizado e
utilizado na producéao de filmes e nanoparticulas. Os amidos nativo e modificado
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para aplicacbes como
matéria prima pra a producdo de biopolimeros e nanocargas, respectivamente.
As modificacbes por acetilagdo resultaram na alteracdo da cristalinidade,
percebida pelo perfil de DRX, e nas caracteristicas fisico-quimicas comparadas
com o amido nativo. A producdo de nanoamidos nativo e acetilado rendeu
particulas nanométricas com potencial aplicacdo como reforco em filmes de
amido. Os filmes preparados com o amido de inhambu, reforcados com
nanoamido e nanocristais de celulose, apresentaram boas caracteristicas de
barreira, como permeabilidade ao vapor de agua e bom desempenho mecanico,
comparados ao filme padrédo. Os filmes contendo extrato de hibisco
apresentaram bom desempenho nos testes de potenciais antioxidante e
antibacteriano, podendo ser usados como dispositivos em embalagens. Os
materiais produzidos nesse trabalho tiveram suas propriedades avaliadas
utilizando varias técnicas de caracterizagao, viabilizando um estudo detalhado
para embasar futuras aplicacoes.

Palavras chave: amido, Inhambu, nanoamido, nanocelulose, hibisco, pimenta

rosa, antioxidante, antimicrobiano.



ABSTRACT

The use of biodegradable materials has been a focus in the industrial production
of packaging. To achieve this, the use of renewable natural polymers has been
the most studied alternative. Therefore, the search for new sources of starch is
one of the most studied topics in the area, as it is an abundant natural polymer,
with characteristics necessary for the production of biodegradable films and
because it is sometimes an edible product. Inhambu, the popular name given to
the species Dioscorea Trifida L. in the Bahia Southern Lowlands, is a tuber rich
in starch. It was used to extract starch, which was later modified, characterized
and used in the production of films and nanoparticles. Native and modified
starches presented physicochemical characteristics suitable for applications as
raw materials in the production of biopolymers. Modifications by acetylation
resulted in changes in crystallinity, evidenced in the XRD profile, and in
physicochemical characteristics when compared to native starch. The production
of native and acetylated nanostarches yielded nanometric particles with potential
application as reinforcement in starch films. The films prepared with inhambu
starch, reinforced with nanostarch and cellulose nanocrystals, showed good
barrier characteristics, such as water vapor permeability and good mechanical
performance when compared to the standard film. The films containing natural
additives (hibiscus extract and pink pepper oil) performed well in antioxidant and
antibacterial potential tests and can be used as packaging devices. The materials
produced in this work had their properties evaluated using various
characterization techniques, enabling a detailed study to support future

applications.

Keywords: starch, Inhambu, nano starch, nanocellulose, hibiscus, pink pepper,

antioxidant, antimicrobial.
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1. TRODUCAO

Os materiais convencionais, como 0s polimeros sintéticos, na maioria derivado
do petrdleo, ndo sofrem ataque imediato de micro-organismos. Essa
caracteristica confere a esses materiais uma longa vida atil e,
conseguentemente, provocam seérios problemas ambientais visto que, apos o
seu descarte, demoram em média 100 anos para se decomporem totalmente,
aumentando assim a cada dia, a quantidade de lixo plastico descartado no meio
ambiente (RAGHAVAN 1995; CHIELLINI et al. 1998). Diante disso o0s
pesquisadores tém se dedicado em estudos para o desenvolvimentos de
matérias biodegradaveis e sustentaveis. Com o desenvolvimento de estudos na
area de materiais, os polimeros biodegradaveis, tais como os amidos de
diferentes fontes, sdo considerados uma alternativa para a substituicdo dos
polimeros convencionais para a obtencdo de embalagens (YONEZAWA et al.
2017).

Dentre os polissacarideos utilizados para producéo de filmes e revestimentos
comestiveis, o amido € o biopolimero natural mais empregado. O uso do amido
pode ser uma interessante alternativa para filmes e revestimentos comestiveis
devido ao seu facil processamento, baixo custo, abundancia,
biodegradabilidade, comestibilidade e facil manipulacdo (AZEVEDO et al. 2018;
FRIEDRICHSEN et al. 2022).

Nos ultimos anos vem crescendo o interesse por novas fontes de amido naturais
que possam ser utilizados na industria, tanto de alimentos quanto de
biomateriais. As necessidades das industrias que utilizam amido estéo cada vez
mais complexas, fazendo com que o setor produtivo esteja em busca de novas
tecnologias, bem como de amidos naturais com caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas. Esses amidos poderiam substituir amidos quimicamente
modificados ou abrir novos mercados. As fontes de amido devem ser adaptaveis
a determinada regido e ter bom rendimento agricola (OLIVEIRA et al. 2023).
Sendo um carboidrato de reserva de varias plantas, o amido pode ser encontrado
nos cloroplastos das folhas e nos amiloplastos dos 6rgaos de reserva. Ocorre
sob forma de gréanulos, apresentando forma e dimensdo que variam com sua
origem. O amido, de modo geral, € utilizado em muitos paises como fonte de

matéria-prima para fabricacdo de bioplastico e 0 seu consumo aumenta com o
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grau de desenvolvimento inclusive, neste caso, seria mais uma fonte de matéria-
prima para fabricacdo de bioplastico (OLIVEIRA et al. 2023).

O amido € um polissacarideo formado de amilose e amilopectina, a relacdo
destes dois componentes varia de acordo com o tipo de amido, mas
normalmente os amidos contém entre 18 a 30% de amilose (LEHNINGER 1995;
DENARDINI et al. 2009). Quando aquecido, os granulos intumescem
gradativamente aumentando a quantidade de agua absorvida. A viscosidade e a
transparéncia do sistema aumentam até um maximo, formando uma solugéo
viscosa de amido. A natureza, teor de amilopectina, concentragdo de amido, o
pH, proteinas, sais, gorduras e acucares presentes na solucao influenciam na
dureza do gel formado (SILVA et al. 2020). Em especial, o de amilose no amido
€ uma propriedade muito importante quando se deseja preparar filmes. Quanto
maior o teor de amilose melhor sera a qualidade do filme formado (SILVA et al.
2020). Em estudos feitos por SILVA (2022), foi observado que os filmes e
revestimentos a base de amido apresentam diferentes propriedades e estas
diferencas sdo atribuidas a quantidade de amilose. O milho (Zea mays) e a
mandioca (Manihotutilissima) s@o as principais fontes de amido na industria
alimenticia brasileira. Utilizado como fonte alternativa o inhame (Dioscorea sp),
produz um amido com caracteristicas desejaveis como, estabilidade as altas
temperaturas e valores baixos de pH (ALVES et al. 1999; ANDRADE et al. 2021).
De acordo com Moraes (2009), em relacdo a origem dos polimeros
biodegradaveis, estes, podem ser classificados em renovaveis e ndo enovaveis
sendo 0s ndo renovaveis 0s que sao 0s provenientes do petréleo como o poli (e-
caprolactona) (PCL), ja os renovaveis sao os que derivam de biomassa, como
por exemplo o amido, a celulose, a quitosana, o coladgeno, entre outros.

O filme €é uma pelicula fina formada separadamente do alimento e
posteriormente aplicada sobre o mesmo (GENNADIOS 1990). Age como uma
barreira, protegendo o alimento dos elementos externos, como umidade, 6leo,
vapor organico e desta forma estende sua vida de prateleira (CASTRO-BADER
et al. 2023). As embalagens séo utilizadas para reduzir absorcdo de umidade,
da atmosfera circundante, pelo alimento, o que torna a impermeabilidade ao
vapor de dgua uma caracteristica importante das mesmas (NASCIMENTO et al.
2019). A eficiéncia das embalagens comestiveis depende de sua composicao.
Os filmes a base de amido possuem propriedades hidrofilicas, e essa
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caracteristica motivou o desenvolvimento de pesquisas para melhorar a
estabilidade dos filmes a umidade (JIANG et al. 2020). Uma das alternativas tem
sido adicionar sorbitol ou glicerol, agentes plastificantes, na preparacao de filmes
a base de amido de milho e de batata, com diferentes conteudos de amilose,
melhorando suas caracteristicas de impermeabilidade ao vapor de agua
(GARCIA et al 1999; JIANG et al. 2020).

Para a confeccdo de embalagens biodegradaveis, os insumos que mais sao
utilizados sado os materiais de origem agricola, uma vez que estes tém preco
mais acessivel, podem ser encontrados durante todo o ano e advém de fontes
sustentaveis de natureza renovavel (CARR, 2007).

Além da producéo de embalagens a base de biopolimeros, outra area de estudo
de elevada importancia no setor de embalagens corresponde as embalagens
inteligentes. Este tipo de embalagem vem ganhando importancia devido a
crescente busca por alimentos minimamente processados e/ou alimentos
“‘prontos para comer” (ready-to-eat), que apresentem seguranca e qualidade
facilmente detectaveis.

O presente trabalho propde desenvolver e caracterizar polimeros biodegradaveis
a partir do amido de Inhambu, nativo e modificado por acetilacdo. A fim de obter
um material oriundos de uma nova fonte de amido para producédo de biofilmes
com propriedades promissoras para atuacao no setor de embalagens. Foram
desenvolvidos também bionanocompositos refor¢cados a partir de nanoamido e
nanocristais de celulose com propriedades mecanicas e de barreira satisfatérias.
Além disto, estes biofiimes de amido foram funcionalizados com extrato de
hibisco e 6leo de pimenta, com objetivo de obter embalagens ativas e
inteligentes. Portanto, o trabalho teve como finalidade desenvolver materiais
a partir de matérias-primas obtidas a partir de fontes renovaveis, de baixo custo,
com propriedades satisfatorias para atuarem como filmes flexiveis resistentes no

setor de embalagens ativas e biodegradaveis.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral
Desenvolver e avaliar as propriedades térmicas, mecanicas, estruturais,
morfolégicas de barreira de polimeros biodegradaveis obtidos a partir de amido
de Inhambu reforgados com nanocargas, além de produzir biofilmes contendo
extrato de hibisco e 6leo de pimenta rosa com possiveis atuacdo no setor de

embalagens de alimentos.

2.2.0bjetivos especificos
Extrair e caracterizar o amido de Inhambu através de técnicas adequada para
determinar suas caracteristicas fisico-quimicas;
Modificar o amido obtido por acetilacdo e avaliar a extensdo da modificacédo
através do calculo de grau de substituicdo e percentual de acetilacédo;
Obter e caracterizar nanoparticulas dos amidos de Inhambu nativo e modificado;
Conhecer as caracteristicas dos filmes reforcados com nanoparticulas dos
amidos, nativo e modificados, de Inhambu e nanocristais de celulose de algodéo
bem como avaliar as propriedades fisico-quimicas e mecéanicas dos filmes
reforcados;
Produzir extrato hidroetandlico de hibisco para adicionar nos filmes, afim de obter
materiais ativos;
Avaliar os efeitos antioxidante e antibacteriano dos filmes contendo diferentes
teores aditivos naturais, extrato de hibisco e 6leo de pimenta rosa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFIGA
3.1.AMIDO

O amido pode ser encontrado em uma variedade de vegetais como um
carboidrato de reserva, sendo abundante em grédos de cerais, leguminosas,
tubérculos e frutas imaturas ou verdes. Além disso € uma fonte importante de
carboidratos na dieta do homem e, corresponde, em média, entre 80% e 90%
dos polissacarideos consumidos na sua alimentacdo (LAJOLO & MENEZES,
2006; WHO/FAO, 1998). Na industria, atua nas caracteristicas dos produtos
processados, pois, contribui com as propriedades de textura em alimentos, tendo
aplicacdes industriais como espessante, estabilizador de coloides, agente
gelificante e de volume, adesivo, na retencéo de agua, dentre outros (SINGH et
al., 2003).

No que diz respeito a estrutura, o amido € um homopolissacarideo composto por
cadeias de amilose e amilopectina. A amilose é formada por unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear, enquanto a
amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 e a-1,6,
formando uma estrutura ramificada. O teor dessas substancias nos amidos difere
em relacdo as fontes botanicas, variedades de uma mesma espécie e de acordo
com o grau de maturacdo da planta, se tratando de uma mesma espécie
(ELIASSON, 2004; TESTER et al., 2004).

Pesquisas recentes sobre a avaliacdo da relacédo existente entre a estrutura
molecular do amido e seu comportamento em algumas propriedades fisico-
quimicas sugerem que diversas caracteristicas estruturais, como teor de
amilose, distribuicdo de comprimento das cadeias de amilopectina e grau de
cristalinidade no granulo.

Os amidos naturais e os modificados tém varias aplicagbes em produtos
alimentares como agentes adesivos, ligantes e formadores de filmes, além de
atuarem como gelificantes, espessantes, retentores de umidade e retardadores
da retrogradacao de alguns alimentos (ZOBEL; STEFHEN, 1995; FREITAS et
al., 2003).



As propriedades de gelatinizagdo do amido estdo relacionadas a vérios fatores,
incluindo proporcéo de amilose e amilopectina, grau de cristalinidade, tamanho
e estrutura do granulo de amido (LINDEBOOM; CHANG; TYLER, 2004). A
amilopectina contribui para o inchamento do granulo, enquanto a amilose e os
lipidios o inibem (TESTER; MORRISON, 1990).

A organizacéo cristalina dos granulos de amido se divide em regides cristalinas
e amorfas, sendo a transicdo entre elas gradual. As cadeias laterais da
amilopectina formam a regido cristalina e a regido amorfa é formada pelos pontos
de ramificacOes e pela cadeia da amilose (PARKER; RING, 2001). Desse modo,
a cristalinidade dos granulos, normalmente determinada por difractometria de
Raio-X, é descrita principalmente em funcao das duplas hélices formadas pelas
ramificacdes da amilopectina (HOOVER, 2001). A estrutura do granulo € mantida
pela regido cristalina que controla o seu comportamento na agua, tornando-o
relativamente resistente ao ataque enzimatico e quimico (FRANCO et al., 2001).
Esta estrutura cristalina depende do tipo e grau de associacao intermolecular
existente entre os componentes do amido (SINGH et al., 2003). A interacdo entre
0s componentes das regides cristalinas e amorfas € influenciada pela razao entre
amilose e amilopectina, e pelas caracteristicas desses polimeros em termos de
massa, distribuicdo molecular, grau e tamanho das ramificacdes (HOOVER,
2001).

3.1.1. Estrutura molecular da amilose
Amilose € um polimero formado por unidades de a-D-glicopiranose ligadas em
a-(1,4) e com poucas ligagdes a-(1,6) formando uma cadeia linear (Figura 1).
Conforme CURA et al., 1995; Ball (1996), OATES, 1997; OATES, 1997;
BULEON et al., 1998. Ela ainda possui nimero médio de grau de polimerizacdo
(DP) de 500-5000 unidades de residuos de glicose (OATES, 1997), com
comprimentos meédios de cadeia (CL) de 250-670 e limite de B-amilose entre
73% e 95%, o qual esta relacionado as proporcdes lineares e ramificadas da
molécula, a quantidade e a localizacdo das ramificacdes, bem como ao
comprimento da cadeia (ELIASSON, 1996; BULEON et al., 1998; VANDEPUTTE
& DELCOUR, 2004). Além disso, a massa molar é da ordem de 250.000 Daltons

(1500 unidades de glicose), variando entre as plantas de uma mesma espécie,



dependendo do grau de maturacdo. Amilose de cereais, no geral, tem moléculas

menores do que de outras origens (ex. tubérculos e leguminosas).

O nivel de amilose nos granulos de amido varia de acordo com a fonte vegetal
de origem, mas, geralmente, encontra-se nos intervalos de 20-30% em amidos
normais de cereais. O amido de milho contém entre 25-28% de amilose,
enquanto o de mandioca possui apenas 17%. Algumas variedades de milho,
cevada e arroz, referidas pelo termo ceroso (“waxy”) sdo constituidas totalmente
por amilopectina, enquanto outros amidos possuem teores de amilose acima de
50% e sdo denominados de “high-amilose” (LINEBACK, 1984).

CH,OH CH,OH
0
H H H H H
0 OH H
H OH OH

Figura 1 - Estrutura da amilose (Fonte: Nelson & Cox, 2002)

Niveis entre 15% e 25% de amilose s&o tipicos na maioria dos graos, contudo,
alguns cereais denominados cerosos “waxy”, como milho, arroz e cevada, séo
virtualmente livres de amilose, enquanto mutantes com altos niveis de amilose
também sdo conhecidos. Os mutantes amilose extender(ae) do milho
apresentam contetudos de amilose que variam de 50% a 85%. Ja mutantes ae
do arroz apresentam conteldos de amilose que variam de 35% a 40%
(VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004).



Figura 2 - A) Estrutura da amilose [polimero linear composto por D-glicoses
unidas em a-(1-4)]. B) Estrutura da amilopectina [polimero ramificado
composto por D-glicoses unidas em a-(1-4) e a-(1-6)].(Fonte: LAJOLO &
MENEZES, 2006)

Nos amidos, a amilose pode aparecer combinada com lipidios sob a forma de
complexos amilose-lipidios (“LAM — lipid-amylose complexes”) ou sem essa
combinacgao, amilose livre (“FAM — freeamylose”). Os LAM, embora detectados
no amido nativo, possivelmente sejam formados em maior extensédo durante o
tratamento hidrotérmico ou a gelatinizacdo (ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004;
TESTER et al., 2004; VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004).



Muitas propriedades da amilose podem ser explicadas pela sua habilidade em
formar diferentes estruturas moleculares. A maioria das metodologias
preconizadas para determinacéo desse tipo de amido baseia-se no fato de que,
em soluc¢des aquosas neutras, a estrutura normal de espiral possui a capacidade
de interagir com iodo, produzindo complexo de inclusao helicoidal com
aproximadamente seis moléculas de amilose por giro, no qual o iodo se encontra
na cavidade central da hélice. Aléem disso, mudancas moleculares tornam
possivel a formacdo de complexos com moléculas de lipidios nas regides
superficiais do granulo, o que inibe a degradacado do amido por enzimas como
fosforilase, a-amilase e -amilase. Outros complexos de inclusédo helicoidal que
podem ser formados com a amilose incluem alguns alcoois e acidos organicos
(ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004).

3.1.2. Estrutura molecular da amilopectina
A amilopectina € o componente ramificado do amido, formada por cadeias de
residuos de a-D-glicopiranose (entre 17 e 25 unidades) unidos em a- (1,4), sendo
fortemente ramificada, com 4% a 6% das ligacbes em a-(1,6), (Figura 3). O
massa molar da amilopectina varia entre 50 e 500 x 106 Daltons (VANDEPUTTE
& DELCOUR, 2004; LAJOLO & MENEZES, 2006).

CH,0H CH,0H

ligacdo alfa 1-6

ligacdo alfa 1-4 ¢

(a) (b)
Figura 3—(a) Estrutura da amilopectina (Fonte: LAJOLO & MENEZES, 2006).
(b) Representacdo esquemética do modelo estrutural da amilopectina
(Fonte: PEREIRA, 2008).

Segundo VANDEPUTTE & DELCOUR (2004), a amilopectina apresenta um DP
de 4700 a 12800 unidades de residuos de glicose, valores de CL de 17 a 24 e

limite de B-amilose de 55% a 60%. As cadeias individuais podem variar entre 10
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e 100 unidades de glicose. Segundo BULEON et al. (1998) e LAJOLO &
MENEZES (2006), a amilopectina é digestivamente degradada pela agao da (3-
amilase nas unides a-(1-4), produzindo dextrinas B-limite (cadeias residuais que
contém os pontos de ramificacdo) e, posteriormente, por acdo das enzimas

pululanase e isoamilase que atuam nas ligagdes a-(1-6), produzindo maltose.

As cadeias de amilopectina estao organizadas de maneiras diferentes, sugerindo
uma classificagcdo de cadeias A, B e C (Figura 4). O tipo A € composto por uma
cadeia ndo-redutora de glicoses unidas por ligagdes a-(1,4) sem ramificagoes,
sendo unida a uma cadeia tipo B por meio de ligacbes a-(1,6). As cadeias do tipo
B sdo compostas por glicoses ligadas em a-(1,4) e a-(1,6), contendo uma ou
varias cadeias tipo A e podem conter cadeias tipo B unidas por meio de um grupo
hidroxila primario. A cadeia C é Unica em uma molécula de amilopectina, sendo
composta por ligacées a-(1,4) e a-(1,6), com grupamento terminal redutor
(ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004; VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004;
LAJOLO & MENEZES, 2006).

