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RESUMO

A busca por novas técnicas de producdo de materiais que substituam os
plasticos como forma de embalagem de alimentos tem feito crescer a aplicacdo de
polimeros biodegradaveis para formacdo de filmes e coberturas para alimentos.
Neste contexto, o amido tem se destacado por ser o mais abundante e o de menor
custo, além de apresentar possibilidades de modificacdo quimica, fisica ou genética
e originar filmes resistentes e biodegradaveis. O presente trabalho teve como
objetivo a producdo de peliculas biodegradaveis de amido de mandioca com
incorporacao de extrato seco da agua de cozimento de pinhdo. Foi possivel avaliar a
capacidade antioxidante (DPPH, FRAP e Fendlicos Totais) dos filmes e caracterizar
0 extrato seco quanto a acdo antioxidante, a microestrutura dos filmes por
microscopio eletrénico de varredura (MEV), a propriedade térmica dos filmes por
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), a hidrofilicidade e a opacidade dos
filmes. Os resultados demonstraram que com o aumento de 15 para 30% de extrato
nos filmes houve um aumento proporcional na atividade antioxidante para todas as
analises. Para os resultados do DSC, notou-se que houve uma reducdo da
temperatura do pico maximo em funcéo da presenca do extrato, evidenciando que o
extrato atuou como plastificante. Em relacdo aos resultados do MEV, houve um
aumento na rugosidade da superficie dos filmes com a adicdo de extrato e, na
fratura dos filmes pode-se notar a formacéo nitida de uma estrutura mais compacta
conforme a quantidade de extrato adicionado aumentou. A adigdo do extrato ndo
modificou as caracteristicas de hidrofilicidade dos filmes mas proporcionou um
aumento significativo nos valores de opacidade, ndo havendo diferenca entre as
duas formulacdes contendo o extrato (15 e 30%).

Palavras-chave: Filme biodegradavel, amido de mandioca, Araucaria angustifolia;
atividade antioxidante.
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ABSTRACT

The search for new techniques of materials production that replaces plastic as food
packaging has led to an increased application of biodegradable polymers as films
and coatings. In this context, starch has emerged as the most abundant and low-cost
option, and can also be chemically, physically or genetically modificated, originating
resistant and biodegradable films. This present work had as objective the production
of biodegradable films of cassava starch with the incorporation of dry extract of pine
cooking water. It was possible to evaluate the antioxidant capacity (DPPH, FRAP and
Total Phenolic) of the films, and characterize the dry extract as the antioxidant action,
the microstructure of the films by scanning electron microscope (SEM), the thermic
property of the films by Differential Scanning Calorimetry (DSC), and also the
hydrophilicity and the opacity of the films. The results showed that with the increase
of 15 to 30% of the extract in the films, there was a proportional increase in the
antioxidant activity, in all of the analysis. On the DSC results, it was noted a reduction
of the maximum peak temperature due to the presence of the extract, evidencing that
the extract acted as plasticizer. In relation to the SEM results, there was an increase
in the film surface roughness with the addition of the extract, and in the film fracture,
the formation of a compact structure was clearly noticed, as the amount of added
extract was increased. The addition of the extract did not modified the characteristics
of hydrophilicity of the films but provided a significant increase in the opacity values,
there being no difference between the two formulations containing the extract (15
and 30%).

Key words: Biodegradable film, cassava starch, Araucaria angustifolia; Antioxidant
activity.
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1. INTRODUCAO

Filmes poliméricos podem ser produzidos com materiais biodegradaveis como
proteinas, polissacarideos, lipidios e derivados. Um dos biopolimeros mais utilizados
neste sentido é o amido, devido ao seu baixo custo e sua alta disponibilidade, além
de apresentar muitas possibilidades de modificacdo quimica, fisica ou genética e por

originar filmes e revestimentos resistentes (SILVA, 2009).