Cada cadeia pode ser especificamente classificada de acordo com seu
comprimento (CL) e, consequentemente, sua disposi¢cdo dentro dos granulos
(HIZUKURI, 1985; HIZUKURI, 1986). Segundo TESTER et al. (2004) e
VANDEPUTTE & DELCOUR (2004), a amilopectina tem uma distribuicdo
polimodal com cadeias A (CL 12-16) e B, isto é, cadeias B1 (CL 20-24), B2 (CL
42-48), B3 (CL 69-75) e B4 (CL 104-140). As cadeias A e B1 formam cachos
simples, sdo mais externas e organizadas em duplas hélices, enquanto B2, B3
e B4 se estendem em dois, trés e mais de quatro cachos. As cadeias C sdo muito
semelhantes entre as fontes botanicas com variacdes de tamanhos entre 10 e

130 unidades de glicose, a maioria tendo por volta de 40 unidades.

A amilopectina €, estrutural e funcionalmente, a mais importante das duas
fracOes, pois sozinha € suficiente para formar o granulo, como ocorre em
mutantes que sdo desprovidos de amilose. Quanto a amilose, sua localizacao
exata dentro do granulo ainda € uma tarefa dificil. Acredita-se que ela esteja
localizada entre as cadeias da amilopectina e aleatoriamente entremeada entre

as regidbes amorfas e cristalinas. As moléculas de amilose maiores estao
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concentradas no centro do granulo e, provavelmente, participam das duplas

hélices com a amilopectina, enquanto as moléculas menores presentes na

periferia podem ser lixiviadas para fora do granulo. Apesar de seu limitado papel

na formacgéo de cristais, a amilose pode influenciar a organizacdo das duplas

hélices,

interferindo na densidade de empacotamento das cadeias de

amilopectina (OATES, 1997; TESTER et al., 2004). Além disso, estudos recentes
(BAKER at al., 2001; KUAKPETOON & WANG, 2007) sugerem que parte da

amilose pode cristalizar-se juntamente com a amilopectina, formando lamelas

cristalinas. Porém, a organizacdo exata desses componentes dentro do granulo

ainda nao esta totalmente esclarecida.

“‘. —____——Bchains
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&<4— Reducing
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Figura 4 - Classificacdo das cadeias de amilopectina em tipo A, B e C

(Fonte: PARKER & RING, 2001)
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3.1.3. Gelatinizagdo do Amido

A gelatinizacéo € descrita como a associacdo de cadeias poliméricas mediante
ligacdes cruzadas para originar uma rede tridimensional continua que apreende
e imobiliza o liquido no seu interior formando uma estrutura rigida e resistente.
Ela ocorre quando as suspensdes de amido sdo aquecidas em excesso de agua
(maior que 60%) (LEWIS, 1993). Como pode ser vista na Figura 5, a
gelatinizacéo se inicia quando a amilose € liberada para a fase aquosa devido
ao rompimento do granulo, provocado pela sua expanséo devido a hidratacédo
que acontece quando as moléculas de agua possuem energia cinética suficiente
para superar as pontes de hidrogénio entre as moléculas de amilose e
amilopectina (ZHOU et al., 2002).

"Fantasma" do

granulo de amificn ' Rede de
Amilose Amilopectina  amilose  Amilopectina . .
Inchago Rede e Amilopecting
do amilose

granulo
L ] @ ~n =2

Amido - %
Amido nativo ——» Gelatinizagdo —» et Geleificacdo e o Gel de amid
s gelatinizado —* Retrogradac&o e amido

Figura 5 - Etapas de gelatinizacdo do amido (ZHOU at al,. 2002)

Esse processo tem inicio, na temperatura em que, a membrana que envolve o0
granulo de amido se torna permeéavel absorvendo a agua e inchando lentamente
até atingir um volume trés vezes maior que o inicial. Acredita-se que a expansao
inicial ocorra na regido amorfa onde os polimeros sdo mais suscetiveis a
dissolugdo, visto que nessa regido possui menos pontes de hidrogénio
(THOMAS e ATWELL, 1999). No inicio da gelatinizacdo a solucdo se torna
menos fluida, com o aumento da temperatura o liquido apresenta uma
caracteristica viscosa, até que comeca a se solidificar e atinge entdo o0 maximo
grau de gelatinizagdo. Ocorre assim o aumento da viscosidade da solugéo, que

resulta da absorcdo de agua pelos granulos de amido. Com o aquecimento
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continuo, o granulo se deforma e a amilose é liberada na solugéo. A lixiviagdo
da amilose e a continua absorcdo de agua pelos granulos de amido séo
responsaveis pelo aumento da viscosidade. A temperatura em que esse
processo ocorre varia de acordo com a fonte botanica (CEREDA et al., 2001).
Devido a sua linearidade, ap0s a gelatinizacéo, as moléculas de amilose, tendem
a se orientar paralelamente, aproximando-se o suficiente para formar ligacdo de
hidrogénio entre as hidroxilas de polimeros adjacentes, provocando assim a
diminuicdo de volume e reduzindo a afinidade do polimero pela agua, o que
permite ao amido gelatinizado formar filmes estaveis e flexiveis, a esse
fendbmeno da-se o nome de retrogradacéao (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

3.1.4. Retrogradacao do amido

Durante o armazenamento as moléculas gelatinizadas do amido comec¢am a se
reassociar formando cristais e favorecendo uma estrutura mais ordenada. Com
o resfriamento da pasta, as ligac6es de hidrogénio entre os grupos hidroxila das
moléculas de amilose adjacentes ficam mais fortes visto que as cadeias do
amido perdem energia, formando assim uma estrutura mais ordenada e
proporcionando firmeza ao gel e aumento da opacidade do mesmo. Este
processo de cristalizacdo das cadeias de amido recebe o nome de retrogradacéo
(FRANCO et al., 2001).

A retrogradacdo € o processo de transicdo irreversivel do estado altamente
solubilizado do amido para o estado insoluvel. Este processo pode ser
influenciado por fatores como a concentracdo de amido, a fonte do amido, pH,
relacdo amilose/amilopectina, presenca de solutos e ciclos de aquecimento e
resfriamento. A retrogradacédo € diminuida com o aumento do pH, visto que,
acidos fortes em pequenas concentra¢cdes concorrem para o rompimento das
ligacdes a-1-6 das ramificacdes, facilitando a ocorréncia da retrogradacédo. Este
fenbmeno € reduzido com o aumento do pH e inexiste em solugbes alcalinas
(FRANCO et al., 2001).

O tempo e a temperatura também sé&o fatores de grande importancia para que
ocorra uma completa solubilizagcdo dos granulos de amido. Ao ser mantida, por
um periodo suficientemente longo de tempo, a temperatura permite que as

particulas maiores também sejam solubilizadas. Apés a solubilizacdo as
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moléculas se reorganizam de dois modos diferentes, ligando-se as moléculas de
agua ou construindo redes envolvendo zonas de juncédo (SANOFI, 1988).

Segundo ISHIGURO et al. (2000) a retrogradacdo esta relacionada com a
distribuicdo do tamanho da cadeia de amilopectina e com o teor de amilose, ou
seja, ela ocorre preferencialmente na amilose e nas cadeias mais longas de
amilopectina. A retrogradacdo da amilose ocorre em trés estagios: o primeiro
deles é iniciado com o estiramento da hélice por quebra das pontes
intramoleculares, no segundo estdgio acontece perda das pontes de 4gua e por
fim ocorre reorientacdo das moléculas com formacdo de pontes de hidrogénio
entre moléculas adjacentes. Neste processo ocorre expulsdo da agua para fora

do gel, esse fenbmeno recebe o nome de sinerese (FRANCO et al., 2001).

3.1.5. Amidos modificados por acetilagéo

Os amidos passam por modificagBes quimicas para alterar suas propriedades
fisico-quimicas de interesse nas aplicacfes industriais. As reagdes promovem
alteracdes nas estruturas moleculares desses polissacarideos (BATISTA et al.,
2010).

Dentre as varias modificacfes quimicas existentes, a acetilacdo é muito utilizada
em amidos para aplicacdo na industria de alimentos, tendo como principal
objetivo reduzir a temperatura de gelatinizacédo, aumentar a claridade de pasta e
tornar o gel mais resistente a retrogradacéo. Assim, a introducéo de grupos acetil
reduz a interagdo entre moléculas de amido, aumentando o poder de
intumescimento e solubilidade do granulo e diminuindo a tendéncia a
retrogradacdo do gel. (LAWAL et al.,, 2004; BRASILEIRO, 2006). Assim a
acetilacdo é realizada a fim de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e
tecnoldgicas do amido (XU et al., 2004).

O grau de substituicdo (GS) € um parametro utilizado para classificar os amidos
acetilados. Os de baixa GS (0,01-0,2) podem atuar como agentes de
texturizacdo, ligantes, de adesdo, espessantes, estabilizantes. Amidos
acetilados com um grau baixo de substituicAio podem ser obtidos pela
esterificacdo do amido nativo com anidrido acético em um meio aquoso, na
presenca de um catalisador alcalino, como hidroxido de sédio (WANG e WANG,
2002).
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Na reacdo de acetilacdo do amido, parte dos grupos hidroxilas sao convertidos
em grupos acetil, conforme o esquema da Figura 6. A introducao de acetil reduz
a repulsdo entre as moléculas de amido e assim, aumenta o poder de
inchamento e a solubilidade do granulo de amido, diminui a retrogradacao,
promove maior claridade da pasta e estabilidade ao congelamento e
descongelamento (WANI et al., 2012).

]
0=cy, OTZL-cu,

Figura 6-Representacdo esquematica da reacdo de acetilacdo do amido
(Fonte: XU, 2004)

Amidos acetilados sdo amplamente utilizados em uma variedade de alimentos,
incluindo produtos de forno, recheios de tortas, molhos, sopas, alimentos
congelados, alimentos infantis e lanches (COLUSSI et al., 2014). Para esses
mesmos autores, as mudancas provocadas pelos grupos acetil depende da fonte
botanica, do GS, da razéo entre amilose e amilopectina e da estrutura molecular
do amido. Além desses pontos, Huang et.al. (2007) citam outras variaveis
importantes como: tipo e concentracdo do reagente, pH e tempo da reacao e
presenca de catalisador.

Os amidos modificados por acetilagdo sé&o bastante utilizados na confeccao e
acabamento de tecidos e na cobertura de papel, tudo isso se deve a propriedade
desses materiais formar filmes. Na industria alimenticia, os acetilados s&o

largamente empregados na producdo de sorvetes, sobremesas, macarrbes
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instantaneos, balas, sopas, molhos, etc. (HORIMOTO, 2006; HENRIQUE et al.,
2008). E importante frisar que o amido modificado por substituicio quimica
possui propriedades quimicas e funcionais dependentes de fatores como a fonte
do amido, condi¢cbes da reagdo (concentracdo de reagentes, tempo de reacao,
pH e a presenca de catalisador), tipo de substituinte e extenséo da substituicao.
(ARAUJO, 2008).

3.2.Inhambu
O inhambu ou cara doce (Dioscoreatrifida L.) € uma planta herbacea, trepadeira,
perene, didica e aldgama, apresentando alta diversidade genética intraespecifica
Figura 7 (NASCIMENTO et al. 2013). Ha evidéncias que o centro de origem se

encontre na Amazonia, mostrando autotetraploidia na forma cultivada, sendo tri
ou diploide na forma silvestre (BOUSALEM et al. 2010).

4 1 aAaS

Figura 7 - Imagem da planta e do tuberculo do Inhambu

(Dioscoreatrifida L.) (Fonte: Autor)

A familia Dioscoreaceae é constituida de nove géneros e 600 a 900 espécies,
sendo 25 espécies de Dioscorea L. descritas como comestiveis, 15 espécies
com uso medicinal e 5 como ornamentais (PEDRALLI et al., 2002). A espécie
Dioscoreatrifida, conhecida popularmente como Inhambu ou Cara-doce, possui
seu centro de origem no Norte da América do Sul, sendo cultivada em varias
regides do nordeste brasileiro. A planta produz um grupo de pequenas tuberas
com 15-20 cm de comprimento, pesando 80-150 g, com massa feculenta branca,
amarela, rosa ou purpura (SANTOS 1996).
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A dioscorea € o0 maior e mais importante género da familia Dioscoreaceae, com
644 espécies aproximadamente (GOVAERTS et al., 2007). Entre estes, apenas
10 séo considerados importantes na alimentacdo humana (LEBOT, 2009), e no
Brasil apenas D. alata L., D. cayenensis Lam, D. rotundata Poir, D. bulbifera L. e
D. trifida L. cultivadas e consumidas (VEASEY et al., 2010; SIQUEIRA et al.,
2014).

Domesticado por povos pré-colombianos e de distribuicdo neotropical,
Dioscoreatrifida foi provavelmente a primeira espécie de inhame cultivada por
povos indigenas e imigrantes da Europa e da Africa na Amazénia (LEBOT, 2009;
BOUSALEM et al., 2010). Embora ainda haja controvérsias em relacdo a origem
e domesticacdo dessa espécie e sua historia evolutiva esteja pouco
documentada, estudos mostram que, dentre as espécies de inhame
economicamente importantes no Brasil, D. trifida originou-se na América do Sul,
especificamente em éareas localizadas na fronteira entre o Brasil, Suriname,
Guiana e Guiana Francesa (PEDRALLI, 1992).

Apesar dos problemas relacionados a producdo agricola e a falta de
diversificacdo do consumo, esta cultura € uma importante fonte de alimento, pois
seus tubérculos possuem alta qualidade nutricional e propriedades
adstringentes, antimicrobianas, diuréticas e energizantes, permitindo seu uso no
combate a desnutricdo e a diversas doencas. tratamento como diabetes,
reducao do colesterol e convalescenca (RAMOS et al., 2010).

Embora os tubérculos sejam de alta qualidade nutritiva e sejam muito apreciados
na culinéria de varias comunidades brasileiras, pouco se observou no cultivo de
D. trifida em uma base comercial, com a cultura sendo subutilizada e a maior
parte do cultivo realizado por agricultores tradicionais para sua propria
subsisténcia (CARMO, 2002). No entanto, em alguns estados brasileiros, como
Amazonas e Santa Catarina, a comercializagdo dessa espécie parece ocorrer de
forma intensiva (VEASEY et al., 2010).

Nas ultimas décadas, os agricultores tradicionais sofreram fortes pressdes
socioecon6micas que levaram a uma diminuicdo das atividades agricolas, com
agricultores abandonando os campos e, assim, levando a uma perda de
diversidade genética de espécies de inhame e outras culturas, como mandioca
e batata-doce (SIQUEIRA et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2011).
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3.3.Hibisco
O Hibiscus rosa-sinensisL. (familia Malvaceae) (Figura 8), popularmente
denominado como mimo-de-vénus ou hibisco-da-china, na regido amazoénica do
Brasil, considerada planta exotica, € conhecido como pampola, amor-de-
homens, aurora ou pampulha. E um arbusto hibrido envolvendo vérias espécies
e pode atingir 3 m de altura que se cultiva a pleno sol, e sua propagacao se da
por estacas enraizadas. As flores grandes do hibisco, simples ou dobradas,
duram um ou dois dias. As pétalas, que tém um leve gosto citrico, sdo usadas
em saladas, infusdo, geleias, licores, etc. S&o encontradas em livros que tratam
de plantas medicinais e de culinaria (LORENZI et al. 2008; FELIPPE et al. 2004).

Figura 8 - Imdgem da flor do hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L.) (Fonte:
Autor)

As plantas o género Hibiscus pertencente a familia Malvaceae se destaca na
area ornamental com sua diversidade de flores coloridas, mas nos ultimos anos
vem ganhando espaco na é&rea alimenticia com suas flores comestiveis e
corantes naturais. A maioria das flores desta espécie tem como constituintes as
vitaminas A e E, quercetina e antocianinas (BOVINI et al. 2001, LEAL et al. 2008,
PUCKHABER et al. 2002).

Em um levantamento de espécies vegetais com acéo antibacteriana promissora
estavam as plantas Hibiscus esculentus L., Hibiscus trionum L. e Hibiscus
syriacus, nas quais 0s extratos aquosos destas demonstraram atividade
antibacteriana em ensaios de diluicho em caldo contra o microorganismo
Mycobacterium tuberculosis (GAUTAM et al. 2007). Outros géneros desta

espécie como a Hibiscus sabdariffa e Hibiscus tiliacua j& demonstraram acao
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antibacteriana frente aos micro-organismos Micrococcusluteus, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosas, Salmonella choleroesuis e Escherichia coli
(SIQUEIRA et al. 2006; WONG et al. 2010). A Hibiscus rosa-sinensis inibiu o
crescimento de S. aureus, P. aeruginosas e foi resistente para E. coli, como
também o o6leo de Hibiscus cannabinus foi eficiente para diversas bactérias
(SEYYEDNEJAD et al. 2010; MAGANHA et al. 2010)

Extratos alcodlicos de diferentes espécies hibiscos possuem atividade
antibacteriana significativas, apresentando eficicia bactericida, de inativacédo
bacteriana e bacteriostatica, portanto de inibicdo do crescimento bacteriano e,
sua relacdo com o0s compostos fotoquimicos presentes nas plantas pode
influenciar nesta acéo (SILVA et al. 2014).

Sugere-se, contudo, a utilizacdo dos extratos dos hibiscos em questdo, como
condimentos ou conservantes alimentares, oportunizando alimentos naturais,
sensorialmente agradaveis, com vistas a seguranca alimentar sustentavel. Além
da possibilidade destas plantas servirem para sistemas alimentares, prevenindo
a contaminacao bacteriana e/ou de sua utilizacao terapéutica (SILVA et al. 2014).
Andrade, Nair, Seyyadnejad e Ruban juntamente com seus colaboradores
comprovaram o poder antibacteriano do Hibiscus rosa-sinensiscom diversos

micro-organismos.

3.4.Pimenta rosa
A aroeira € uma arvore nativa da Ameérica do Sul, tipica da mata atlantica,
também conhecida pelos nomes de pimenta do Brasil, aroeira-pimenteira,
aroeira-vermelha, aroeirinha, pimenta brasileira e aroeira, a pimenta rosa € uma
espécie que possui uma coloracdo avermelhada e sabor um pouco adocicadoe
bem comum no Sul e Sudeste do Brasil (Figura 9). A pequena fruta que se parece
uma semente também é conhecida como pimenta rosa, mas na realidade nao &
uma pimenta e botanicamente pertence a familia Anacardiaceae. Ja a pimenta
rosa verdadeira € o grdo maduro da pimenta-do-reino que faz parte da familia de
pimentas Piperacea, com 0 sabor tipico picante. As aroeiras nao sao picantes
como as pimentas, mas tém um sabor bem marcante e perfumado; s&o
especiarias 6timas pra dar um toque colorido e aromético em pratos como uma
massa ao molho branco com camarfes. Também s&o utilizadas na culinaria

francesa e conhecidas como poivre rose (KINUPP et al. 2007)
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Figura 9 - Imagem da planta e do fruto da pimenta rosa. (Fonte: Autor).

Ela é composta por diversos nutrientes importantes para o funcionamento
apropriado do organismo humano como: vitamina A, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B3, vitamina E, calcio, ferro e fibras. Outros beneficios da pimenta rosa
€ gue ela é dotada de substancias com acédo antioxidante como o betacaroteno
e o licopeno. Isso é importante para o combate aos radicais livres que causam
doencas graves como o0 cancer e sao responsaveis pelo envelhecimento precoce

(Revista versar).

3.5.Antocianinas
As antocianinas sao 0s principais cromoéforos que pertencem ao grupo dos
flavondides e conferem cor vermelha, violeta ou azul as flores. Sdo derivados
hidroxilados ou metoxilados do fenil-2-benzopirilio (Figura 10). Como exemplos
de compostos quimicos pertencentes a este grupo pode-se citar cianidina,
pelargonidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (WU & PRIOR,
2005). A estrutura quimica basica das antocianinas é baseada em uma estrutura

policiclica de quinze carbonos, mostrada na Figura 10 (LOPEZ et al., 2000):
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Figura 10 - Estrutura quimica das antocianinas (Fonte: LOPEZ,

2000)

NARAYAN et al (1999), descrevem que as antocianinas Sdo um potente
antioxidante comparado com antioxidantes classicos como butilato hidroxi anisol,
butilato hidroxi tolueno e alfa tocoferol (vitamina E). Este agente natural, quando
adicionado a alimentos, além de conferir a coloracdo aos alimentos propicia a
prevencdo contra auto-oxidacdo e peroxidacdo de lipideos em sistemas
bioldgicos.

A estrutura e a cor das antocianinas sao afetadas pelo ambiente, principalmente
pelo pH do meio. Em pH &cido ocorre a perda da cor devido a formacéo de
chalconas, que séo incolores. Desta forma, dependendo do pH do meio os
pigmentos sao divididos em cromaoforos e incolores. Assim, a cor e intensidade
dos vegetais decorrente da presenca de antocianinas ndo depende somente de
um croméforo e sim de varias caracteristicas intrinsecas e extrinsecas da
molécula (BROUILLARD, 1988). Na

Figura 11, sdo mostradas as estruturas quimicas das antocianinas e algumas
fontes naturais das mesmas. Nas plantas que fazem parte da alimentacao, as
antocianinas se encontram difundidas, no minimo em 27 familias, 73 géneros e
numa grande variedade de espécies (BRIDLE & TIMBERLAKE, 1997).
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Figura 11 - Estruturas quimicas das antocianinas e algumas

fontes naturais das mesmas (Fonte: BOBBIO, 1995)

Em solucdo aquosa, as antocianinas se encontram comumente na forma de uma
mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cation flavilium
(vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-basecarbitol (incolor), e
chalcona (incolor ou levemente amarela). A pH abaixo de 2, as antocianinas
apresentam-se basicamente na forma catiénica; com o aumento do pH, ocorre
uma rapida desprotonacédo para formar a base quinoidal. Em meio aquoso a
hidratacéo do cétion flaviliumleva ao equilibrio entre a forma carbitol e chalcona.
A temperatura ambiente, e em meio levemente acidificado, o equilibrio entre as
formas carbitol e chalcona é muito lento e leva horas para ser atingido. O

aumento da temperatura desloca o equilibrio na direcdo da formacéo da base
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chalcona (HEREDIA et al, 1998). As quatro formas de equilibrio das
antocianinas em solucdo sdo mostradas na Figura 12.

A sensibilidade ao pH € o principal fator limitante no processamento e utilizacao
das antocianinas, afetando a cor e a estabilidade quimica. Em solu¢des acidas,
a antocianina é vermelha, mas com o aumento do pH a intensidade de cor
diminui. Em solucéo alcalina, a cor azul é obtida, porém € instavel (MAZZA &
BROUILLARD, 1987). Esta instabilidade foi observada por JACKMAN et al.
(1987) quando do tratamento com calor ou devido ao armazenamento em que a
antocianina manifestou mudanca da pigmentacdo do azul para o amarelo. A
relacdo entre a estabilidade das antocianinas com o pH é relatada em estudos
com pigmentos extraidos do capim gordura (Mellinisminutuflora) (STRINGHETA,
1991), da batata doce roxa (CASCON et al.,, 1984) e do repolho roxo
(Brassicaoleracea) (XAVIER, 2004).

R
CL
A 5
=001
CH
OH
A: Base Quinaidal (ezul) AH+: Cétion Flavilium (vermelho)
+H 70
H+ R
R OH
OH
H O 4 R
o R —
=00
OH
C: Chalcona (incolos) B: Pseudobase ou carbinol (incolor)

Figura 12 - Equilibrio das antocianinas em solugéo (Fonte: IACOBUCCI,
1983)

A copigmentacdo intermolecular entre antocianinas, juntamente com outros
compostos, produz um aumento na intensidade da cor e um deslocamento no
comprimento maximo de absorcdo (efeito batocrémico). Varios compostos

atuam como copigmento de antocianinas, tais como: aminodcidos, acidos
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organicos, flavonoides, alcaloides (MAZZA & BROUILLARD, 1987). A presenca
de flavonoides ndo antocianicos podem proteger as antocianinas contra a
degradacdo. Um exemplo é relatado por STRINGHETA (1991), no qual o
aumento da quantidade de acido tanico propiciou um acréscimo proporcional na
estabilidade das antocianinas presentes, com uma reducdo significativa nos
seus niveis de degradacéo.

Os resultados obtidos por STRINGHETA (1991) indicam que o efeito destruidor
da luz se faz sentir nas antocianinas presentes no capim gordura, com
consideravel intensidade, mas também este efeito esta estreitamente ligado ao
efeito do pH. DIRBY et. al. (2001) e CARLSEN & STAPELFELDT (1997)
determinaram a quantidade aparente de foto-branqueamento de antocianinas
oriundas do repolho roxo e do fruto do sabugueiro, respectivamente. Foi
observada a baixa sensitividade a fotodegradacéo para valores de pH 3,0 a 3,8.
A temperatura € outro fator importante na estabilidade das antocianinas porque
a medida que se submete a solucdo de antocianinas a uma temperatura superior
a ambiente (25°C), a sua degradac¢éo é maior, mesmo quando complexadas com
acido tanico, e esta degradacédo é ainda mais acentuada quando se aumenta o
pH do meio (STRINGHETA, 1991). Estudos relatam que vinhos com pigmentos
acilados tiverem sua coloracao sem sofrer alteracao por seis dias, a 50°C (VAN
BUREN et al., 1968). Outro estudo utilizou solucdo tampao Mcllvaineem
diferentes extratos de antocianinas em pH 3,0 e observou uma excelente
estabilidade desses compostos no tratamento térmico de produtos coloridos,
com pequena perda de coloracdo (DIRBY et al., 2001).

A presenca de oxigénio no meio, foi outro fator observado em estudo da
degradacéo do pigmento do suco de framboesa (DARAVINGAS & CAIN 1968).
A degradacéo das antocianinas em presenca de oxigénio molecular ocorre por
oxidagao direta ou indireta dos constituintes do meio que reagem com esses
compostos. Precipitados e formacéao de turbidez em sucos de frutas podem estar
ligados a oxidacdo da base carbinol das antocianinas (JACKMAN & SMITH,
1992). O uso do nitrogénio em substituicdo ao oxigénio promove 0 aumento da

estabilidade das antocianinas.
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3.6.Filmes e embalagens

A embalagem para alimento, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA, €& o involucro, recipiente ou qualquer forma de
acondicionamento, removivel ou ndo, destinada a cobrir, empacotar, envasar,
proteger ou manter, especificamente ou ndo, matérias-primas, produtos
semielaborados ou produtos acabados. Além disso prolongar a vida de prateleira
dos alimentos e ainda oferecer protecdo mecanica, evitar contaminacoes,
facilitar o transporte e 0 armazenamento.

Atualmente, a maioria das embalagens utilizadas € produzida a partir de
polimeros sintéticos provenientes de fontes ndo renovaveis de energia, como o
petréleo (SIRACUSA et al., 2208). Entre esses polimeros, 0os mais utilizados sao;
polipropileno, poliestireno, policloreto de vinila (PVC), tereftalato de etileno
(PET), poliésteres, poliamidas e filmes poliolefinicos. A resisténcia quimica e
mecanicamente, a leveza, a barreira ao oxigénio e a compostos aromaticos e a
possibilidade de ser termossoldados ou impressos, além de apresentarem baixo
custo, sdo as vantagens desses tipos de polimeros comparados a outros
(THARANATHAN, 2003; ARORA et al., 2009). Em contrapartida, apresentam
baixa permeabilidade ao vapor d’agua e sao considerados nao biodegradaveis,
de forma que permanecem praticamente intactos ao longo dos anos e geram

sérios problemas ecolégicos e ambientais (DO SUL et al., 2014).

3.6.1. Embalagens biodegradaveis

O acumulo das embalagens sintéticas, ndo biodegradaveis, no meio ambiente,
tem incentivado os pesquisadores no sentido de incrementar e/ou desenvolver
polimeros biodegradaveis com caracteristicas que permitam a sua utilizacdo em
embalagens alimenticias (MALI et al., 2010). Por parte das industrias, o incentivo
esta relacionado a elaboracdo de embalagens que tenham apelo ambiental e
promovam uma maior vida de prateleira do produto com garantia de seguranca
alimentar, sendo que os consumidores também estdo interessados nessa
aquisicao (MARTINS et al., 2012).

A substituicdo dos materiais sintéticos convencionais esta associada ao conceito
de biodegradabilidade que apresenta atributos como “eco-friendlye userfriendly”,
principalmente quando suas matérias-primas derivam de residuos agricolas ou

industriais, de forma a incentivar a reutilizacdo de materiais e a sustentabilidade
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ambiental. Outra vantagem das embalagens biodegradaveis é que, apds seu
uso, sua degradabilidade permite com que sejam transformadas em
fertilizantes/adubos, de forma a otimizar a producdo agricola de modo
sustentavel (THARANATHAN, 2003).

A biodegradacdo € um processo natural e complexo no qual compostos
organicos, pelo intermédio de mecanismos bioquimicos, sdo convertidos em
compostos mineralizados simples e, entdo, redistribuidos no meio ambiente,
através do ciclo elementar, tal como o do carbono, nitrogénio e enxofre
(SALAME, 1986). Em sintese, a biodegradacdo de um polimero é o processo
intrinseco pelo qual microorganismos e suas enzimas consomem este polimero
como fonte de nutrientes, em condicfes normais de umidade, temperatura e
pressao; os polimeros adaptados a biodegradacdo completa sdo os naturais,
aqueles hidrolisaveis a CO2 e H20, ou a CH4 e os polimeros sintéticos que
possuam estruturas proximas aos naturais (LIMA, 2004; BARDI, 2007; ROSA,
2007).

Inicialmente, as pesquisas se voltaram para a introdugédo de amido em matrizes
poliméricas sintéticas, na proporcao de 5 a 20%, levando a obtencao de plasticos
considerados biofragmentaveis, mas ndo totalmente biodegradaveis (GRIFFIN,
1977; GUILBERT, 1995). A partir da década de 1990, aumentou o interesse no
desenvolvimento de materiais termoplasticos compostos essencialmente por
amido com adicdo de plastificantes, como os polialcoois, para melhorar as
propriedades mecanicas. (SOUZA et al., 2000; MALI et al., 2003; MALI et al.,
2006; GODBILLOT et al., 2006; ALVES et al., 2007; SHIMAZU et al., 2007).

A escolha do material a ser utilizado na formulacao dos filmes e revestimentos é
muito importante, pois deste dependerdo as interacdes entre 0s componentes
do material, que poderao interferir nas propriedades de barreira, mecéanicas e
sensoriais dos filmes (BALDWIN et al., 1994).

Vérias pesquisas tém sido publicadas sobre caracterizacdo das propriedades
funcionais de filmes de amido, principalmente porque o amido é uma matéria-
prima abundante e disponivel em todo o mundo, apresenta muitas possibilidades
de modificagdo quimica, fisica ou genética e origina filmes e revestimentos
resistentes. (MALI et al.,2005; TAJLA et al., 2007; MULLER et al., 2008).
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3.6.2. Formulagéo dos filmes de amido

A microestrutura e as propriedades dos filmes de amido dependem do tipo de
material utilizado para a sua producédo (CUQ et al., 1995). Quando produzidos
em escala laboratorial, se formam depois de solubilizagdo do amido em um
solvente, com formacdo de uma solucédo filmogénica (DONHOWE et al., 1994)
que, em seguida, é aplicada sobre um suporte e é seca para evaporacao do
solvente, técnica esta chamada de “casting”. Nesta técnica, ap0s a gelatinizacéo
térmica dos granulos em excesso de agua, amilose e amilopectina se dispersam
na solucdo aquosa e, durante a secagem, se reorganizam, formando uma matriz
continua que da origem aos filmes. De acordo com Bader e Goritz (1994), a
estrutura cristalina dos filmes de amido, e consequentemente, as propriedades
mecanicas e de barreira, sdo fortemente influenciadas pelas condicbes de
secagem destes.

No método “casting”, a viscosidade da solucdo filmogénica, influencia
diretamente a espessura do filme formado. Solu¢des muito viscosas (fluido de
Bingham) a solucdo deve ser espalhada de forma adequada sobre o suporte
permitindo o conhecimento da espessura do filme depois de seco. Em solugcdes
diluidas, o controle da espessura ocorre através do conhecimento da gramatura
do material obtido. Esta técnica exige um controle rigoroso da forma do suporte
e do nivel da estufa, para evitar diferencas na espessura provocadas por
desniveis durante a secagem. O teor de plastificante é outra variavel muito
discutida na elaboracdo de filme de amido, pois, reflete diretamente nas suas
propriedades funcionais. O glicerol é o plastificante que promove efeitos mais
acentuados nessas propriedades (CUQ et al., 1995; McCHUGH et al., 1994; MALI
et al., 2005).

Os plastificantes devem ser compativeis com o biopolimero e, os mais estudados
em combinagdo com os filmes de amido sdo os polidis, como o glicerol e o
sorbitol, materiais que interagem com as cadeias de amido, aumentando a
mobilidade molecular e, consequentemente, a flexibilidade dos seus filmes.
Outro efeito € o aumento da hidrofilicidade e permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes plastificados, ja que a maioria dos plastificantes empregados em
filmes de amido tem carater hidrofilico (MALI et al, 2004). Os plastificantes sao

geralmente adicionados na propor¢ao de 10 a 60 g/100 g matéria seca, dependo
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do grau de rigidez do material e dependendo da concentragéo utilizada podem
causar efeito antiplastificante. (GONTARD et al., 1993).

As propriedades fisicas dos filmes de amido, assim como de embalagens
sintéticas convencionais, podem mudar significativamente com alteracbes de
temperatura e umidade relativa durante a realizagcdo dos ensaios de
caracterizacdo. Para que se possa comparar diferentes materiais e resultados
de ensaios de diferentes laboratérios, é necessario padronizar as condi¢cdes de
temperatura e umidade relativa aos quais as amostras sdo submetidas durante
as analises. De acordo com Oliveira et al. (1996), existem algumas normas
nacionais e internacionais que fixam padrdes de condicionamento para
embalagens plasticas flexiveis, dentre as quais a norma E171-94 da ASTM
(American Society for Testingand Materials), a norma 554-76 da ISO
(InternationalOrganization for Standarrization) e a NBR 7452 da ABNT

(Associacao Brasileira de Normas Técnicas).

3.6.3. Embalagens ativas
Embalagem ativa sdo aquelas que além de funcionar como uma barreira a
influéncias externas utilizam componentes ativos que interagem com o produto
e, em alguns casos revelam as mudancas do ambiente. Para que um sistema
seja considerado de embalagem ativa devem acumular fun¢des adicionais, entre
as quais podem ser destacadas: (a) absorcdo de compostos que favorecem a
deterioracgéo, (b) liberacdo de compostos que aumentam a vida-de-prateleira, e
(c) monitoramento da vida-de-prateleira (AZEREDO et al. 2000; GOMEZ et al.,
2014).
Os aditivos incorporados nos alimentos através das embalagens ativas oferecem
algumas vantagens em comparacdo com a adicdo direta das substancias
(BOLUMAR et al., 2011). A saber:
-a utilizacdo de uma menor quantidade de substancias ativas;
-a migracdo a partir da pelicula para a matriz alimentar principalmente na
superficie do alimento que € onde existe uma maior degradacao;
-a eliminacdo dos passos adicionais nhum processo de producao, destinado a
introduzir o aditivo ao nivel do processamento industrial, tais como mistura, por

imerséo, ou a pulverizagao.
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-a adicdo indireta do aditivo, quando adicionados diretamente ao alimento ha
uma limitacdo uma vez que 0s compostos ativos sdo consumidos na reacao,
sendo que assim a protecdo pode cessar e 0 alimento degradar-se mais
rapidamente. Acrescenta-se ainda, as vantagens citadas acima, o fato de que
durante o processo de comercializagdo as embalagens ativas apresentam um
papel ativo na preservacao e qualidade dos alimentos fazendo algo mais do que
simplesmente fornecer uma barreira a fatores prejudiciais externos, como o
sistema tradicional de embalagem desempenha (GOMEZ et al., 2014). Desta
forma, influenciam sobre a prorrogacdo da vida util do alimento, na retencédo da

qualidade do produto e seguranca da saude humana.

3.6.3.1. Embalagens antioxidantes
As embalagens ativas antioxidantes, tém se mostrado promissoras para a
preservacdo de alimentos, nas quais ha uma interacdo entre o aditivo da
embalagem e o produto, promovendo o contato com o agente antioxidante,
impedindo as reacdes de oxidacdo (LOPEZ DICASTILLO et al., 2016). Neste tipo
de embalagem a libertacdo de compostos ativos antioxidantes para o alimento
acontece de forma controlada, de modo que uma concentracdo predeterminada
do composto ativo é mantida no alimento durante o armazenamento e
distribuicdo, quando comparada com a adi¢do direta, compensando a continua
utilizagdo de antioxidantes durante a armazenagem (LICCIARDELLO et al.,
2015). Para a producdo de sistemas de embalagem antioxidantes existem
basicamente duas metodologias. Dispositivos independentes, como um
saquinho, uma almofada ou uma etiqueta que contém o agente separado do
produto alimentar que sdo adicionados a uma embalagem convencional e
materiais de embalagens antioxidantes, que sdo utilizados para a fabricacdo da
embalagem, onde o agente ativo é incorporado na embalagem exercendo a sua
acado através da absorcdo de compostos indesejaveis ou por libertacdo de
compostos antioxidantes para o produto (GOMEZ et al., 2014). Varias pesquisas
tém utilizado produtos naturais como aditivo antioxidante. Lopez Dicastillo et al.
(2012) usaram extrato de cha verde, Bolumar (2011) extrato de alecrim, erva
mate por Machado et al. (2012), Polpas de frutas tropicais por Dantas et al.

(2015), urucum por Santana et al. (2013) entre outros. Outro tipo de embalagem
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ativa de muita importancia para a seguranca alimentar, sdo as embalagens
inteligentes.

As embalagens inteligentes constituem um sistema que monitora as condi¢cdes
do alimento, fornecendo informacdes sobre sua qualidade durante o transporte,
armazenamento ou comercializacao (KRUIJF et al., 2002).

O futuro dessa tecnologia, que ja conta com inUmeras patentes, € promissor,
dependendo somente de estudos que comprovem sua eficacia e viabilidade
econdmica (SARANTOPOULOS et al., 2009). Sachés e filmes plasticos
absorvedores de etileno, sachés absorvedores de umidade, filmes que eliminam
0 excesso de umidade e controlam os niveis de oxigénio (O2), diéxido de carbono
(CO2) e etileno, filmes com permeabilidade sensivel a temperatura e embalagens
antimicrobianas com emissores de dioxido de cloro e didéxido de enxofre séo
exemplos de componentes de embalagens ativas, ao passo que os indicadores
de tempo e temperatura, bem como os de amadurecimento e frescor sdo 6timos
exemplos de componentes inteligentes (SARANTOPOULOS et al., 2009).

3.7.NANOTECNOLOGIA
Nanotecnologia € uma nova area da ciéncia dos materiais dedicada ao estudo e
desenvolvimento de particulas e interfaces com dimensfes nanométricas, da
ordem de um a cem nanémetros. O prefixo “nano” esta relacionado a uma escala
de medida em que um nandmetro representa um bilionésimo do metro ou um
milionésimo do milimetro. Particulas nanométricas, ou nanoparticulas,
apresentam propriedades funcionais Unicas ndo encontradas na escala macro
(CHAU et al., 2007). A particularidade das propriedades das nanoparticulas
acontece devido a transicdo de tamanhos entre as escalas nano e micro que
esta associada a mudanca de uma estrutura atdbmica ou molecular, para uma
estrutura mais complexa. Quando essa mudanca ocorre as propriedades
inerentes a essas estruturas menores ndo podem ser extrapoladas, pois a
interacdo e a organizacdo dos atomos e moléculas conferem propriedades
diferentes aos materiais de maior escala (CAO, 2004). O aproveitamento dessas
propriedades em aplicacbes tecnolégicas forma a base da nanotecnologia,
focada em caracterizacdo, fabricacdo, manipulacéo e aplicagdo de estruturas

bioldgicas e ndo biolégicas na escala nanométrica (SAHOO et al., 2007).
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Na literatura, existem muitas definicbes de nanotecnologia, isso acontece devido
a uma variedade de areas do conhecimento que convergem seus estudos para
esse tema requerendo um conhecimento multidisciplinar e interdisciplinar muito
extenso. Uma definicdo mais geral afirma que nanotecnologia é tudo aquilo que
compreende o desenvolvimento, fabricacdo e aplicacdo de nanomateriais e
nanoestruturas. Estes sdo assim denominados quando ao menos uma de suas
dimensdes encontra-se na escala nanomeétrica, o que inclui nanoparticulas,
nanotubos, nanofibras, filmes finos, entre outros.