Embalagens, ou filmes, contendo compostos ativos, além de atuarem como
barreiras a agentes externos e de interagirem com o alimento na sua conservagao
mantém a qualidade microbioldgica e sensorial dos alimentos. Nestes podem ser
adicionadas substancias antioxidantes com o intuito de impedir ou reduzir as
reacoes em cadeia geradas pelos radicais livres formados durante o processo de
oxidagdo (SANTOS, 2014; SANTANA, 2012). O uso de antioxidantes naturais,
particularmente polifendis extraidos de plantas e Oleos essenciais, € uma tendéncia

atual na pesquisa de embalagens para alimentos.

Uma importante fonte de antioxidantes é o pinhdo, semente da Araucaria
angustifolia, Unica espécie do género araucéria encontrada no Brasil e pertencente a
familia das araucariaceas (DAROLT; HELM 2012). Possui compostos fendélicos que
sdo metabdlitos secundéarios e apresentam atividade antioxidante. O pinhdo é
consumido apls seu cozimento em agua, que apOs este processo apresenta
coloracdo escura indicando a presenca de compostos extraidos das sementes.
Segundo Cordenunsi et al. (2004), a quercetina presente nas cascas do pinhao
migra para a semente durante o cozimento, mas ndo para a adgua de cozimento, ja a
catequina migra tanto para a agua de cozedura quanto para o endosperma. Ainda
de acordo com os autores, quando in natura, grande quantidade dos compostos
fendlicos do pinhdo se encontram em sua casca (4198,75 mg/g), e com o cozimento
da mesma, tais compostos migram para a agua de cozimento (1215,82 mg/g) ou sao
incorporados ao endosperma cozido. Dessa forma o extrato aquoso do cozimento do
pinh&o apresenta grande potencial de utilizagdo como fonte de antioxidantes para

aplicacao em filmes de amido ativo.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi a producao e caracterizacdo de filmes ativos

de amido de mandioca, contendo extrato do cozimento de pinh&o.

2.2.

Objetivos Especificos

Obtencado do extrato do cozimento do pinhdo, secagem por liofilizacéao
e caracterizacdo da atividade antioxidante do mesmo pelos métodos
de DPPH, FRAP e Fendlicos Totais;

Producgéo de filmes de amido de mandioca contendo extrato seco da
adgua de cozimento do pinhdo (15 e 30% com relacdo a massa de
amido) pelo método de film casting;

Caracterizacdo da opacidade dos filmes por Espectrofotometria UV-
Vis;

Caracterizacdo da atividade antioxidante dos filmes produzidos pelos
métodos de DPPH, FRAP e Fendlicos Totais;

Caracterizacdo da microestrutura do filme por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV);

Caracterizacdo térmica dos filmes por Calorimetria Diferencial de
Varredura (Differential Scanning Calorimetry, DSC);

Caracterizacdo da hidrofilicidade dos filmes pela avaliacdo do angulo

de contato dos mesmos com agua (goniometria).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Filmes de amido obtidos por film casting

Observa-se um crescente interesse em nivel mundial em relacdo ao uso de
polimeros biodegradaveis, principalmente quando se considera o desenvolvimento
de produtos que provoquem menor impacto ambiental (ROSA et al., 2001). Dentre
os polissacarideos mais utilizados na fabricacdo de filmes estdo derivados de amido
e celulose, alginato, pectina, quitosana e algumas gomas (KROCHTA, 2002;
LAROTONDA, 2002; THARANATHAN, 2003).