As areas de aplicacdes da nanotecnologia sdo as mais diversas e dentre elas é
possivel citar (CADIOLI et al., 2006):

a) Nanoeletrbnica: sdo utilizados materiais metalicos e ceramicos, 0s quais sao
0S principais constituintes dos componentes eletronicos para a confeccdo de
nanofios semicondutores e nanotubos de carbono para a fabricacdo de
dispositivos e circuitos. Uma vez que esses materiais consigam acumular e
transmitir uma maior quantidade de informacdes em componentes cada vez
menores, € possivel aumentar a capacidade de armazenamento de dados e a
velocidade de processamento de computadores e outros dispositivos
eletronicos.

b) Nanobiotecnologia: vem a ser uma area extensa de aplicacdo da
nanotecnologia que auxilia na criagdo de novos medicamentos, e a sua atuagao
nos organismos vivos. Podem ser citadas nanoparticulas que atuam na liberacéo
de farmacos nos organismos, chegando a areas que as particulas maiores néo
alcancariam, como por exemplo, nas regides intracelulares. Além dessa
aplicacdo a nanobiotecnologia tem um papel importante na fabricacdo de
préteses, arcaboucos e no desenvolvimento de novos instrumentos utilizados na
area meédica.

c) Nanomateriais: o desenvolvimento de materiais na escala nanométrica busca
criar novos componentes que sejam mais leves, baratos, resistentes, e que
possam gerar uma reducao energeética durante a sua aplicacao e também reduzir
o consumo de matéria-prima na fabricacdo dessas estruturas. Dentre o0s
exemplos existentes podem ser citados 0s sensores, nanorobds, 0s constituintes

nanométricos de células fotoelétricas, dentre outros.
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3.7.1. Nanocompadsitos
Nanocompdsitos sdo materiais cujas cargas encontram-se na escala
nanomeétrica e sao incorporadas a matriz em pequenas porcdes, nao
ultrapassando 10% em massa. Assim como nos compositos, a geometria das
nanocargas terd uma grande influéncia nas propriedades do material. Com
relacdo a geometria, existem quatro tipos de nanoestruturas (Figura 13): os
isodimensionais, que tém 3 dimensdes nanométricas (nanoesferas); as
elongadas, caso dos nanocristais de celulose (NCC), que tém 2 dimensdes
nanomeétricas (nanotubos e nanofibras); e as nanocamadas, que tém apenas a
espessura na escala nanométrica (nanoplacas), a exemplo os nanocristais de
amido (NCA). Quando essas nanoestruturas estao uniformemente dispersas na
matriz polimérica, forma-se uma grande area interfacial entre as fases (matriz e

refor¢o), que muda a mobilidade e melhora as propriedades fisicas da matriz.

| Diferentes tipos de nanomateriais
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Figura 13 - Tipos de nanoestruturas (Fonte: SANFELICE, 2022)

A interacdo entre as nanoparticulas e a matriz, bem como a disperséo dela, tera
grande influéncia nas propriedades do nanocompdsito. Os bionanocompdsitos
sdo nanocompdsitos nos quais pelo menos uma das fases é produzida com
material de origem renovavel. E esperado que esses materiais mantenham o seu
carater biodegradavel, e que as suas propriedades sejam melhoradas pela
incorporagcdo das nanocargas. Os bionanocompdsitos séo aplicados
principalmente nas areas biomédicas e na confeccdo de embalagens (BORDES
et al., 2009). Entre os bionanocompdsitos, existem o0s materiais poliméricos
reforcados com nanocristais de celulose (NCC) e nanocristais de amido (NCA),
que sao produzidos por hidrélise acida a partir de celulose (GARDNER et al.,
2008) e de amido (CHEN et al., 2008; LE CORRE et al., 2010), respectivamente.
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As cargas nanométricas apresentam uma elevada area superficial, o que
teoricamente aumentaria a interacdo entre a carga e a matriz. Contudo, a
dispersdo na matriz pode ficar comprometida devido a aglomeracdo das
particulas. Os componentes utilizados como carga nos hanocompositos podem
ser de origem orgénica ou inorganica. A utilizacdo das nanoparticulas se deve
as suas propriedades singulares como o efeito quantico de dimensao,
propriedades de transportes, entre outras. Além disso, a incorporacdo de
nanocargas na matriz polimérica pode ter um baixo custo atribuido, uma vez que
a quantidade de material incorporado geralmente é baixa, € mesmo assim €&
possivel obter um material com boas qualidades (ESTEVES et al., 2004).
Alguns pesquisadores tém relatado que concentracdes de nanoparticulas abaixo
de 5% promovem melhoras nas propriedades mecanicas e na permeabilidade a
gases, aumentando a deformacéo e reduzindo a permeabilidade em plasticos
acabados além da reducédo de custos (ZHAO et al., 2008).

A preparacédo de filmes utilizando amido como matriz polimérica e nanocristais
obtidos a partir de hidrélise acida da mesma matéria-prima da matriz como fase
dispersa, enfatizando as melhorias nas propriedades mecéanicas e de barreira
com o acréscimo da concentracdo do nano reforco encerra o conceito de “all-

starchcomposite”, proposto por Le Corre et al (2014)

3.7.2. Filmes contendo nanoparticulas
Os nanocompésitos oriundos de fontes naturais sdo provenientes de uma matriz
polimérica biodegradavel com a incorporacdo de particulas em escala
nanométrica como material de reforco. Sendo uma classe relativamente nova,
esses materiais tém despertado muito interesse dos pesquisadores e da
industria, devido a necessidade crescente de desenvolvimento de materiais
ecologicamente corretos. Os polissacarideos tém ganhado destaque entre as
matrizes biodegradaveis e de origem natural (amido, alginato, quitosana, entre
outros) além de algumas proteinas (do soro de leite, gluten de trigo, colageno,
entre outras). Entre os polimeros sintéticos biodegradaveis, os mais estudados
sdo os: polilactideo - PLA (também obtido por rota biotecnoldgica),
poli(ecaprolactona) - PCL, poli(acido glicélico) - PGA, poli(hidroxioctanoato) -

PHO, poli(hidroxibutirato) - PHB, e o seu copolimero poli(hidroxibutirato-co-
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hidroxivalerato) - PHBV (PEREIRA et al., 2014). Como em todo material
composito, as propriedades dos nanocompositos dependem das propriedades
individuais de cada componente (matriz e refor¢co), da composicao (fracédo
volumétrica dos constituintes), da morfologia de cada fase (arranjo espacial,
dimensdes, cristalinidade) e das propriedades da interface (PEREIRA et al.,
2014). De acordo com Samir et al. (2005), a relacdo de alguns parametros nas
propriedades mecéanicas de compdsitos com refor¢co de nanofibras de celulose
estdo associadas com: (i) razdo de aspecto (comprimento/diametro, L/D) das
nanoparticulas, que esté relacionada ao material de origem e ao método de
extracdo das nanofibras de celulose, no qual quanto maior essa razdo, maior é
o efeito do reforco esperado, (ii) método de preparacdo dos nanocompaositos que
pode ser por evaporacdo de solvente ou no estado fundido, em processos
baseados em extrusdo e injecao e (iii) resultado das interacdes entre matriz
polimérica/nanoparticulas. Portanto, esses parametros sdo importantes na

busca de melhores propriedades para os nanocompagsitos.

3.7.2.1. Nanoamido

Recentemente, a preparacao e a aplicacdo de nanoparticulas biodegradaveis
tém despertado interesse na area de pesquisas, e o amido, por ser um polimero
natural biodegradavel é um excelente material para formacéo de nanoparticulas
(PEl et al., 2019; SONG et al., 2011).

Os granulos de amido nativo podem ser reduzidos a particulas menores, em
escala nanométricas, gerando o0s nanoamidos tem bem chamados de
nanocristais, nanoparticulas e ainda nanocoldides de amido. No entanto, os
termos "nanocristais de amido" e "nanoparticulas de amido" tém sido utilizados
com mais frequéncia para se referir a partes cristalinas de amido restante apos
a hidrélise ou outros tratamentos fisicos em que os granulos de amido sdo
submetidos (SU et al., 2020). De forma mais especifica, nanocristais de amido
refere-se a parte cristalina do amido que foi obtido por meio da hidrélise das
partes amorfas dos granulos de amido, Segundo Le Corre, Bras e Dufresne
(2010). Enquanto nanoparticulas de amido sdo pequenas particulas de amido
obtidas por meio de processos fisicos, que podem incluir matrizes amorfas.
Assim, pode-se dizer gue os nanocristais sdo originados a partir da hidrélise

enzimatica ou hidroélise acida, as nanoparticulas sédo produzidas por processo de
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regeneracdo e precipitagdo, enquanto o0s nanocoldides, que possuem
nanoparticulas solidas dispersas em meio liquido, sdo produzidos por tratamento
mecanico, como homogeneiza¢do em alta pressédo e extrusdo reativa dando a
estas trés nanoestruturas propriedades, cristalinidade e formas diferentes
(MAJZOOBI et al., 2021).

Aldado e colaboradores (2018) fez granulos de amido alcancarem a escala
nanometrica utilizando dois tipos de tratamentos quimicos podendo observar,
por meio da microscopia, que o0 mecanismo fisico de nano-tamanho dos granulos
foi de descamacéo, ou seja, houve uma fragmentagéo das camadas externas,
deixando intactas as camadas internas. Desta forma, o autor concluiu que o
amido nanométrico que foi produzido poderia substituir o amido micrométrico em
suas utilidades industriais, pois 0 processo ndo comprometeu a estrutura interna
no granulo.

Le Corre, Bras e Dufresne (2010) publicaram uma revisao acerca da preparacao,
caracterizacao e possiveis aplicacbes de nanoamidos, 0s quais tém muitos usos
potenciais, podendo ser usados como aditivos alimentares, adesivos, compostos
biodegradaveis, entre outros. Em compara¢do ao amido nativo, 0s hanoamidos
possuem novas utilidades e fun¢cdes em materiais de embalagem, compdsitos
de polimeros, encapsulamento de moléculas ativas, estabilizadores de emulsdo
e adsorventes (EL-SHEIKH, 2017). Na area de alimentos, os nanoamidos sao
também utilizados como estabilizantes de emulsdes Pickering, intensificadores
de filmes (ROY et al., 2020). Sdo potenciais substitutos em filmes para as
embalagens tradicionais de plastico usadas para alimentos devido ao seu baixo
valor, biodegradabilidade e respeito a natureza (DULARIA et al., 2019). Além do
que, a transparéncia, a baixa permeabilidade as moléculas de Oz e COg,
comestibilidade e biocompatibilidade superior do filme a base de amido também
o tornam uma escolha desejavel para embalagem de alimentos (HASSAN et al.,
2018).

Os nanoamidos podem ser obtidos por diversas técnicas, sendo as principais:
hidrélise acida, hidrélise enzimatica, chamados métodos convencionais, e 0s
tratamentos fisicos, como: ultrassonicacdo, homogeneizacdo a alta pressao,
extrusdo reativa e irradiacdo gama, chamados métodos ndo convencionais. Os

produtos resultantes destes tratamentos descritos acima podem ser
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diferenciados em nanocristais, nanoparticulas ou nanocoldides (SANA et al.,
2019).

A hidrolise acida tem sido usada ha muito tempo e € amplamente utilizada para
producdo de nanoamidos por ser um método simples e de baixo custo (QIU et
al., 2020). Na reacao de hidrolise acida, o 4cido age inicialmente sobre a regido
amorfa do granulo, que € mais susceptivel a degradacao, ocorrendo de forma
mais rapida pela combinacdo de variados fatores como teor de amilose,
complexo amilose-lipideo e a presenca de porosidade na superficie dos
granulos. Em seguida, a regido cristalina € atacada, com uma velocidade mais
lenta devido a fatores como teor de amilopectina, extensdo da distribuicdo das
ligacdes a-(1-6) no polimero entre as areas amorfas e cristalinas e a densidade
de empacotamento das duplas hélices dentro da area cristalina (JAYAKODY et
al., 2002; SANCHEZ DE LA CONCHA et al., 2018).

A hidrdlise acida ocorre de fora para dentro, ou seja, das camadas externas do
granulo de amido em direcdo as camadas internas. Neste processo, as regides
cristalinas dos granulos de amido sdo consideradas mais resistentes que as
regides amorfas, e, assim, pequenos cristais podem ser isolados a partir da
hidrolise (KIM et al., 2013; XU et al., 2014). Entretanto, sua pouca flexibilidade,
alto consumo de energia, problemas de corrosdo de equipamentos e
necessidade de neutralizagdo com subsequente retirada dos sais formados se
apresentam como desvantagem desse método. (KAUR et al., 2018; KIM et al.,
2015).

A hidrélise enzimatica possui uma perspectiva muito promissora do ponto de
vista ambiental, visto que ndo se usa solventes organicos ou reagentes quimicos
nocivos (ALMEIDA et al., 2019). Amilases como a-amilase, 3-amilase e outras
enzimas como amiloglucosidase tém consideravel relevancia, sendo
amplamente utilizadas no processo de hidrélise para industria alimenticia, téxtil
e farmacéutica, pois sao preferiveis em etapas que envolvem sua difusdo na
superficie do granulo de amido, possuindo maior adsorgdo para promover a
catalise (LACERDA et al., 2018). A degradacéo dos granulos de amido inicia-se
primeiramente pela regido amorfa e ocorre de duas maneiras: exo-corrosao, na
qgual a enzima desgasta a superficie do granulo criando poros especificos; e

endo-corrosdo, processo pela qual a enzima cria uma fissura direcionada ao
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centro do granulo, colapsando sua estrutura de modo que leva a quebra (DAS et
al., 2019).

Amidos que naturalmente apresentam superficie mais porosa, como os de milho,
sdo degradados mais facilmente que aqueles cuja superficie é lisa, como o de
mandioca, pois é necessario que haja rugosidades na superficie para que a
formacéo de particulas esféricas (LANGENAEKEN et al., 2019; SERRANO et
al., 2005).

O alto custo de producao, baixa estabilidade, resisténcia ao ataque enzimatico
que pode ser afetado por fatores como o estado policristalino, tempo de
processamento para que ocorra a hidrolise e sua estrutura que influencia
diretamente na chance da enzima em se ligar ao substrato, sdo as desvantagens
desse método (DAS et al., 2018).

O processamento ultrass6nico de alta intensidade € um método que se baseia
na propagacao de ondas acusticas com frequéncias acima de 20 kHz e sua
energia gerada é a prova de transformacdes fisicas e quimicas pelo efeito de
cavitacdo (ZHAO et al., 2018). A cavitacdo acustica provoca rapida geracao de
bolhas no liquido que crescem durante os ciclos de compresséo e rarefacdo das
ondas sonoras e, em seguida, colapsam abruptamente (MALLAKPOUR et al.,
2018).

O método puramente fisico de ultrassom de alta intensidade é considerado como
um tratamento n&o convencional de producao de nano-amidos, ecologicamente
correto e eficaz, utilizado para viabilizar modificacGes fisicas em biopolimeros
(ALIYU et al, 2000; BAXTER et al., 2005; CHEMAT et al., 2017), inativacdo de
microrganismos (CAMERON et al.,, 2008; RANA; PARMAR et al., 2017), e
rompimento das membranas fosfolipidicas (ANDRADE et al., 2004; LIMA et al.,
2007).

No amido, as massas molares dos seus compostos influenciam
significativamente em propriedades como absorcdo de agua e solubilidade
(HUANG et al., 2017). A hidrélise acontece principalmente préximo ao meio da
cadeia, ndo causando alteracGes da estrutura quimica (MADRAS et al., 2000;
VERRUCK et al., 2018). Particularmente no amido, a sonicagéo tem sido usada
para promover a desagregacao das moléculas de amido retrogradadas (HUANG;
LI; FU, 2007), a hidrélise de granulos gelatinizados (CHUNG et al., 2002) e
diminuicao da viscosidade (IIDA et al., 2008).
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O tratamento por ultrassom surge como um método emergente de obtencéo de
nano-amido ecologicamente correto, com caracteristicas de processamentos
rapidos e reacdes mais brandas com altos rendimentos (LIN et al., 2020b).

O plasma frio € considerado um novo método de modificacao fisica para amidos
que tem despertado grande interesse por ndo utilizar produtos quimicos na
modificacdo de biopolimeros (BANURA et al., 2018). Conhecido como o quarto
estado da matéria, pode ser definido como um gas ionizado, constituido por uma
mistura de elétrons, &tomos, moléculas altamente excitadas, ions positivos e
negativos, radicais livres e particulas neutras (DONG et al., 2018). O plasma frio
a pressdo atmosférica pode ser obtido expondo um gas ou mistura de gases a
um campo elétrico, que por sua vez agita as particulas carregadas, levando a
colisbes com as espécies pesadas (por exemplo, ions e neutros) (THIRUMDAS
et al., 2017).

O tratamento com este método causa modificacbes nas caracteristicas
estruturais por mecanismos como: 0 aumento da energia superficial,
incorporacdes de grupos funcionais, reticulagdo, alteracdes na natureza
hidrofilicas e despolimerizacdo que pode ocorrer nas cadeias laterais de
amilopectina ou quebra das ligacdes glicosidicas que estdo proximas as cadeias
laterais (WONGSAGONSUP et al., 2014; ZHANG et al., 2014). Esse método tem
a vantagem de economizar tempo, ndo necessita de reagentes quimicos, nao é
toxico e é ecologicamente correto (ATTRI et al., 2017).

A moagem de bolas é um método fisico simples de modificacdo de nanoamidos
gue tem sido usado para produzir particulas em escala nanométrica (DAI et al.,
2018). A técnica se baseia em acdes mecanicas por meio de esferas de aco
giratérias em alta velocidade que geram modificacdbes na estrutura e
propriedades do amido através do impacto da moagem, forca de cisalhamento,
friccdo, impacto e colisdo, causando uma descamacgdo da superficie para o
interior das camadas do amido, ocasionando mudancas nas propriedades
funcionais como cristalinidade diminuida, viscosidade reduzida, maior disperséo
em agua fria e uma diminuicdo de calor e temperatura necessarios para o
processo de gelatinizagao (PATEL et al., 2016; SOE et al., 2020).

Estudos anteriores mostraram que ao induzir a quebra do granulo e amorfizacao

foi confirmado que a técnica é capaz de alterar a morfologia, cristalinidade,
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massa molar dos granulos de amido e razdo amilose/amilopectina (LIU et al.,
2020; LV et al., 2019).

A vantagem do método € sua simplicidade na operacdo, economia, isencao de
impacto ambiental e reagentes quimicos (LU et al., 2018).

A nanoprecipitagdo é um método embasado na formagdo esponténea de
nanoparticulas quando uma solucao de amido gelatinizado em uma determinada
concentracdo é adicionada a um ndo solvente como etanol, metanol, n-propanol,
isopropanol ou n-butanol entre outros, ou inversamente, deste modo, ocorre a
formacao de precipitado de polimeros em nanoescala (HEDAYATI et al., 2020).
A precipitacdo pode ser atingida promovendo supersaturacdo, seguida por
nucleacdo e crescimento de particulas, e particulas de amido coloidal de
tamanho nanométrico sdo subsequentemente formadas. Quando o
processamento comeg¢a, 0 grau de supersaturacdo comeca a aumentar
rapidamente a medida que o ndo solvente é adicionado a solucdo de amido, e
variacfes na tensdo interfacial fornecem uma forca motriz para a formacéo de
nanocristais (CHANG et al., 2017).

Estudos anteriores mostraram que a concentracdo da solucdo de amido, a
proporcao do volume de solvente para ndo solvente e tipos de solvente e nao
solvente influenciaram o tamanho das nanoparticulas precipitadas, ou seja, para
sintetizar nanoparticulas menores por meio da precipitacdo é necessaria uma
solucdo de amido altamente diluida e um volume maior de ndo-solventes devem
ser usados porque a alta concentracdo de amido leva a formacdo de solucao
viscosa. A alta viscosidade da solucdo de amido dificulta a difusdo dessa solucéo
em direcdo ao ndo solvente, formando particulas maiores (FARRAG et al.,
2018b).

Esse método ndo requer nenhum equipamento especial, formam particulas mais
homogéneas e tem baixo consumo de energia, entretanto o uso de solvente, que
deve ser removido apés a formacao das nanoparticulas, € uma desvantagem
(LEBOUILLE et al., 2014).

A extrusao reativa € um método mecanico usado para modificar as propriedades
de biopolimeros existentes ou para produzir novos através da combinacdo de
operacOes de transporte de massa e calor com reagcfes quimicas simultaneas
ocorrendo dentro da extrusora forcando a quebra molecular, criando novas
estruturas helicoidais (ESCOBARPUENTES et al., 2019; SIYAMAK et al., 2020).
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Na técnica de extrusdo, os granulos de amido sob a influéncia de uma
temperatura de entrada, forcas de cisalhamento significativas e pressdo que
abre estruturas fechadas sofrem mudancas estruturais notaveis, incluindo sua
fusdo, gelatinizacdo e fragmentacdo (GARCIA-ARMENTA et al., 2021). Em
especial, extrusoras de dupla rosca € um 6timo equipamento de mistura e reagéo
e podem ser usadas para produzir amido modificado com uma qualidade mais
consistente em um processo continuo (CAl et al., 2019).

Tem a vantagem de ser uma tecnologia versatil e eficiente em energia para
rapida fabricacédo, produzindo grandes quantidades de material modificado em
um curto intervalo de tempo, gerando economia no processamento e possui uma
aplicacdo industrial mais ampla por usar menos solventes e catalisadores,
tornando-o0 um processo mais eficiente e ambientalmente correto (FONSECA-
FLORIDO et al., 2019; GUTIERREZ et al., 2021).

3.7.2.2. Nanocelulose
A celulose € um homopolissacarideo que tem sua unidade de repeticao,
composta por dois anéis de anidroglicose (CeH1005)n, em que n pode variar entre
10.000 e 15.000, dependendo da fonte de celulose, com ligagdo covalente
estabelecida entre o oxigénio ligado ao carbono 1 de uma cadeia e ao carbono
4 da cadeia adjacente (ligagdo 1—4), como mostra a Figura 14. A ligacado de
hidrogénio intramolecular, entre os grupos hidroxila e os oxigénios das moléculas
adjacentes estabilizam as ligacdes e conferem uma conformacéo linear a cadeia,
além de ligacdes de hidrogénio intermolecular. A partir dessas ligacoes,
sucessivas estruturas sdo formadas, originando as fibrilas de celulose

constituidas de regides cristalinas e amorfas (MOON et al., 2011).
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Figura 14 - Estrutura da celulose (Fonte: MOON, 2011).
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A celulose pode apresentar diferentes polimorfos, classificados em tipo I, I, lll e
IV, sendo, os dois primeiros tipos objeto do maior nimero de pesquisas. A
celulose do tipo |, ou celulose nativa, é a forma mais comum de ser encontrada,
por ser produzida de forma natural por varios organismos vivos e apresenta dois
sub-polimorfos, o tipo la, que é encontrado predominantemente em algas e
bactérias, e cristaliza uma célula unitaria triclinica e o tipo I, encontrado
majoritariamente em plantas superiores e associada ao sistema monoclinico.
Ambas as fases coexistem na celulose tipo I, em diferentes proporgdes, sendo
uma delas predominante (MOON et al., 2011).

Quando submetida a algum processo de recristalizacdo ou mercerizagcado por
meio de solucdo de hidroxido de sédio, a celulose do tipo | pode ser convertida
em celulose tipo Il, com estrutura monoclinica, sendo o polimorfo mais estavel.
Apesar de apresentarem uma certa semelhanca, o tipo | de celulose pertence
aos polimorfos de cadeias de celulose organizados paralelamente, ou com
ligacdes 1-4 com o0 mesmo direcionamento, enquanto a celulose tipo Il apresenta
cadeias alinhadas em sentido antiparalelo (MOON et al., 2011; ZUGENMAIER
et al., 2021). Os outros tipos de celulose sao obtidos através dos tipos | e Il em
tratamentos a base de amobnia ou subsequentes tratamentos térmicos
(ZUGENMAIER et al., 2021). Gongalves et al. (2018), obtiveram nanocristais de
celulose com um liquido i6nico prético aquoso a base de ambnio e
hidrogenossulfato.

A capacidade da celulose atuar como reforco esta diretamente relacionada a sua
natureza semicristalina e a conformacdo das cadeias em suas regides
cristalinas. Esta conformacdo particular é resultado do forte sistema de
interacGes intermoleculares de ligacdo de hidrogénio originado a partir da alta
densidade de grupos hidroxila presentes na molécula principal de celulose
(GUTIERREZ et al., 2017).

Atualmente, dado o interesse da comunidade cientifica e da industria para
matéria-prima em escala nanométrica, ha o incentivo para o desenvolvimento de
novos produtos celulésicos. Processos hidroliticos podem converter a celulose
presente em biomassas vegetais (por meio de acidos e enzimas) em

nanocelulose, seja na forma de nanocristais de celulose (NCC) ou nanofibrilas
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de celulose (NFC), as quais podem ser empregadas em inimeras aplicacdes
(MIRANDA et al., 2019).

E entre os resultados obtidos com a incorporacdo da nanocelulose, trabalhos
como o de Machado et al. (2014), que tiveram como objetivo obter nanocelulose
da fibra de coco verde e a incorporar em filmes biodegradaveis de amido de
mandioca plastificados com glicerol, observaram que a concentracdo de
nanocelulose foi responsavel em alterar de forma significativa as propriedades
mecénicas com o aumento no modulo de Young e tracdo maxima, além de
minimizar a solubilidade e atividade de agua, sem comprometer o carater
biodegradavel.

Hornung et al. (2017), ao verificarem as propriedades calorimétricas do biofilme
de amido de araruta (Maranta arundinaceae) variando as concentracoes de
nanocelulose de Pinus elliottii como material de reforgo, observaram que quanto
maior é o teor presente de gel aquoso de nanocelulose de pinus, maior € a
temperatura transicao vitrea (Tg) dos biofilmes, o que consequentemente Ihe
confere melhor desempenho quanto a permeagao a gases e ao vapor d’agua.
Hoffmann & Siguel (2018), ao desenvolver filmes biodegradaveis inserindo
lignina e agar, adicionando glicerol e 06leo de soja como plastificantes,
observaram que as amostras de filme com adicdo de nanocelulose (teores de
2% de lignina, 2% de agar e 0,06% de nanocelulose) apresentaram melhoras
nas propriedades mecénicas, com um aumento no médulo de Young de 67% se
comparado as amostras de filme sem nanocelulose.

Lima (2019), ao desenvolver filmes a base de goma de cajueiro modificada e
goma kappa reforcada com nanocelulose, também verificou melhoras em
relacdo a barreira ao vapor de agua dos filmes e nas propriedades mecanicas,
no qual maiores percentuais de nanocelulose resultaram em filmes com maior
resisténcia a tracdo, elongacao e tensdo na ruptura.

Zainuddin et al. (2012) ao utilizar nanocristais de celulose a partir de fibras de
Kenaf como reforco em compositos de amido de mandioca, apresentaram como
resultado melhores propriedades mecanicas, com maior resisténcia a tragéo (8,2
MPa) para o compdésito contendo 6% de NCCs.

Chen e colaboradores (2013), ao reforcar matriz de amido termoplastico com
nanocristais obtidos de residuos de casca de batatas, nas concentracdes de

NCCs de 0, 1 e 2% em massa, evidenciaram que como resultado da
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incorporacdo de nanocristais houve um aumento de 19 e 39% no mdédulo de
elasticidade para os compdsitos contendo 1 e 2% dos nanocristais,
respectivamente.

De forma semelhante Silva (2017), ao melhorar as propriedades mecanicas e de
barreira de filmes de amido de améndoa de manga por meio da incorporacao de
nanocristais de amido e/ou de celulose, com incorporacdo de 5% de NCA e 5%
de NCC, observou em comparacéo com o filme sem nanoestruturas, aumentos
de cerca de 90% e 70% (respectivamente) na resisténcia a tracdo e modulo
elastico dos filmes, além de uma reducao de cerca de 30% na permeabilidade
ao vapor de agua.

De modo geral, a principal vantagem do uso da nanocelulose em filmes e
revestimentos a base de amido consiste no aprimoramento das propriedades
mecanicas e de barreira, especialmente porque a interacéo entre a nanocelulose
com a matriz polimérica do amido pode reduzir a afinidade do material com meios
aguosos. Além disso, o0 baixo custo e ampla disponibilidade desses reforgos,
bem como a baixa densidade, torna-os viavel para incorporacdo (GUTIERREZ
et al., 2017).

4. METODOLOGIA

4.1.Extracdo do amido

A extracdo do amido foi realizada segundo a metodologia de Cruz e EL Dash,
com adaptacdes. Para a extracdo do amido, as raizes de Inhambu (Dioscorea
trifida L.) foram lavadas, descascadas e trituradas em um liquidificador até a
obtencdo de uma massa densa e uniforme, acrescentando-se agua destilada na
proporcao de 1:4. A massa obtida foi filtrada em sacos confeccionados com
tecido (abertura da malha préxima a 100 mesh). A suspensado de amido filtrada
foi decantada, em ambiente refrigerado a 5 °C por 24 horas.

O sobrenadante foi descartado e o amido foi suspenso em agua destilada e
decantado novamente. Este procedimento de suspensdo e decantacdo foi
efetuado até que, praticamente, toda a mucilagem presente na suspensao fosse
eliminada e o produto apresentasse cor e textura caracteristicas de amido. Apos

esta etapa o amido foi liofilizado por 48 horas e passado em peneira 200 mesh.
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4.2.Modificagao do amido por acetilagéo
O amido foi extraido dos tubérculos de Inhambu segundo a metodologia descrita
no item 4.1. No processo de modificagdo quimica do amido de inhambu foi
utilizada uma mistura contendo acido acético e anidrido acético. A acetilacdo do
amido de inhambu foi realizada segundo procedimento descrito por Larotonda
(2002). Os reagentes modificadores foram o anidrido acético e o acido acético,

a reacao foi catalisada pelo acido sulfarico (Figura 15).
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Acetato de Amido

Figura 15 - Sintese do Acetato de Amido (LEPENIOTIS, 1997)

Em um béquer de 1000 mL colocou-se 75 g de amido seco, 135 mL de acido
acético glacial e 138 mL de anidrido acético (mistura acetilante). A solucao foi
aguecida a 40 °C com agitacdo para assegurar uma mistura completa. Apos
atingir 40 °C, retirou-se a mistura do aquecimento e adicionou-se
cuidadosamente e gradualmente a mistura catalisadora (1,05 mL de acido
sulfarico concentrado e 12,45 mL de &cido acético glacial). Durante a adi¢do da
solugéo catalisadora a mistura foi mantida banho de gelo, com agitagéao, durante
os 10 primeiros minutos de reacdo. Em seguida, a solugcédo foi aquecida até
atingir a temperatura de reacao desejada (40, 50, 60 e 70 °C), mantendo-se a
agitacdo durante 2 horas. Apos as 2 horas de reacdo, foi adicionado, sob

agitacdo, aproximadamente 250 mL de &gua destilada gelada (5-6 °C), para a
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precipitacdo do acetato de amido. Apdés a decantacdo do precipitado, o
sobrenadante foi retirado e descartado. O precipitado foi filtrado a vacuo, em funil
de Buchner, em seguida foi lavado com agua destilada e seco em estufa a 60 °C
por 8 horas, conforme diagrama esquematico apresentado na Figura 16. Apos
secagem, o solido foi pulverizado e passado em peneira de 200 mash.

-
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o ' A5 Amido
n Filtragao a vacuo

. Secagem em estufa
Sintese do acetato de amido

(40, 50 e 60 °C)

Figura 16 - Esquema para a obtencédo do acetato de amido.

Os amidos resultantes desse processo foram identificados com os cdédigos
apresentados na tabela.

Amostras Descricao
AN Amido de Inhambu nativo
AA40 Amido de Inhambu acetilado a 40°C
AA50 Amido de Inhambu acetilado a 50°C
AAGB0 Amido de Inhambu acetilado a 60°C

4.3.Grau de substituicdo — GS
O Grau de Substituicdo do amido modificado foi obtido através de uma
retrotitulacdo (MILADINOV et al., 2000). Para a realizacéo desse procedimento,
pesou-se cerca de 1 g do amido modificado e dissolveu em 15 mL de uma
solugéo aquosa de NaOH 0,5 mol/L, mantida sob agitacdo e aquecimento a 40
°C. Esta solucao foi entdo mantida em repouso por 48 h a temperatura ambiente
e, finalmente, titulada com uma solucao aquosa de HCI 0,5 mol/L.

O GS foi calculado com base nas Equagbes 1 e 2:
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Vo —V, )xNHClx43 1
Vo =) .100 @

%Acetilagdo = )
a
%Acetilacao (2)
S = T .3

Nas quais Vo e Vp sédo os volumes de HCI gasto na auséncia e na presencga do
polimero, respectivamente, pa massa da amostra de amido acetilado e GS o grau
de substituigao.

4.4.Preparo das nanoparticulas

4.4.1. Preparo do nanoamido

As nanoparticulas de amido de Inhambu nativo e acetilado foram preparadas
pelo método de ultrassom utilizando um equipamento Qsonica, Modelo Q55,
com frequéncia de 20 kHz e 80 W de poténcia. A suspensdo de amido (0,87 g
de amido de Inhambu e 50 mL de agua destilada) foi sonicada a 80% de poténcia
por 75 min e, depois disso, a suspensao coloidal foi resfriada (25°C) (HAAJ et
al., 2013). A determinagdo do rendimento de nanoparticulas de amido foi
realizada de acordo com Condés et al 2015.

O rendimento percentual foi calculado gravimetricamente, de acordo com a

Equacao (3). Esta analise foi realizada em triplicata.

Rendimento (%) = (Pi — Pf)/(Pi.100) 3)

Na qual Pi € o peso da amostra antes da secagem e Pf é o peso da amostra

apos a secagem.

4.4.2. Preparo dos nanocristais de celulose
Para o preparo nos nanocristais de celulose, utilizou-se 3,0 g de algodéo
comercial da marca Apolo, lavados previamente em agua destilada entre 45 —
50 °C e secos em estufa de ar circulante. Submeteu-se a fibra seca a processo
de hidrolise acida em 200 mL de solucdo de acido sulfarico 56% (m/v), a
temperatura de 68 - 70 °C sob agitacdo constante por 90 minutos. Apds esse

tempo, adicionou-se 200 mL de agua destilada gelada ao sistema. Em seguida,

46



submeteu-se a suspenséo resultante a ciclos de centrifugacdo, cerca de 16
ciclos, para extracdo dos nanocristais de celulose. Apos as centrifugacdes,
submeteu-se a suspensédo ao processo de dialise por 7 dias até que a mesma
alcancasse pH neutro. Depois do processo de dialise, a suspensao resultante foi

armazenada em geladeira.

4.5.Extracdo do extrato de hibisco
Os compostos fendlicos bem como as antocianinas totais foram extraidos do
hibisco utilizando 10 g de amostra seca, colocadas em erlenmeyers e
adicionando-se 50 mL de solvente agua/etanol 50/50 (v/v). O tempo de extracao
utiizado foi de 24 h mantendo-se a temperatura constante de 25 °C.
Posteriormente, a mistura foi filtrada para a separacdo do material sélido e

concentrada em rotaevaporador até saida do etanol.

4.6.0leo da pimenta rosa

O 6leo comestivel da pimenta rosa foi obtido no comercio de Salvador.

4.7.Preparo do filme

Os filmes a base do amido de Inhambu foram preparados pelo método casting.
As solugdes filmogénicas foram elaboradas misturando 7,50 g de amido em 250
mL de agua, o que corresponde a 3% de amido em relacdo a agua, 2,25 g de
glicerol, que corresponde a 30% em massa em relacdo ao amido. As misturas
resultantes foram submetidas a agitacdo constante em agitador magnético
(Tecnal 0851) a 200 rpm por 30 minutos a 80 °C. Em seguida, os frascos
contendo a solucéo filmogénica foram mantidos sob agitacdo sem aquecimento
até alcancarem a temperatura ambiente. As solu¢des foram transferidas para
placas de Petri (150 mm de diametro), com 0,5 g de solucdo por cm?. Para
evaporacao total do solvente, as placas contendo a solucao filmogénica, foram
levadas a estufa com circulacdo de ar (Tecnal TE 394/1) a 45 °C por
aproximadamente 24 h. Apés esse, tempo os filmes foram retirados da estufa e
mantidos em condi¢cdes de umidade controlada até analises posteriores.

Os aditivos naturais, extrato de hibisco e Oleo de pimenta rosa, foram
adicionados na fase de gelatinizacdo da solucédo nas proporc¢des de 10%, 20%
e 30% em massa, em relagdo ao amido. As formulagbes preparadas estéo

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Amostras de filmes contendo aditivos naturais

Amostras % de extrato de hibisco % de pimenta rosa
FP 0 0
FH10 10 0
FH20 20 0
FH30 30 0
FR10 0 10
FR20 0 20
FR30 0 30

O filme padréao (FP) foi preparado com amido e glicerol. As amostras FH s&o
filmes de amido, glicerol e extrato de hibisco nas concentra¢cdes de 10, 20 e 30%
m/m em relacdo ao amido (FH10, FH20 e FH30 respectivamente).

A suspensdo de nanoparticulas de amido de Inhambu, nativo e acetilado, e
nanocristais de celulose foram adicionados a mistura filmogénica durante a
etapa de gelatinizacdo. A mistura foi mantida sob agitacdo constante até atingir
a temperatura de 25° C. Em seguida foi transferida para placa de Petri e secas
em estufa com circulagéo de ar (Tecnal TE 394/1) a 45 °C por aproximadamente
24 h. Os percentuais de nhanoamido e nanocristais de celulose (m/m) para cada

formulacdo de nanocompdésitos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Amostras de filmes compdsitos

Amostras % de nanoamido % de nanoamido % de
nativo acetilado nanocristais de
celulose

FP 0 0

CAN3 0 0

CAA3 0 3 0
CCAN2,5 2,5 0 0,5
CCAA2,5 0 2,5 0,5

O filme padréo (FP) foi preparado com amido e glicerol. Os nanocompdsitos

CAN3 e CAA3 sao filmes de amido, glicerol e 3% m/m, em relacdo a massa de
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amido seco, de nanoamido nativo e acetilado respectivamente. A amostras
CCAN2,5 e CCAA2,5 sao filmes de amido, glicerol, 0,5% m/m de nanocristais de
celulose e 2,5% m/m de nanoamido nativo e acetilado, respectivamente. Os
percentuais em massa de nanoamido e nanocristais de celulose foram medidos

considerando a massa de amido seco.
4.8.Caracterizacdo do amido

4.8.1. Teor de umidade
O teor de umidade das amostras de amidos nativo e acetilados (NA, AA40, AAS0
e AA60) foi determinado por gravimetria em estufa a 105°C até peso constante,

de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2004).

4.8.2. Poder de Inchamento e Solubilidade
O poder de inchamento e a solubilidade das amostras de amidos foram
determinados como descrito por Leach, McCowen e Schoch (1959). Uma
dispersédo de amido foi preparada misturando 1,0 g de amido em 40 mL de agua
destilada em tubos Falcon. A disperséo foi mantida sob agitacdo por 1 minuto
em agitador de tubos e levada em banho térmico, com agitacéo, por 30 minutos
nas temperaturas de 50, 60, 70 e 80 °C. Os tubos foram retirados do banho,
resfriados a temperatura ambiente e centrifugados por 10 minutos a 4677 G. O
sobrenadante foi seco em estufa a 105 °C por 24 horas, para determinagéo da
massa de amido soluvel (M1) e os tubos, contendo os granulos de amido
intumescidos, foram pesados para determinar a massa final intumescida (M2) e
calcular o poder de inchamento dos granulos de amido. A solubilidade foi
calculada pela relacdo da massa de amido soluvel e a massa inicial de amido

(Mi), em base seca (Equacao (4).

Solubilidade (%) = (M1 + Mi).100 (4)

O poder de inchamento, expresso em g.100 g foi obtido pela Equacéo (5).

Poder de inchamento (g.100g~1) = M2 + (Mi — M1) (5)
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4.8.3. Analise termogravimétrica
O comportamento termogravimétrico dos amidos nativo e modificado (AN, AA40,
AA50 e AA60) foi analisado utilizando uma termobalanca Marca Shimadzu®,
modelo TGA-50, entre 25 a 600 °C, a uma taxa de aguecimento de 10° C/min,

sob fluxo de nitrogénio.