O amido pode ser obtido a partir de diversas fontes como mandioca, milho,
batata, ervilha, arroz, etc. apresentando diferentes propor¢cées entre seus
componentes em fun¢éo da sua origem. O amido de mandioca € um polissacarideo
natural, constituido por cerca de 18% de cadeias lineares (amilose), e cerca de 82%
de cadeias ramificadas (amilopectina), obtido a partir de raizes de mandioca (SILVA,
2009). A amilose (Figura la) € um polimero linear com unidades de D-glicose
ligadas por ligagcdes a-(1—4). A amilopectina (Figura 1b) € um polimero altamente
ramificado, com unidades de D-glicose ligadas através de ligacbes a-(1—4) e as
ramificacbes em a-(1—6) (ELLIS et al., 1998).
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Figura 1. Estrutura molecular da amilose (a) e amilopectina (b)

Fonte: Corradini (2005).
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A técnica de film casting é utilizada amplamente em escala laboratorial para
producéo de filmes de diferentes biopolimeros. O estagio inicial para producédo dos
filmes é sempre a gelatinizacdo do amido, ou dispersédo caso este seja um amido do
tipo pré-gelatinizado, que ocorre em excesso de agua (> 90%) sob aquecimento,
sendo que posteriormente a esta etapa, a secagem da solugdo é realizada apos
verté-la em recipiente adequado (formas de Teflon®, placas de petri, etc.) para
formacéo do filme (JIMENEZ et al., 2012).

De acordo com JIMENEZ et al. (2012) a gelatinizacdo do amido pode ser
entendida como um processo de trés estagios em que ocorrem diferentes eventos

estruturais:

1. A absorcdo de agua pelos granulos de amido promove um aumento na
mobilidade das cadeias poliméricas nas regides amorfas;

2. Os polimeros de amido nas regibes amorfas rearranjam-se
frequentemente formando novas interacdes intermoleculares;

3. Com o0 aquecimento crescente, as cadeias poliméricas tornam-se mais
moveis e perdem tanto as suas interacdes intermoleculares quanto a

estrutura granular global.

Os filmes confeccionados exclusivamente por amido ndo se adequam com
facilidade aos métodos convencionais de processamento utilizados na producéo de
embalagens, pois sdo pouco flexiveis e, por consequéncia, quebradicos. A fim de
sanar tal dificuldade se faz necessaria a aplicacdo de aditivos as matrizes
poliméricas, como plastificantes, que melhoram as propriedades mecanicas dos
filmes pela diminuicdo de sua rigidez. Para a escolha dos plastificantes, deve ser

levado em conta sua compatibilidade com o biopolimero (DAUDT et al., 2004).

No caso dos filmes de amido sédo mais utilizados os poliois, como o glicerol e
o sorbitol, materiais que aumentam a flexibilidade dos filmes através da interacdo
com as cadeias de amido que elevam os niveis de mobilidade molecular. O glicerol
devido a sua compatibilidade e interagdo com as cadeias de amido, leva a um
aumento da mobilidade molecular e, consequentemente da flexibilidade dos filmes
de amido. Contudo, um efeito negativo do seu uso é o aumento da hidrofilicidade e
permeabilidade ao vapor de agua, causado por seu carater hidrofilico (SHIMAZU;
MALI; GROSSMANN, 2007).
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De acordo com Paes et al. (2008), ndo h&d um padrdo quanto ao método de
preparacédo de filmes de amido para que seja obtido um filme com as caracteristicas
funcionais e fisico-quimicas necessarias. Assim, pode concluir-se que a preparagao
de peliculas de amido é um processo que depende de véarios fatores, tais como o
tipo de amido e plastificante, e deve ser otimizado para se obter filmes com
propriedades adequadas.

Alves et al. (2007) produziram filmes de amido de mandioca pelo método de
film casting com o objetivo de investigar o efeito do glicerol (plastificante) e do teor
de amilose em suas propriedades. Os resultados demonstram que os filmes com
maior proporcdo de amilose apresentaram-se mais fortes e menos permedaveis ao
vapor de agua. Rocha et al. (2014) realizou um estudo onde filmes de amido de
mandioca produzidos por film casting foram avaliados quanto a adicdo de extrato
proteico de soja (EPS), glicerol e o pH do meio também foi avaliado. A adicdo de
EPS resultou em um aumento da solubilidade dos filmes, em diferenca de cor
(amarelecimento) e na reducdo da deformacédo na ruptura. A combinacdo de baixos
teores de proteina e de glicerol em pH alcalino reduziu a permeabilidade ao vapor de
agua. Como resultado da otimizacao, considerando-se os fatores desejaveis: baixa
permeabilidade ao vapor de agua, baixa solubilidade e boa resisténcia mecanica, as
melhores condi¢cdes de processo que atenderiam a estas caracteristicas foram

15,2% de extrato proteico de soja, 29,2% de glicerol em pH 6,1.