4.8.4. Teor de amilose e amilopectina
O teor de amilose foi determinado de acordo com o método AACC. Para preparar
as amostras, pesou-se 100 mg da amostra de amido e, em seguida transferiu-
se para baldes volumétricos de 100 mL previamente identificados.
Posteriormente, acrescentou-se 1 mL de alcool etilico 95% (v/v) e agitou-se
cuidadosamente.
A seguir, acrescentou-se 9 mL de solugdo de NaOH 1 molLt. Os bal6es foram
tampados e deixados em repouso, por 12 horas, para gelatinizacdo do amido.
Posteriormente o volume do baldo volumétrico foi completado com &agua
destilada. Retirou-se uma aliquota de 5 mL da solucéo preparada e transferiu-se
para outro baldo volumétrico de 100 mL devidamente identificado. Entdo foram
adicionados 1 mL de acido acético 1 molL* e 2 mL de solucéo de iodo-iodeto de
potassio (2 g de Iz e 20 g de Kl para 1 litro de solu¢éo) que ao reagir com o amido
forma um complexo de coloracéo azul.
O volume do baldo volumétrico foi completado com agua destilada e a solugéo
foi deixada em repouso durante 30 minutos no escuro. Em seguida, foi feita a
leitura de absorbancia a 620 nm.
O teor de amilose foi calculado a partir de uma curva padrao de amilose pura
(Sigma-Aldrich). Utilizando a equagéo resultante da curva de calibragédo da
amilose (Figura 17), os valores das absorbancias lidas em cada amostra, foram
inseridos na equacédo da reta para calcular o teor de amilose em percentual. O
ter de amilopectina (%) foi calculado pela diferenca de 100% com do teor de

amilose (%).
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Figura 17 - Curva de calibragdo da amilose

4.8.5. Microscopia eletrénica de varredura — MEV
Para andlise de microscopia eletronica de varredura das amostras AN, AA50 e
AA60 foi utilizado um equipamento Tescan 3LMU no Laboratério de
Caracterizacdo de Materiais do IFBA, com aumento de 10000x, profundidade de
foco de 1 mm e resolugdo de 30 nm. As amostras de partida foram colocadas
sobre suporte metélico com fitas adesivas de carbono utilizadas como adesivos

condutores e recoberta com 10 nm de ouro.

4.8.6. Microscopia eletrénica de transmissédo — MET
As imagens de microscopia eletronica de transmissdo das suspensdes de
nanoamido e nanocristais de celulose foram obtidas no laboratorio de
microscopia do Instituto Gongalo Moniz da Fiocruz de Salvador, utilizando um
microscopio eletrénico Jeol, modelo JEM-1230 e o protocolo seguido foi por
contrastacdo negativa de suspensfes. As amostras foram preparadas com
antecedéncia, nas quais uma gota da suspensédo 0,005% m/v foi depositada
sobre uma grade de microscopia revestida com filme de carbono ultrafino do tipo
Lacey carbon (400 mesh, TED PELLA). Uma solugdo aquosa contendo 2% em
massa de acetato de uranila foi utilizada como contraste. Com as imagens, as

dimensdes das particulas foram medidas usando o aplicativo ImageJ.

51



4.8.7. Difracao de Raios X — DRX
Os difratogramas das amostras de amidos nativo e acetilados (AN, AA40, AA50
e AA60) foram obtidos utilizando um difratbmetro de raios X, Marca Shimadzu®,
modelo XRD-6000, operando com radiagdo CuKa (A=1,548 A), com tensdo de
30 kV e corrente de 30 mA. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente
(25 °C) e com angulos 26 entre 5 e 70° (2° min).

4.8.8. Espectroscopia na Regido de Infravermelho com
Transformada de Fourier — FTIR

Para o estudo dos grupos funcionais contidos nas amostras de amidos (AN,

AA40, AA50 e AA60) foi utilizado um instrumento FT-IR MB100 Bomem, usando

varredura na faixa espectral de 4000 a 400 cm™. Os espectros foram obtidos a

partir de amostras dos amidos em pastilhas de KBr (1,0%; amostra/KBr).
4.9.Caracterizacao dos filmes

4.9.1. Espessura
A espessura dos filmes de amido padrdo (FP); contendo extrato de hibisco
(FH10, FH20 e FH30) e contendo nanoparticulas (CAA3, CAN3, CCAA2S5 e
CCANZ2,5) foram obtidas através de um micrémetro digital Mututoyo (+/-0,001

mm) em 6 pontos diferentes, tirando uma média das leituras.

4.9.2. Analise termogravimétrica
O comportamento termogravimétrico dos filmes padréo (FP) e contendo extrato
de hibisco (FH30) foram analisados utilizando uma termobalangca Marca
Shimadzu®, modelo TGA-50, entre 25 a 600 °C, a uma taxa de aguecimento de

10 °C/min, sob fluxo de nitrogénio.

4.9.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
As medidas de variacdo de entalpia nas mudancas de fase dos filmes padrao
(FP); contendo extrato de hibisco (FH10, FH20 e FH30) e contendo
nanoparticulas (CAA3, CAN3, CCAA2,5 e CCAN2,5) foram analisados utilizando
um equipamento DSC da Marca Seiko, Modelo Exstar DSC-6220. Todas as
amostras foram analisadas entre 25 a 550 °C, com taxa de aquecimento de 10°

C.min1,
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4.9.4. Ensaio mecanico
As amostras foram cortadas em corpos-de-prova com 25 mm de largura e 100
mm de comprimento e acondicionadas em umidade relativa de 58%, em
dessecadores contendo solugcédo saturada de NaBr a 25 °C, 48 h antes das
andlises. Os ensaios mecéanicos foram realizados utilizando o Emic DL2000
empregando-se o programa Tesc versao 3.04®. Cada analise foi realizada com,
no minimo, seis ensaios validos.
A forca méxima, deformacéo especifica e o médulo de elasticidade dos corpos-
de prova foram determinados com base no método D882-00 da American
Society for Testingand Materials (ASTM, 1996), com distancia inicial entre as
garras de 50 mm e velocidade de tracdo de 12 mm/s. Os resultados foram
tratados estatisticamente através de Analise de variancia (ANOVA) pelo teste de
Tukey a 95% de confianca, através do programa Excel 2010 (Microsoft)®

4.9.5. Solubilidade em agua
As solubilidades em agua das amostras dos filmes padréo (FP), contendo extrato
de hibisco (FH10, FH20 e FH30) e contendo nanoparticulas (CAA3, CAN3,
CCAA2,5 e CCAN2,5) foram determinadas por meio de procedimento adaptado,
a partir das metodologias descritas por Gontardet al. (1994) e Turhan e Sahbaz
(2004). Uma pequena quantidade dos filmes (pedagcos de 4 cm?) foram
recortados e secas em estufa a 45 °C por 30 minutos. ApGs secos, 0S esses
filmes foram acondicionados em placas e petri e pesados. Em seguida, foram
adicionados 30 mL de agua destilada as placas contedo os filmes, que
permaneceram em repouso por 24 h. Apos esse tempo, a agua foi retirada com
auxilio de micropipeta e os filmes foram secos em estufa equipada com
circulacdo de ar (105 °C — 24 horas). Apos a secagem, os filmes foram pesados
e a porcentagem de material solubilizado foi obtida por meio da Equacao (6). O

procedimento foi realizado em triplicata.

A
%MS = (_m) .100 ©)
mi

Em que, %MS é a porcentagem de material solubilizado, Am é a variagao de

massa do filme (mi — mf), mi é a massa inicial do filme.
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4.9.6. Permeabilidade ao vapor de agua
A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) das amostras dos filmes padrao (FP),
contendo extrato de hibisco (FH10, FH20 e FH30) e contendo nanoparticulas
(CAA3, CAN3, CCAA2,5 e CCAN2,5) foram determinadas em triplicata pelo
método gravimétrico, com base na norma da ASTM E96-00 descrito por
Sarantopoulos et al. (2002). As amostras de filmes foram fixadas em células de
permeacdo de vidro, com abertura circular, de 35 mm de diametro,
correspondente a area do filme exposta para troca, vedada hermeticamente, e
contendo silica gel no seu interior (0% UR), em ambiente climatizado a 25°C. As
células de permeacédo (Figura 18) foram acondicionados em dessecadores
contendo agua destilada (100% de UR; P = 3,167 KPa a 25°C). As amostras
foram mantidas em ambiente com umidade e temperatura contrladas durante 48

h antes da andlise, que procedeu em intervalos de 30 minutos durante 7 horas.

5 ...__'——__ ___\'._/1._.’1 » Filme
UR, J
ik r}‘}??:{\";‘,-—-—» Dessecante
—4—p Agua destilada
UR; >UR;

Figura 18 - llustracdo da célula de permeacdo utilizada para a determinacao
da permeabilidade ao vapor de agua

Para calcular a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) e a

permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foram utilizadas as Equagodes (7) e (8).

_v —2 p-1 (7)
TPVA t.A(g.m .h™)

TPVA.& (8)

PVA = 1 (g.mm.h"t. m~2. KPa™1)
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Na qual,

W = ganho de massa da célula.
t = tempo da marcacéao.

A = area exposta do filme.

€ = espessura do filme.

AP = diferenca de pressao entre os dois lados do filme.

4.9.7. Intumescimento
Para o ensaio de intumescimento as amostras em torno de 4 cm? dos filmes
padrao (FP), contendo extrato de hibisco (FH10, FH20 e FH30) e contendo
nanoparticulas (CAA3, CAN3, CCAA2,5 e CCAN2,5) foram cortados (pedacos
de 2cm x 2 cm), e secos em estufa a 60°C por 2 h. Apds a secagem as amostras
foram pesadas, obtendo-se os valores de peso seco (Ps). Em seguida os filmes
foram imersos em 50 mL de solucao tampéao fosfato (p H7,4) e em agua destilada
(pH 5,0) em intervalos variados por 3 h. Apds cada intervalo, os filmes foram
secos em papel absorvente e pesados, obtendo-se o peso umido (Pu). O calculo

de intumescimento foi feito em triplicata através da Equacéo (9).

1(%) = (Pu— Ps).100 (9)
4.9.8. Atividade antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos filmes padréo (FP), contendo
extrato de hibisco (FH10, FH20 e FH30) foram realizados os ensaios do
sequestro do radical DPPHe+. As amostras dos filmes (2,0 cm?) foram pesadas,
em seguida, transferidas para frasco ambar contendo 10 ml de solvente
hidroetandlico (50% v/v), e submetidos a ultrassom por 30 minutos, a fim de
extrair 0s compostos antioxidantes presentes nos filmes. Entdo, foram
determinadas as porcentagens de inibicdo do radical DPPH para cada solucao

dos filmes.

A atividade antioxidante do extrato de hibisco foi avaliada com o uso do
radical livre DPPH-« (2,2- difenil-1-picril-hidrazil) seguindo a metodologia descrita

por Rebaya et al. (2014), com modificagcdes. Para 100 pL do extrato, ou padréo,
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foram adicionados 840 pL de uma solucao de etanol (80%), seguida da adic&o
de 60 pL de uma solugao 0,5 mM de DPPHe- (em solugéo etandlica 80%). Apos
adicdo do DPPHe, o sistema foi agitado em vortex e mantido em respouso
durante 1 hora, protegido da luz. Diferentes concentragbes do extrato (10 — 50
pg/mL) e da quercetina (padréo) (2 — 10 ug/mL) foram utilizadas nesse ensaio.
O branco foi realizado para cada concentracdo de extrato, ou padrédo, com a
finalidade de minimizar a interferéncia dos componentes na leitura das amostras
sem adicéo de DPPH. O controle foi composto de uma mistura de 940 pL de uma
solucédo etandlica (50%) e 60 uL da solugao de DPPH« (0,5mM). Apds o tempo
de reacdo, as absorvancias das amostras foram medidas em um
espectrofotometro UV-VIS Evolution™ 220 (Thermo Scientific) no comprimento

de onda de 517 nm.

A porcentagem de inibicdo das amostras foi calculada a partir dos valores

de absorvancia pela Equacao(10):

Abscontrole - Absteste (10)

%Inibz( ).100

Abscontrote
Em que:

% Inib = porcentagem de inibi¢do do radical DPPH (%);
AbsScontrole = Absorvancia do controle;

Absteste = Absorvancia da amostra.

Os graficos foram gerados plotando a porcentagem de inibicdo versus a
concentracdo em pg/mL. A equacdo obtida permitiu calcular o valor do
ICso correspondente a concentragcdo da amostra que reduziu a absorvancia

inicial do DPPH+ em 50%. A analise foi realizada em triplicata.

4.9.9. Atividade antimicrobiana
Os filmes preparados com adicdo de hibisco e pimenta rosa, nas diferentes
concentracbes, foram selecionados e tiveram sua atividade antimicrobiana

testada através da técnica descrita abaixo.

56



A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos filmes in vitro foram realizada pela
técnica de difusdo em disco de acordo com a metodologia desenvolvida pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), e os microrganismos
utilizados foram Staphylococcus aureus (ATCC 25922) e Escherichia coli (ATCC
35218).

In6culos de cada microrganismo foram preparados por meio da suspensao
direta, em solucéo salina esterilizada, de colbnias isoladas, selecionadas de uma
placa de meio n&o seletivo inoculada com o microrganismo e incubada a 35 °C
por 18-24 horas. A suspenséo foi ajustada até sua turbidez coincidir com a da
solucdo padrdo de McFarland 0,5 que corresponde a 108 UFC/mL. Placas de
agar Mueller-Hinton foram inoculadas com os microrganismos friccionando-se
um Swab de algoddo esterilizado umedecido com a solugdo do indculo
previamente preparado. Sobre a superficie do agar inoculado foram colocados
discos (@ = 1 cm) dos filmes esterilizados em camara com lampada UV 30
(Prodicil, 110v, 254 nm) por 2 minutos. As placas foram incubadas a 35 °C e
apos 16-18 horas os halos de inibicao foram mensurados, incluindo o diametro
do disco (NCCLS, 2003Db).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados das analises e caracterizacfes

dos materiais obtidos.

5.1. Amido Nativo e Acetilado

Seguindo a metodologia descrita, foram obtidos os amidos de Inhambu branco
e roxo. Quanto as caracteristicas visuais ndo houve diferenca dos de outras
fontes botanicas, apresentando coloracdo branca em forma de pé fino e
homogéneo. O rendimento foi 28,8% de amido considerando a massa inicial do
tubérculo com casca. O amido extraido foi submetido a modificacdo quimica por
reacdo de acetilacdo, conforme metodologia descrita e, em seguida, foram
caracterizados.

Os amidos modificados a 40, 50 e 60°C, apresentaram diferenca na sua estrutura
quimica, confirmadas atraveés das analises de grau de substituicdo (GS). As
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suspensdes de amidos modificados nas diferentes temperaturas estéo

demostradas na Figura 19.

Figura 19 - Suspensdes de amidos ap0s o processo de acetilacdo nas
temperaturas de 50, 60 e 70°C.

A acetilacdo a 70°C provocou uma transformacao indesejada formando uma
emulsdo de coloracdo castanha, com textura de pasta, descaracterizando o
amido. Neste caso, o resultado nao foi interessante para o desenvolvimento do
projeto. Os amidos, nativo (AN) e modificados (AA40, AA50 e AA60), tiveram
suas caracteristicas determinas por varias técnicas, e serdo apresentadas a

sequir.

5.1.1. Grau de Substituicdo
Apés a etapa de filtracdo, os amidos acetilados, permaneceram com a coloracao

branca, sem diferengas visuais em relagdo ao amido nativo (Figura 20).

Figura 20 - Amidos acetilados ap0s filtracdo e secagem.
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Foram realizados os testes de grau de substituicdo (GS) para os amidos
acetilados (AA40, AA50 e AA60). O GS foi calculado em triplicata através das
equacles apresentadas na metodologia. Os valores do GS e do percentual de
acetilacao para as amostras AA40, AA50 e AA60 sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados de graus de substituicao (GS) e percentual de acetilacao.

Amostras Massa (g) AV (mL) %Acetilagdo GS
AA40 1,00 3,33 7,16 0,21
AA50 1,00 6,45 13,8 0,41
AA6G0 1,00 21,55 46,3 1,38

O aumento da temperatura de reacdo aumentou o grau de substituicdo dos
amidos modificados, o mesmo foi verificado por Grossi et al. (1999). Uma
melhora das caracteristicas do amido acetilado como propriedades mecénicas,
resisténcia a umidade, processabilidade e taxa de biodegradacdo encontra-se
preferencialmente na faixa de 1,2 a 1,7 do grau de substituicio (NARAYAN et
al., 1999). Amidos com baixo GS (>0,1) e de médio GS (0,1 a 1,0) sao
empregados na inddstria alimenticia como agente texturizantes e estabilizantes.
Os amidos de médio e alto GS tém aplicacdes na formulacéo de termoplasticos
substituido o acetato de celulose (BISWAS et al.,, 2008). Acetato de amido
também tem sido aplicado na obtencdo de embalagens biodegradaveis de
alimentos e aplicacfes farmacéuticas (CHI et al., 2007). Com o maior GS para o
amido modificado a 60°C (AA60), esse foi escolhido para producdo de

nanoparticulas de amido por processamento ultrassénico.

5.1.2. Determinag&o do Teor Umidade
Os alimentos, em especial as farinhas vegetais, independente da forma de
processamento que foram submetidos apresentam agua em sua composicao.
Para o amido nativo de Inhambu (AN) e acetilados (AA40, AA50 e AA60).Os

valores encontrados estédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teor de umidade das amostras AN, AA40, AA50 e AAGO

Amostras Umidade (%)
AN 11,8+0,6
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AA40 10,7+ 0,5
AA50 10,4 + 04
AAG0 8,7+0,4

Esses valores estéo dentro do valor de referéncia estabelecido pela legislagao
brasileira em vigor, abaixo de 15% para farinhas e até 21% para amido de batata
(RDC 2022). Os amidos modificados apresentaram umidade inferiores
comparados ao amido nativo. A agua contida no alimento representa a umidade
que pode ser classificada como umidade superficial e umidade absorvida. A
primeira se refere as moléculas de agua ligadas a superficie do alimento que é
facilmente evaporada, a segunda se refere a moléculas de agua ligada no interior
do alimento interagindo mais fortemente com o mesmo dificultando sua
evaporagdo (HAUTRIVE, 2021). O residuo resultante do processo de
aquecimento direto, 105 + 5°C, é chamado residuo seco, obtido apdés retirada
das umidades superficial e absorvida. Com a substituicdo de grupos hidroxila por
grupo acetila, mais hidrofobico, a quantidade de agua superficial diminui com o

aumento do GS.

5.1.3. Solubilidade e Poder de Inchamento

A medida da capacidade de hidratacdo dos granulos de amidos em diferentes
temperaturas € conhecida como poder de inchamento. Quando o granulo de
amido é aquecido em excesso de 4gua sua estrutura cristalina € rompida, devido
a quebra das interacbes entre as moléculas do amido, permitindo que as
moléculas de agua interajam com as hidroxilas da amilose e da amilopectina.
Essas interagcdes causam o inchamento dos granulos e parcial solubilizacéo,
pela entrada de 4gua (HOOVER, 2001). Quanto maior a temperatura, maior
mobilidade das moléculas dentro do granulo e consequentemente maior
penetracdo de agua, aumentando o inchamento.

A tendéncia do aumento da solubilidade em funcédo da temperatura pode ser
vista na Figura 21. Todas as amostras apresentaram um aumento significativo
da solubilidade em funcdo da temperatura. Os amidos AA50 e AAG60
apresentaram um leve aumento na solubilidade, comparados ao amido nativo,

com valores maiores para AA60. Para o AA40 houve pouca variacdo na
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solubilidade comparado ao AN, o0 que pode estar relacionado ao baixo GS para

essa amostra.

Solubilidade (%)
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Figura 21 - Solubilidade das amostras AN, AA40, AA50 e AAGO.

O poder de inchamento ou intumescimento para os amidos em estudo estao

apresentados na Figura 22, na qual € possivel observar um aumento no

inchamento em funcdo da temperatura para todas as amostras. Para as

amostras AA50 e AA60 houve um aumento no inchamento, em torno de 70°C,

comparados aos valores de AN. O AA40 n&o apresentou variagdes significativas

nos valores comparados ao AN, possivelmente pelo baixo valor do GS.
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Figura 22 - Poder de inchamento dos amidos AN, AA40, AA50 e AAGO.
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A solubilidade dos acetatos de amido depende do indice de esterificacdo, do
grau de degradacao da molécula esterificada, da fragmentacao do grao de amido
ou do derivado, da natureza do substituinte acetila, do tipo de amido, do solvente
e da temperatura. Nos graus de substituicdo até 0,3, aproximadamente, 0s
acetatos continuam insoluveis. Entre os GS 0,3 a 1,1, tornam-se sollUveis em
agua e insoluveis em solventes organicos, acima desse grau de substituicao sédo
insolaveis em &gua e sollveis em solventes organicos (MEIRA et al., 2012;
GHIOTTI et al., 1994). Com a acetilagéo, a temperatura de gelatinizagao diminui
e o inchamento dos granulos aumenta. Com a substituicdo do grupo hidroxila por
acetil, ha reducdo das ligacbes de hidrogénio, possibilitando o aumento na
entrada de moléculas de agua nos granulos de acetato de amido (SCHMIDT et
al., 2018).

O aumento na solubilidade apés a oxidacdo foi devido a desintegracdo e
enfraquecimento estrutural do granulo de amido (CHONG et al., 2013). Lawal e
Adebowale (2005) também descobriram que o aumento na solubilidade era
provavelmente influenciado pela lixiviagdo das regides amorfas dos granulos de
amido. A organizacao e a intensidade das interacdes no interior do granulo de
amido determinam os perfis de inchamento e de solubilidade, nos quais menores
valores sugerem maior organizacgao intra-granular (NWOKOCHA et al., 2009).
Tanto para a solubilidade quanto para o poder de inchamento os valores néo
sofreram variacdes em temperaturas acima de 80 °C, dessa forma a solubilidade

maxima e 0 maior inchamento ocorrem nesta temperatura.

5.1.4. Teor de amilose
Os teores de amilose para os amidos nativo (AN) e acetilados (AA40, AA50 e
AAG60), foram obtidos a partir da curva padrao de amilose (Figura 23). Os valores
calculados para as amostras, estdo apresentados na Tabela 5. Os valores dos
percentuais de amilopectina foram obtidos pela diferenca entre o teor de amilose
e o total (100%).

Tabela 5 - Teor de amilose e amilopectina

Amostras Teor de Amilose (%) Teor de Amilopectina (%)
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AN 28,53 +0,73 71,47

AA40 28,02 +£0,44 71,98
AAS50 26,43 +1,12 73,57
AAGO 26,31 +1,06 73,69

Esses valores apresentados estdo proximos de valores encontrado para o

inhame, um tubérculo pertencente a espécie Dioscorea.
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Figura 23 - Curva de absorg¢&o da amilose

As amostras AA40, AA50 e AA60 ndo apresentaram diferenca significativa nos
teores de amilose, comparados ao AN, sugerindo que as substituicdes dos
grupos hidroxilas por acetila ocorreram nas duas cadeias.

O teor de amilose/amilopectina esta diretamente relacionado ao perfil cristalino
do amido e influencia o processo de gelatinizacdo das solucdes filmogénicas e

consequentemente nas propriedades dos filmes formados (LIU et al., 2005).

5.1.5. Difrag&o de Raios — X (DRX)
Os difratogramas obtidos para os amidos nativo (AN) e acetilados (AA40, AA50
e AAB0), estdo apresentados na Figura 24. Os picos, estreitos e bem definidos,
observados no difratograma, sugerem que ha uma boa cristalinidade na amostra
AN. Os angulos de difracédo 2e sugerem o perfil cristalino tipo B para o amido
este amido, devido a presenca dos picos principais no plano difratado em torno
de 15°, 17°, 19°, 22° e 24°.Para os amidos AA40 e AA50 nao houve mudancas

aparentes no perfil do difratograma, quando comparado ao AN. Para o amido
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AAG6O é possivel observar um alargamento dos picos destacados para o AN, que
pode ser justificado pela perda da cristalinidade dos granulos.

Estes padrbes de cristalinidade dependem, em parte, do comprimento das
cadeias de amilopectina, da densidade de empacotamento dentro dos granulos,
bem como da presenca de agua (SAJILATA et al. 2006; Teixeira et al .2008).

Amidos de tubérculos costumam apresentar perfil cristalino tipo B e C.

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40
20

Figura 24 - Difratograma de raios X dos amidos AN, AA40, AA50 e AAGO.

Comportamento similar foi observado por Oliveira (2012) ao comparar 0S
difratogramas de Raios — X do amido nativo e fosforilado de Lirio-do-brejo
(Hedychiumcoronarium). De acordo com Neto (2003), quanto maior o nimero de
cristais em um plano de uma estrutura, mais estreitos, intensos e finos serédo os

picos na difracdo de Raios — X.

5.1.6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
A Figura 25 mostra as imagens de MEV dos granulos do amido nativo de

Inhambu (Dioscoreatrifida L.), na qual é possivel observar que os granulos tém
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formas variadas e com superficie bem definida, com poucas impurezas e
nenhuma fissura.
Os granulos de amido adquirem tamanhos e formas prescritos pelo sistema

biossintético e pela condi¢céo fisica imposta pelo contorno do tecido.

Figura 25 - Microscopia dos granulos de amido nativo de

Inhambu (Dioscoreatrifida L.)

Os granulos do amido podem apresentar formas arredondadas, oval, poliédricas,
entre outras. Segundo Vandeputte e Delcour (2004), Tester et al. (2004) e Leonel
(2004) a forma, o tamanho da particula (2 a 100 ym) e a distribuicdo de tamanho
da particula dos granulos sé@o caracteristicas das espécies vegetais.

Os granulos de amido acetilado apresentaram alteracdes em relacdes ao amido
nativo. A Figura 26 revela formacdo de defeitos nos granulos dos amidos

modificados.

65



BE1 ) 10kV wowwzp %500

A2 LANUME . IF / UFBA

=
SEI 10KV WD10mm ;" ,'\wo 50pm SEN 1AV | WD10mm 5540 NI000  Spm  —
Al LAMUME - & (UFQ 0001 14 Jul 208 _‘ Al LAMUME - IF | UFBA 0001

Figura 26 - Microscopia dos granulos dos amidos AA50 e AAGO.

O amido acetilado a 50°C (A) néo apresentou granulos com alteracoes
superficiais visiveis, comparados ao AA60 (B). E possivel observar formagéo de
defeitos em alguns granulos, de forma mais intensa na Figura B. Bello-Pérez et
al. (2010) e Singh et al. (2007) que estudaram acetilacdo de amido observaram
efeito semelhante ao qual denominaram de fuséo de granulos devido a insergéo

de grupos hidrofilicos na estrutura molecular do amido.

5.1.7. Propriedades térmicas
A propriedades térmicas do amido nativo e modificados por acetilagdo foram
verificadas por analise Termogravimétrica (TG) e Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC).

5.1.7.1. Analise Termogravimétrica(TG)
Na Figura 27 estdo apresentados os comportamentos termogravimétricos dos
amidos nativo AN e acetilados (AA40, AA50 e AA60). Observando a curva de
analise termogravimeétrica foi possivel determinar a temperatura inicial média de

degradacgédo para os amidos nativo e modificados.
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Figura 27 - Curva TG dos amidos AN, AA40, AA50 e AA6O

A temperatura inicial de degradagdo maxima para o amido de Inhambu encontra-
se em torno de 320 °C. A partir de 48 °C é possivel observar eventos
endotérmicos na curva DTG (Figura 28) que pode ser associado a perda de agua
ligada superficialmente a estrutura do amido. Estas intera¢des sdo mais fracas
para as amostras AA50 e AA60 devido a diminuicao dos grupos hidroxilas, que
interagem por ligacdo de hidrogénio com a agua, substituidos pelos grupos
acetila. O percentual de perda de massa referente a saida de agua se mostra
menor para 0os amidos modificados, devido a reducdo no teor de umidade,
discutido. As reacdes hidrotérmicas estdo relacionas com as interacbes dos
granulos de amido com a agua e as variagdes de temperatura a partir de 40 °C
provocam alteracfes estruturais pela saida de agua superficial e de agua ligada
no interior dos granulos (CEREDA et al. 2003). Entdo, no primeiro evento
endotérmico ha mudanca na estrutura dos granulos. Para os amidos modificados
a 50 e 60 °C as temperaturas de degradacao maxima estao entre 370 e 400 °C,
evidenciando que as modificacdes alteraram as propriedades térmicas desses

materiais.
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Figura 28 - Curva DTG dos amidos AN, AA40, AA50 e AAGO.

O primeiro estagio de pequena diminuicdo de massa percentual, que ocorre em
temperaturas situadas entre 30 °C e 150 °C esta relacionado com a perda de
agua ligada e de agua livre (LIU et al., 2010)

A degradacdo dos polissacarideos acorre inicialmente em temperaturas
proximas aos 300 °C para os amidos modificados e em torno de 220 °C para o
amido nativo, conforme picos endotérmicos vistos nas curvas de DTG (ARAUJO
et al.,, 2006). Os picos em torno de 240 °C, que aparecem para 0s amidos
modificados (AA40, AA50 e AA60), podem estar relacionados a degradacéo dos
grupos acetilas quem substituiram as hidroxilas.

5.1.7.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial — DSC
Os diagramas de fluxo de calor das amostras de amidos nativo e modificados
estdo apresentados na Figura 29. A analise por DSC mostra a variacao de

entalpia das transicdes nos materiais.
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Figura 29 - Curva DSC dos amidos AN, AA40, AA50 e AAGO.

Os picos endotérmicos observados entre 70 e 100 °C estdo relacionados a
transicéo de fase dos granulos que passam por um processo de gelatinizacao,
uma transformacao fisica. Os amidos modificados apresentaram reducdo de
temperatura para o primeiro pico, referente a temperatura de gelatinizacao, com
menor temperatura para a amostra com maior grau de substituicdo, AA60. Os
picos em temperaturas superiores, acima dos 300 °C, estdo associados a
degradacdo das estruturas dos polissacarideos, uma transformacdo quimica.
Para os amidos modificados aparecem picos endotérmicos proximos de 250 °C,
que pode estar relacionado as transformacdes quimicas relativas aos grupos
acetilas adicionadas durante a modificacdo, conforme pico observado na curva
DTG. Essa diminui¢do ocorre devido ao enfraquecimento dos granulos de amido
apos tratamento quimico, e resulta na ruptura prematura das duplas hélices de
amilopectina (VANIER et al., 2017; ADEBOWALE et al., 2006).
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5.1.8. Espectroscopia de Absorgcéo na Regiéao do Infravermelho com
Transformada de Fourrier — FTIR

Os espectros de infravermelho foram obtidos para avaliagcdo da eficiéncia do
processo de acetilacdo do amido, através da analise das bandas das bandas de
absorcao dos grupos funcionais das amostras de amidos nativo e acetilados. Na
Figura 30 os espectros sdo mostrados considerando a regido de 400 a 4500 cm-
L. A modificacdo por acetilagéo resulta na substituicdo de grupos hidroxilas das
moléculas de anidroglicose do amido por grupos acetilas do anidrido acético
(SINGH et al., 2004; RAINA et al., 2007). Nas amostras de amidos modificados
(AA50 e AAG0) aparecem picos de absorcdo na regido proxima de 1730 cm™,
gue pode ser atribuidos ao grupo carbonila, que ndo existem nas moléculas de
amido nativo (AN), confirmando que houve substituicdo dos grupos hidroxilas.

Para a o AA40 o referido pico ndo é perceptivel, possivelmente, devido ao seu
baixo GS.
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Figura 30 - Espectro infravermelho dos amidos AN, AA40, AA50 e AAGO

Essas observacdes corroboram com os resultados encontrados em outras

analises, como o grau de substituicdo que variou com a temperatura de
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modificacdo das amostras e as propriedades térmicas mais acentuadas para
maiores GS. Resultados semelhantes foram observados para amido de araruta
modificado a diferentes temperaturas (DE JESUS, 2019). Como todas as
caracteristicas foram mais acentuadas para o amido modificado a 60 °C (AA60),

este foi escolhido para obtencéo de nanoparticulas.

5.2. Nanoparticulas de amido e Nanocristais de celulose
Os amidos, nativo e acetilado, submetidos ao tratamento ultrassénico, conforme
metodologia citada resultaram em suspensfes de nanoparticulas que foram
analisadas por microscopia eletronica de transmissdo, potencial zeta e
gravimetria. As medidas foram feitas imediatamente apds o processamento
ultrassénico para evitar aglomeracgdo das nanoparticulas. De Almeida et al 2020,
demostrou que as suspensodes de nanoamido armazenadas por um tempo de 24
h ou mais apresentaram aumento no tamanho médio das nanoparticulas em

ralacdo as medidas feitas imediatamente ap0s o processamento ultrassénico.

5.2.1. Microscopia Eletrénica de transmissédo — MET
As suspensfes de nanoamido, nativo e acetilado, foram analisadas por
microscopia eletrbnica de transmisséo, logo apds o tratamento ultrassoénico, a
fim de obter imagens das nanoparticulas antes de sofrerem aglomeracéo, o que

ocorre apés um tempo de armazenamento.

200 nm
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Figura 31 - Microscopia eletrénica de transmissdo dos amidos AN (a) e
AAGB0 (b).

A Figura 31 mostra imagens obtidas com MET de nanoparticulas de amido nativo
(@) e acetilado (b) obtidas a partir do método ultrassénico. As imagens
apresentam nanoparticulas de formato arredondado sugerindo que o0 processo
de obtencao foi bem-sucedido. As dimensdes das particulas foram obtidas com
o auxilio do software ImageJ. As medidas revelaram tamanhos médios de
particulasde 137,5 + 36,5 nm para nanoparticulas de amido nativo e de 30,8 +
5,8 nm para amido acetilado, confirmando a formacdo de estruturas
nanomeétricas desses materiais.

As micrografias revelam também, que as particulas tendem a se aglomerarem.
Possivelmente o tempo de 24h, entre o preparo da grade e a analise, colaborou
para a aglomeracéo das nanoparticulas.

A Figura 32 mostra micrografias obtidas com MET de nanocristais de celulose
(NCC) obtidas pela hidrélise acida do algodédo. A imagem (a) € de NCC sem
processamento ultrassonico e a imagem (b) nanocristais cuja suspensao passou
por processamento ultrassonico (NCS). O processamento ultrassénico nao
interferiu na morfologia das particulas que apresentaram, nos dois casos,
formatos alongados conhecidos como nanowhiskers.

As dimensdes, comprimento e didmetro, também n&o sofreram alteracdes
significativas. Com auxilio do software ImageJ as dimensf6es de comprimento
foram estimadas em valores médios de 249,5 + 61,9 nm para NCC e 2454 +
46,0 nm para NCS, considerando o erro pode-se afirmar que ndo ha diferenca

significativa entre as médias.
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Figura 32 - Microscopia eletrénica de transmiss&o dos nanocristais
de celulose NCC (a) e NCS (b).

As dimensdes de diametro foram de 18,3+£5,1 nm para NCC e de 19,0+4,3 nm
para NCS. Da mesma forma, as médias ndo apresentaram diferenca
significativa, considerando o erro. A razao de aspecto comprimento/diametro
(L/D) foram de 13,6 para NCC e de 12,9 para NCS. Os nanocristais de celulose
extraido de plantas apresentam diametros médios entre 5 e 20 nm e
comprimentos variam entre algumas centenas de nandmetros, afirmou Ng et al.,
(2021).

Diante do exposto pode-se afirmar que as nanoparticulas de amido e os

nanocristais de celuloses, apresentam-se em escala hanométrica.

5.2.2. Potencial Zeta e Distribuicdo do Tamanho de Particulas

As suspensdes obtidas a partir do amido de Inhambu, nativo e acetilado, foram
submetidas as analises de tamanho de particula e potencial zeta (Figura 33). Os
resultados mostraram que para o amido nativo as nanoparticulas apresentaram
distribuicdo de tamanho e percentuais variados (65,4% com 46,29 nm; 26,6%
com 342 nm e 8% com 210 nm), totalizando 100% das particulas em escala
nanomeétrica.

Para o amido acetilado, a suspensdo analisada apresentou 0s seguintes
resultados de distribuicdo de tamanho e percentual (82,4% com 69,03 nm; 14,0%
com 1869,3 nm e 3,6% com 1473,6 nm), totalizando 82,4% das particulas em

escala nanométrica.
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Figura 33 - Potencial zeta e distribuicdo de tamanho de particulas das
nanoparticulas de amidos AN e AAG60O.

O tratamento ultrassbnico é um método eficiente, resultando em um bom
rendimento, baixo custo e rapidez no processamento, comparadas a processos
que utilizam aditivos quimicos, como a hidrolise &cida, por exemplo.

O potencial zeta (¢) para a suspensao de amido nativo ficou em torno de -6,93
mV e para amido acetilado -13,86 mV. Particulas com cargas negativas abaixo
de -12 mV, o que ocorre com as nanoparticulas citadas acima, apresentam forte
tendéncia a aglomeragédo enquanto valores de potencial zeta { maiores que 30
mV em mébdulo sdo consideradas eletricamente estaveis devido as forcas de
repulsdo excederem as forcas de atracdo, mantendo dispersas em solucéo.
Nesse contexto, os nanoamidos produzidos nesse trabalho sdo consideradas
instaveis, podendo sofrer aglomeracdes durante o armazenamento, por iSso
devem ser utilizadas imediatamente ap0s a sonicacao.

A Figura 34 mostra os valores de distribuicdo de tamanho e potencial zeta dos
nanocristais de celulose, NCC e NCS. O tamanho médio das particulas em
suspensao varia com 94,2% dos NCS com 607,2+43,2 nm e com 83,7% dos
NCC com 700,1+38,3 nm.

O potencial zeta encontrado foi de -20,2 mV para NCS e de -19,9 mV para NCC,
mostrando que o método ultrassbnico também nédo interferiu nesses valores.

Esses valores ressaltam a boa estabilidade dessas particulas em suspenséao.
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Conforme publicado por Morais et al (2013), suspensfes com valores de

potencial zeta préximos de 25 mV em modulo sao estaveis para aplicagcdo como

reforco.
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Figura 34 - Potencial zeta e distribuicdo de tamanho de particulas de

nanocristais de celulose NCC e NCS.

Barros et al (2017) encontraram valores de 26,9 mV em méddulo, semelhante ao
potencial relatado nesse trabalho. Os autores avaliaram o potencial zeta apés
varias modificacdes na metodologia de hidrélise, e concluiram que as condi¢ées
da hidrélise influenciam na carga da superficie dos nanocristais.

Potencial zeta em torno de 33,4 mV em madulo, foi observado por Flores et al
(2017) para suspensdo de NCC. Esse valor foi justificado pela variacdo nas
condicdes de hidrolise e/ou pH da suspensao.

Vale ressaltar que as diferencas nos tamanhos médios das particulas obtidos
pelo Zeta Size e pela MET, para os nanoamidos, se deve ao fato de nesse ultimo
as medidas serem feitas em cada nanoparticula separadamente, enquanto o
outro deve realizar medidas de aglomerados em suspensao. Nos dois casos foi

possivel concluir que as particulas analisadas estdo em escala nanométrica.
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5.3.Filmes de Amido
Os filmes de amido produzido por casting apresentaram textura uniforme com
superficie lisa sem nenhum defeito ou fissura visivel a olho nu. O filme padréo
(FP), com amido e plastificante e os compdsitos contendo; nano particulas de
amidos nativo (CAN3) e acetilado (CAA3) com 3% em massa e nano particulas

de amidos nativo e acetilados 2,5% em assa e nanocristais de celulose 0,5% em
massa (CCAN2,5 e CCAA2,5) estdo apresentados na Figura 35.

Figura 35 - Filmes FP, CAN3, CAA3, CCAN2,5e CCAA2,5.

Os filmes padréo (FP) e contendo extrato de hibisco (FH10, FH20 e FH30), que
tiveram resultados positivos para os testes de potencial antioxidante e potencial
antibacteriano estdo apresentados na Figura 36.Esses materiais também
apresentaram caracteristicas visuais limpas, sem fissuras e com superficies

uniformes ao olho nu.

Figura 36 - Filmes FP, FH10, FH20 e FH30.



5.3.1. Solubilidade em agua
A maioria das aplicacées dos filmes de amido envolve o contato com meios
aquosos ou fluidos bioldgicos. Esta caracteristica mostra como as mudancgas nas
composic¢des dos filmes influenciam esta propriedade, pois, a solubilidade em
agua esta diretamente relacionada com 0s seus componentes como, por
exemplo, o tipo de estrutura que formam e também com a
hidrofilicidade/hidrofobicidade. Para o filme de amido sem aditivo a solubilidade
em agua foi de 33,76% e com hibisco foi de 27,9%. Esses valores sugerem que
o aditivo reduz a solubilidade do filme em agua. Por outro lado, a coloracédo do
filme, referente ao aditivo, desapareceu, indicando que o aditivo se desprendeu

do filme durante o processo.

5.3.2. Propriedades Térmicas
5.3.2.1. Analise Termogravimétrica—- TG
A técnica termogravimétrica pode fornecer informacdes sobre umidade e
temperatura de decomposicao. As curvas TG do filme de amido padréo (FP) e
contendo 30% hibisco (FH30) estdo apresentadas na Figura 37. E possivel
observar que houve uma perda mais acentuada de agua em torno dos 100b°C
para a amostra FP, que possivelmente tenha as moléculas de agua ligada mais
intensamente a estrutura molecular do filme. As duas amostras apresentaram
maior perda de massa entre 300 e 350 °C e o residuo final é maior para a
amostra FH30, provavelmente resultante da massa de extrato de hibisco
adicionado. Na curva DTG, Figura 38, pode-se observar que a temperatura
maxima de degradacao para a amostra FP é de 357 °C e para amostra FH30 é
de 360 °C, valores bem préximos, mas a diferenca também pode estar associada
a adicao do extrato de hibisco, provavelmente por estar interagindo mais forte

com a estrutura do filme.
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Figura 37 - Curvas TG dos filmes FP e FH30.
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Figura 38 - Curvas DTG dos filmes FP, FH30.