3.2. Embalagens ativas

Embalagens ativas sdo aquelas que, além de atuarem como uma barreira a
agentes externos, podem corrigir deficiéncias presentes na embalagem passiva,
apresentando atividade antimicrobiana e/ou antioxidante por exemplo. Elas podem
ser definidas como embalagens em que elementos adicionais foram
deliberadamente incluidos no material da embalagem, para melhorar seu
desempenho (ROBERTSON, 2006). Essas tecnologias envolvem materiais que
apresentam o potencial para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos,
prolongar a vida de prateleira, reduzir o impacto ambiental e aumentar a atratividade

do produto embalado para os consumidores (FANG et al., 2017).
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Nas embalagens que apresentam atividade antioxidante, o agente ativo
antioxidante € incorporado dentro da matriz polimérica da embalagem ou somente
na superficie do recipiente em que o produto permanece em contato, exercendo a
sua acédo através da absorcao de compostos que estejam presentes no head space
da embalagem ao redor do produto, ou liberando compostos antioxidantes para o
alimento na superficie em que mantém contato (FANG et al., 2017). A introducéo de
compostos ativos naturais aos materiais de embalagem proporciona vantagens em
comparacdo com a adicdo direta destes aos alimentos, ja que a quantidade de
substéancia adicionada na embalagem tende a ser menor do que se fosse adicionado
ao alimento, além da eliminacdo de possiveis processos adicionas ho
processamento do alimento (LAGARON; LOPEZ-RUBIO; FABRA, 2016).

Diferentes estudos foram realizados com a adi¢ao de antioxidantes naturais a
filmes de amido, como por exemplo, Tran et al. (2017), que adicionaram po de
beterraba vermelha em filmes de amido. Os autores verificaram que o0 composto
betanina foi liberado dos filmes e demonstrou atividade antioxidante altamente
eficiente contra o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (sDPPH radical) e o radical
catibnico 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (ABTSe*). Além disso,
a incorporacdo do pé de beterraba levou a um aumento do médulo de Young do

material sem comprometer a sua capacidade de alongamento.

Em outro estudo, Jaramillo et al. (2016), adicionaram diferentes
concentracfes de extrato de erva mate (0, 5 e 20% em peso) em formulacdo de
filmes de amido por film casting. Os autores observaram um efeito plastificante em
funcdo da adicdo do extrato. Talon et al. (2016) produziram filmes de amido
incorporados um extrato de tomilho rico em polifendis. A adi¢cdo do extrato forneceu
aos filmes atividade antioxidante notavel. Os filmes ficaram mais escuros, mais

avermelhados e menos transparente quando o extrato foi incorporado.

3.3. Pinhéo

O pinh&o, semente da arvore Araucaria angustifolia que pertence a familia
das araucacias, é consumido no Sul e Sudeste do Brasil; € principalmente cozido em
agua, mas também usado como uma farinha crua para pratos regionais ou assados.

Possui uma longa histéria de uso como alimento na regido sudeste do Brasil, como
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farinhas em pratos regionais ou panificagdo, especialmente durante o inverno
(CORDENUNSI et al., 2004). E formado por um envoltério (casca), endosperma
amilaceo e embrido. Possui um alto valor nutricional e de reservas energéticas, é
fonte de amido e de fibras alimentares e possui baixo teor de gordura, além de ser
uma boa fonte de compostos bioativos (PIGOZZI; CONTO; VEECK, 2015).

O pinh&o possui quantidades consideraveis de compostos fendlicos, sendo
que, estes estdo em maior nUmero na sua casca e migram para a semente ao
passar pelo processo de cocgdo (CORDENUNSI et al., 2004). O principal grupo de
compostos fendlicos presentes no revestimento do pinhdo sdo os taninos
condensados e hidrolisaveis de alto peso molecular, compostos estes que possuem
maior atividade antioxidante que os compostos fendlicos simples (KOEHNLEIN et
al., 2012; THYS; CUNHA, 2015)

Segundo Giazzon et al. (2009), na agua resultante do cozimento do pinhdo ha
polifendis totais que apresentam importante atividade antioxidante, sugerindo uma
possivel utilizacdo para este residuo. Assim, torna-se interessante obter materiais
biopoliméricos a base de amido de mandioca adicionados de agua de cozimento de
pinhdo, visando o reaproveitamento deste residuo, bem como a obtencédo de filmes

ativos para embalagens de alimentos com propriedades melhoradas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Matéria Prima

Os pinhdes foram obtidos em mercado local (Campo Mouréo, PR) em julho de
2016. O plastificante glicerol (glicerina P.A., Nuclear) e o biopolimero amido de
mandioca (Indemil) foram utilizados para produzir os filmes. Para as analises de
atividade antioxidante foram utilizados os seguintes reagentes: reagente de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich), carbonato de sédio (Vetec) e padrdo de acido galico
(Sigma-Aldrich) foram utilizados para determinar a concentragéo total de composto
fenolico dos filmes. O radical DPPH (2,2-difenil- picrilhidrazil, Sigma-Aldrich) e FRAP
[tampéao acetato 0,3 M pH 3,6; TPTZ (2,3,5-cloreto trifeniltetrazolium, Sigma-Aldrich)

10 mM foram utilizados para determinar a capacidade antioxidante.

4.2. Obtencéo do extrato seco da agua de cozimento
Os pinhdes foram inicialmente lavados em agua corrente e entdo cozidos em
panela comum (convencional) durante 2 horas (proporcédo de 526 g para 1 L de
agua). A agua de cozimento foi colocada em um recipiente fechado e armazenada
em um ultrafreezer (-90°C), depois foi liofilizada (Liotop L101, Liobras) obtendo o

extrato seco da agua de cozimento do pinhdo (rendimento: 7,0 g de extrato seco).

4.3. Caracterizacao do extrato seco do cozimento do pinhao

4.3.1. Conteudo total de fendlicos

Para determinacdo do teor de fendlicos totais, foi realizada uma diluicdo do
extrato seco da agua de cozimento liofilizada de 0,5% (0,05 g extrato seco para 10
mL de solugcdo aquosa). Adicionou-se 30uL do extrato diluido, 2.370uL de agua
destilada, 150uL do reagente Folin-Ciocateu e apds 2 minutos, adicionou-se 450uL
de carbonato de sddio 15%. Apds a adicdo do reagente foi utilizado o vortex por 10
segundos, para completa homogeneizacdo. Os tubos foram armazenados no
escuro, por 2 horas. Seguiu-se a leitura em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 765 nm. O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram

obtidos a partir de uma curva padrédo de &cido galico (entre 30 e 1500 mg/L), e ao
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final foram expressos em mgequivalente de 4cido galico/Qextrato seco (MYeac/ges) (SINGLETON,;
ROSSI, 1965).