5.3.2.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial — DSC
A Figura 39 mostra o padréo de curva DSC para os filmes de amido padréo (FP),
reforcados com nanoamido nativo (CAN3) e acetilado (CAA3) e reforcados com
nano cristais de celulose e nanoamido nativo (CCAN2,5) e acetilado (CCAA2,5).
Observando o primeiro pico endotérmico, houve uma pequena reducdo nos

valores de temperatura para os filmes CAA3 e CAN3 em relacdo a amostra FP.
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Figura 39 - Curvas DSC para os filmes FP, CAN3, CAA3, CCAN2,5 e
CCAA2,5.

Comparando o filme padréo (FP) com os filmes reforcados com nanoamido e
nanocristais de celulose (CCAN2,5 e CCAA2,5) observa-se um aumento na
temperatura no primeiro evento endotérmico. Esse evento esta associado a
mudanca de fase do polimero e saida de agua residual, que atua na formacao
de interacdes entre as cadeias poliméricas.

A reducéo na estabilidade térmicas para os filmes contendo nanoamido nativo e
acetilado, deve estar relacionada ao aumento da rigidez do polimero resultante

das interagbes com as nanoparticulas.
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Para os filmes contendo NCC, houve um aumento de temperatura para o
primeiro evento. Este fato pode estar relacionado com as interacfes mais fortes
ente as cadeias poliméricas e 0os nanocristais de celulose e entre este e a agua.
Os picos acima dos 300°C estdo relacionados a decomposicao térmica dos

polimeros em discusséo.

5.3.3. Permeabilidade ao vapor de agua

Os filmes de amido possuem carater hidrofilico oferecendo baixa ou média
resisténcia a agua, permitindo a permeacéo ao vapor d’agua. Materiais com alta
resisténcia ao vapor de agua sao utilizados para embalagem de alimentos
frescos ou congelados evitando a perda de agua na superficie. O carater
hidrofilico dos filmes de amido oferece baixa permeabilidade ao oxigénio,
propriedade desejavel para diminuir a taxa de respiracdo de frutas retardando
seu amadurecimento (DEBEAUFORT et al., 1998).

A Figura 40 mostra a variacdo na permeabilidade ao vapor de agua para as

diferentes formula¢des de filmes.

O T T T T T T T 1
FP FH10 FH20 FH30 CAN3 CAA3 CCAN2,5 CCAA2,5

Filmes

Figura 40 - Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes FP, FH10, FH20,
FH30, CAN3, CAA3, CCAA2,5 e CCAN2,5.

Os filmes contendo extrato de hibisco (FH10, FH20, FH30) apresentaram um
leve aumento na permeabilidade ao vapor de agua (PVA) em relacdo ao filme
padrao (FP). O aumento na concentracdo de extrato favoreceu a
permeabilidade, e o valor cresce com o aumento percentual de extrato nas

formulagdes (Figura 40). E possivel que esse aumento de massa esteja
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relacionado ao acumulo de agua junto as moléculas que compde o extrato de
hibisco, uma vez que este é higroscopio.

Para os filmes reforcados com nanoamidos e NCC houve uma diminuicdo na
PVA comparados ao filme padréo. Para as formulacdes reforcadas com 3%
nanoamido nativo (CAN3) e acetilado (CAA3) houve uma diminui¢do significativa
na PVA comparado ao FP, mas ndo houve diferenca significativa entre eles.
Dessa forma, pode-se afirmar que as nanoparticulas de amido nativo e acetilado
forneceram as mesmas caracteristicas de permeabilidade aos filmes.

Para os filmes contendo 2,5% de nanoamido nativo e acetilado e 0,5% de nano
cristais de celulose (CCAN2,5; CCAA2,5) é possivel observar menores valores
de PVA em comparacdo com as demais formulacdes, e sem variacdes
significativas entre eles. A diminuicdo na permeabilidade foi ainda maior
comparados aos filmes reforcados somente com nanoamido, provando que a
presenca de NCC aumentou resisténcia a passagem de vapor de agua. As
nanoparticulas e nanocristais provocam um aumento na intensidade das
interacdes entre as cadeias poliméricas criando barreiras para impediram a
difusdo das moléculas de agua através do filme, diminuindo a PVA (Mittal et al.,
2016; Monteiro et al., 2018). A presenca de reforco em escala monométrica
funciona como um obstaculo, oferecendo umcaminho tortuoso para as moléculas
de agua passarem dificultando a PVA (JIANG et al., 2016). Guimaraes et al.
(2016) também relataram diminuicdo de PVA de filmes de amido com
incorporacdao de celulose microfibrilada a partir de cenouras. Almeida et al., 2020
observaram uma reducdo significativa da PVA para filmes reforcados com

nanoamido e nano particulas de proteinas.

5.3.4. Ensaio Mecéanico e Medida de Espessura
O uso de reforcos em materiais poliméricos pode melhorar as propriedades
mecanicas do material quando existir interacdes entre a matriz e a carga. Dessa
forma o reforco atua conferindo ao material resisténcia a acdo de determinados
tipos de esfor¢cos, como a tracdo e compressao.
No ensaio mecéanico das amostras produzidas neste trabalho foram analisadas
as seguintes variaveis: forca maxima na ruptura, deformacdo e moédulo de

elasticidade dos filmes produzidos.
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Tabela 6 - Dados de espessura e de ensaio mecanico dos filmes de amido
padrdo (FP), dos reforcados com nanoamido (CAA3, CAN3), nanocristrais
(CCAA2,5, CCAN2,5) de celulose e contendo extrato de hibisco (FH10, FH20

e FH30).

Amostras Espessura (mm) Forca Maxima (N) Deformacéo (%)  Mdédulo de elasticidade
FP 0,23 £ 0,052 8,9+1,1b 33,2+7,9" 142,6 + 48,2
CAA3 0,26 + 0,062 16,35+ 1,7 23,6 £ 3,8" 341,6 + 106,2i
CAN3 0,25 + 0,072 27,8 + 5,34 18,9 +£ 1,9 532,0 £ 126,0i
CCAN2,5 0,29 £ 0,072 23,7 +£2,3¢ 22,2 +25h 660,3 + 31,9
CCAA2,5 0,26 + 0,042 22,6 + 3,4¢ 12,7+ 1,79 610,1 + 43,3
FH10 0,22 £ 0,72 9,3+2,5P 43,4 + 5,3 113,2 + 18,0
FH20 0,24 £ 0,72 8,7+3,3° 57,4 + 3,2¢ 133,2 + 23,1/
FH30 0,24 £ 0,32 10,6 + 4,4b 68,3 +4,7¢° 118,3+ 11,5

* As médias seguidas pela mesma letra nédo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey com nivel de confian¢a de 95% de probabilidade.

A Tabela 6 mostra os dados de espessura e dos ensaios mecanicos das
amostras de filmes. Comparando os resultados entre o filme padrdo (FP) e os
filmes reforcados com nanoamido (CAA3 e CAN3) e os reforcados com
nanoamido e nanocristais de celulose (CCAN2,5 e CCAA2)5) é possivel
observar que ndo houve variagdo na espessura dessas amostras. No entanto, o
ensaio mecanico mostrou um aumento da resisténcia para os filmes reforcados
com nanoamidos e nanocristais, através dos valores de forga maxima na ruptura.
A distribuicdo nas nanoparticulas na matriz polimérica aumentou a resisténcia
do material e diminuiu a elasticidade deixando o material mais rigido conforme
os valores referentes a de deformacéo na ruptura e o médulo de elasticidade. Os
filmes reforcados apresentaram maior resisténcia a tragao, no entanto diminuiu
sua elasticidade e aumentou a rigidez.

Para os filmes contendo extrato de hibisco (FH10, FH20 e FH30), comparados
ao filme padrdo, pode-se observar um aumento na deformacdo através dos
valores de deformacao na ruptura. Para os demais valores de espessura e forca
maxima ndo houve diferenga significativa. O aumento na deformacdo das
amostras, proporcional ao percentual de aditivo, pode estar relacionado ao efeito
plastificante do extrato de hibisco nos filmes. As estruturas moleculares das
antocianinas dispdem de varios grupos hidroxilas que pode interagir atraves de
ligacéo de hidrogénio com as cadeias de amilose e amilopectina aumentando a

flexibilidade da matriz polimérica (EDHIREJ et al., 2017). A adigéo de aditivos e
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modificadores reduz as intensas interacoes entre amilose e amilopectina que
ocorrem por ligacdes de hidrogénio (IBRAHIM et al., 2019)

Filmes de amido de mandioca contendo extrato de jameldo, apresentaram maior
deformacg&o e menor for¢ca na ruptura para maiores concentracdes do aditivo
(QUEIROZ et al., 2021). Tal fato poderia estar relacionado a interagcdo dos
acucares e compostos fenélicos presentes no extrato da fruta, os quais, junto ao
glicerol, podem ter atuado como um plastificante extra.

Observou-se a capacidade do plastificante e do extrato em aumentar a
deformagé&o na ruptura dos filmes. Comportamentos similares foram relatados
por Cunha (2017), acerca do filme de amido de mandioca adicionado de extrato
de propolis (28,39%); Souza et al. (2012), com o filme de amido de mandioca
adicionado de polpas de manga e acerola (72,45%); Rodriguez et al. (2006), com
o filme de amido de batata com surfactante (31,5%), e Souza et al. (2012), com
o filme a base de proteinas miofibrilares de carne bovina (17,94%), com a
utilizacao de glicerol como agente plastificante em diferentes concentracdes (0
a 75%).

Na analise de compostos fendlicos, pode-se verificar que o filme com maior teor
(2,99 mg GAE/g de filme) é aquele incorporado com maior concentracao de
extrato aquoso de jameldo (44,1%) (QUEIROZ et al., 2021). Resultados similares
foram reportados na literatura para filmes formulados com extrato de prépolis.
Cunha (2017), com o filme de amido adicionado de 30 e 60% de extrato etandlico
de propolis, obteve teor de fendis de 4,183 e 5,525 mg GAE/g de filme,
respectivamente. Bodini (2011) relatou teor de 8,8 mgGAE/g de filme para
formulacdo elaborada com gelatina como matriz principal e adicdo de extrato
etandlico de propolis.

A mudanca na rigidez dos filmes devido a presenca de reforco observadas por
varios autores podem ser atribuidas a escala nanométrica desses reforgos que
permite com que se forme fortes redes de interacbes com a matriz polimérica
(DO LAGO et al., 2021).

5.3.5. Avaliacao da atividade dos filmes com aditivos naturais
O potencial antioxidante mede a capacidade que determinado material tem de

sequestrar radicais produzidos pelo processo de oxidagdo dos produtos
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embalados. Entre os diversos materiais estudados para essas finalidades, estao
os filmes de amido com aditivos naturais. Os filmes de amido de Inhambu,
produzidos nesse trabalho foram aditivados com diferentes percentuais (em
relagdo a massa de amido) de extrato de hibisco e 6leo de pimenta rosa a fim de

avaliar suas atividades antioxidantes e antibacterianas.

5.3.5.1. Atividade antioxidante
Os filmes contendo diferentes percentuais e tipos de aditivo foram identificados
com cédigos, conforme Tabela 1.
Seguindo a metodologia descrita no item 4.9.8, foi construida uma curva de

DPPH, como mostra a curva apresentada na Figura 41.

Curva de DPPH
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Figura 41 - Curva de DPPH e absorbancia

Com os valores das absorbancias das amostras e da solucdo controle foi
possivel calcular a percentagem de inibicdo de radicais DPPH (Captura de
DPPH) através da Equacao 10 e os resultados estdo apresentados na Tabela 7.
A porcentagem de DPPH remanescente foi calculada pela diferengca entre a
porcentagem total de radical no inicio da reagdo e porcentagem de radical

capturado através da Equacéo 11.

DPPHyemanescente (%) = 100 — %In (11)

84



Tabela 7 - Valores de DPPH remanescentes e captura de radicais DPPH.

Amostra %DPPH remanescente Captura de DPPH (%)
FH10 86,0 14,0
FH20 66,6 33,4
FH30 48,7 51,3

Apés o calculo da porcentagem de radical remanescente, foi obtida a equacao
da reta que correlaciona a concentracdo final de extrato de hibisco com a
percentagem de DPPH renascente. Com isso, foi obtido o gréfico de
concentracéo inibitoria ICso. Com a equacgédo 12, foi calculada a concentracao de
antioxidante necesséria para que haja 50% de DPPH remanescente no sistema
(ICs0)

IC50 = (50 —Db) ~a (12)
Onde:
b = interceptacéo do eixo y
a = inclinacao da reta

Concentracao inibitéria IC50
100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0

10,0
8 13 18 23 28 33

Concentrac¢do do Filme

y =-1.8661x + 104.43  R?=0.9995

DPPH remanescente (%)

Figura 42—Concentracgdo inibitéria para DPPH remanescente 50%.

Com a equacao da reta, o valor calculado para concentragdo de extrato de
hibisco necessario para que a concentracdo de DPPH permanecesse, pela
metade, foi de 29,17 mg.L™.
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A atividade antioxidante esta relacionada com a capacidade de desativar
moléculas reativas de oxigénios singleto (EROs), protegendo, assim, a
membrana da acao de peroxidacao lipidica. A antocianina é capaz de estabilizar
as EROs, mediante a reacdo do seu grupo hidroxil com o radical, isso faz com
gue este fique inativo (Castro et al. 2004). O extrato hidroalcéolico apresenta
atividade antioxidante por ter maiores teores de compostos fendlicos e
antocianinas, pertencentes a familia dos grupos de flavonoides, responsavel
pela pigmentagdo (vermelha) natural da planta, ajudando na prevencao e
reducdo de varias doencas. Os alimentos que possuem mais compostos
fendlicos e antocianinas apresentam maior percentual de atividade antioxidante
(Sobota et al, 2016). Desta forma, é possivel afirmar que a atividade antioxidante
dos filmes contendo extrato de hibisco (Hibiscus rosas-sinensis) correlaciona-se
com o teor de metabdlitos fendlicos presentes nestes aditivos (Silva et al, 2019).

5.3.5.2. Atividade antibacteriana
As atividades antibacteriana dos filmes listados na Tabela 1, foram determinadas
pela metodologia descrita 4.9.9.
As amostras dos filmes contendo 6leo de pimenta rosa ndo apresentaram
formacao de halo de inibicdo para nenhum dos microrganismos, Escherichia Coli
e Staphylococcus Aureus (Figura 43). O éleo comercial utilizado, provavelmente
apresenta baixa atividade antibacteriana, frente ao 6leo essencial, e no filme

essa atividade se manifestou muito discretamente.

Figura 43 - Atividade antibacteriana por difusdo em disco para filmes

contendo 6leo de pimenta rosa em diferentes percentuais.
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A amostra de filme contendo 15% de 6leo apresentou uma leve formacéo de halo
de inibicao frente a E. Coli quanto ST, sugerindo uma baixa atividade para esse
material. Nenhuma formagé&o de halo foi observada para as amostras contendo
5% e 10% de 6leo e nem para o controle (Figura 43).

As amostras contendo extrato de hibisco apresentaram atividade antibacteriana
com formacdo de halo de inibicdo para Escherichia Coli e Staphylococcus
Aureus. Os diametros dos halos formados para cada amostra variaram com o
percentual de extrato de hibisco (Figura 44).

Para as amostras com 10, 20 e 30% de extrato (Figura 44), os halos formados
sdo bem perceptiveis, com seus diametros proporcionais a concentracdo de

aditivo, conforme valores apresentados na Tabela 8.

Escherichia Coli Staphylococcus Aureus

Figura 44 - Atividade antibacteriana por difusdo em disco para filmes
FH10, FH20 e FH30.

Tabela 8 - Medidas dos diametros dos discos e dos halos de inibi¢do para
FH10, FH20 e FH30.

Amostra Diametro do disco Diametro do halo Diametro do halo
(mm) para E. Coli (mm) para S. Aureus (mm)
FH10 10 12 16
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FH20 10 16 22
FH30 10 19 28

Para as amostras com 5% de extrato de hibisco, a formac¢ao do halo foi muito

discreta, praticamente imperceptivel (Figura 45).

Escherichia Coli Staphylococcus Aureus

Figura 45 - Atividade antibacteriana por difusdo em disco para filmes

contendo extrato de hibisco (5%).

A formacéo de um halo de inibicdo esta relacionada a auséncia de crescimento
do microrganismo e difusdo do antimicrobiano em meio sélido (GOUVEA et al.,
2015). Segundo Moreira et. al (2005), halos de 9-14 mm sdo considerados
sensiveis; entre 15-19 mm sdo considerados muito sensiveis. Os valores dos
halos demonstram um maior potencial antibacteriano das amostras frente ao
Staphylococcus Aureus.

Segundo Toledo (2000), a formagéo do halo de inibicdo esté relacionada com a
difusédo do antimicrobiano e com a velocidade de crescimento do microrganismo.
Os fatores que podem influenciar a difusdo do antimicrobiano no meio séo: a
composicdo do 4gar e as interagdes que ocorrem entre o antimicrobiano e o filme
(ALMEIDA et al., 2013).
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Espindola Sobczyk et al. (2021), produziram filmes com O6leo essencial de
oréganoque exibiram atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli,
mostrando eficiéncia do 6leo como agente antimicrobiano.

Santos et al. (2019), relataram que emuls@es filmogénica de quitosana e 6leos
essenciais apresentaram propriedades antimicrobianas em diferentes espectros
de acdo. Com isso, os resultados sugerem que filmes de quitosana incorporados
aos Oleos essenciais de cravo-da-india e de melaleuca podem ser empregados
para aplicagOes de cicatrizacao de feridas.

Brixner et al (2022), relata que filmes com atividades antibacterianas possuem
alto potencial para aplicacbes biomédicas, em especial como material
cicatrizante.

As plantas exercem atividade antibacteriana e associam-se a capacidade de
produzir compostos fitoquimicos para se protegerem contra uma diversidade de
microrganismos (MAHADEVAN, et al, 2009). A literatura descreve a atividade
antibacteriana de compostos fenélicos presentes no Hibisco frente as bactérias
Gram positivas (LIU, et al, 2005). Dessa forma podemos afirmar que a atividade
antibacteriana dos filmes esta relacionada a concentracao de extrato de hibisco
contendo compostos fendlicos que mantiveram suas composi¢cdes quimicas e

propriedades biolégicas apo6s adicionados aos filmes.
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6 COCLUSOES

Os resultados obtidos na extracdo e caracterizacdo do amido indicam que esse
material pode ser aplicado na producdo de filmes e utilizado para fins
alimenticios. As caracteristicas fisico-quimicas se assemelham as dos amidos
de outros tubérculos, com o DRX mostrando picos caracteristicos da estrutura
tipo B. A microscopia revelou granulos de formas ovais, lembrando um grao de
feijdo, com geometria bem definidas sem muitas impurezas ou fissuras. O teor
de amilose e de umidade estdo dentro do esperado para farinhas vegetais
comerciais.

Os amidos modificados a 50 e 60 °C apresentaram grau de substituicdo
semelhante aos encontrados em outros trabalhos, sugerindo aplicacdes diversas
para esses materiais, além de apresentarem alteracdes significativas nas suas
caracteristicas fisico-quimicas, comparadas ao amido nativo. O amido
modificado a 40 °C apresentou baixo grau de substituicdo e ndo apresentou
diferencas significativas em algumas caracteristicas fisico-quimicas.

O filme obtido a partir do amido de Inhambu e glicerol apresentou boas
caracteristicas visuais, um bom desempenho mecéanico e boas caracteristicas
fitoquimicas. Os filmes reforcados apresentaram alteracdes significativas nas
propriedades mecéanicas com o0 aumento de resisténcia e diminuicdo da
elasticidade, no ensaio de tracdo. Nas caracteristicas fisico-quimicas houve
mudancas significativas na permeabilidade ao vapor de agua e nas propriedades
térmicas.

Os filmes contendo extrato de hibisco e 6leo de pimenta rosa apresentaram boas
caracteristicas visuais e de textura. Os resultados dos testes de potenciais
antioxidantes e antibacterianos foram positivos para os filmes contendo extrato
de hibisco, com valores interessantes para os filmes com 10, 20 e 30% do aditivo.
Houve também, variacbes nas propriedades fisico-quimicas como a
permeabilidade e solubilidade e pouca variagdo nas propriedades térmicas. Nas
propriedades mecénicas, houve variacdes consideraveis na elasticidade dos

filmes com extrato de hibisco, observadas nos valores de deformagé&o na ruptura.
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