4.3.2. Capacidade antioxidante através do ensaio de DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada através do ensaio de DPPH de acordo
com (Brand-Williams et al., 1995). Adicionou-se 3.900 uL de solu¢do metandlica de
DPPH a 60 pmol/L; 100y L de extrato diluido 25 vezes para a solucado de extrato
seco a 0,5%. Apds a adicao do reagente foi utilizado o vortex por 10 segundos, para
completa homogeneizagdo. Um controle negativo foi preparado com a substituicdo
do mesmo volume do extrato diluido com etanol. Além disso, uma amostra em
branco da diluicdo do extrato foi preparada substituindo o mesmo volume de solugéo
de DPPH por metanol. Ap6s 30 minutos no escuro e a temperatura ambiente, 0s
valores de absorbancia foram determinados & 518 nM em um Espectrofotdbmetro UV-
VIS (USB650 UV, Ocean Optics). A quantificacao foi realizada usando uma curva de
calibragdo de Trolox (10 a 60 umol/L) e expressa em Pmol/Ltrolox equivalente/Jextrato seco
(umolte/ges). Os resultados das trés fracfes de cada diluicdo do extrato seco foram

combinados ao final para um Unico valor.

4.3.3. Método FRAP

O método foi executado conforme Benzie e Strain (1996). Primeiramente, foi
adicionado 100 pL de extrato diluido: 6,67 vezes para as solucdes de extrato seco a
0,5%, em seguida adicionou-se 300 uL de agua destilada a 37°C e, por fim, 3000 uL
de complexo férrico TPTZ (TPTZ 10 mM em HCI 40 mM, cloreto férrico 20 mL,
tampéo acetato 300 mM pH 3,6, na proporcao de 1:1:10, respectivamente) a 37°C.
Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vértex por 10 segundos, para
completa homogeneizagdo e mantidos em banho maria a 37°C durante 30 minutos
no escuro. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro, em 593 nm. O reagente
FRAP foi utilizado como branco para a calibracdo do equipamento. Os valores
obtidos foram comparados com as leituras encontradas com a curva padrdo de
Trolox (50 a 1000 pmol/L). O valor final foi expresso em pPmolequivalente de trolox/gextrato seco,

e 0 experimento foi realizado em triplicata.
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4.4. Producéao dos filmes
Produziram-se 3 formulacdes de filme a base de amido de mandioca, como
mostrado na Tabela 1: controle (AFC) (sem adicdo do extrato seco da agua de
cozimento do pinh&o); adicionado 15% de extrato seco (15E) e adicionado 30% de
extrato seco (30E) com relacdo a massa de amido. Os filmes de amido de mandioca
foram produzidos segundo a metodologia de Erdohan et al. (2013), com

modificacdes. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata.

Tabela 1 - Formulacdes dos filmes de amido de mandioca incorporados com extrato
seco da agua de cozimento do pinh&o.

Material AFC 15E 30E

H20 (mL) 2425 2425 2425
Amido de mandioca (Q) 6,2500 6,2500 6,2500
Glicerol (g) 1,2500 1,2500 1,2500
Extrato (g) 0,0000 0,9375 1,8750

Para a formulacdo com 30 % de extrato seco (30E), 6,25 g de amido foi
gelatinizado com 242,5 mL de agua destilada em uma placa de aquecimento com
agitacdo a 100°C por aproximadamente 20 min, utilizou-se uma placa de petri por
cima do béquer evitando a evaporacédo. Depois de gelatinizado, foi adicionado 1,25 g
de glicerol e, por fim, foi adicionado o extrato seco (1,875 g). No caso do filme
contendo 15% de extrato seco (15E), foi realizado o mesmo procedimento que o
anterior, mas com adicao de 0,9375 g do extrato (15%). Para a formulacdo controle
(AFC, sem adicdo do extrato seco da agua de cozimento do pinhao) a diferenca é
gue apenas néo foi adicionado extrato no fim do processo. Verteu-se cada filme em
forma de teflon (21cm x 14cm) para secagem em estufa de conveccédo forcada a
40°C durante 24 horas.
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4.5. Caracterizacéo dos filmes

4.5.1 Caracterizacdo da Microestrutura
As andlises de microestrutura dos filmes foram realizadas em microscopio
eletrbnico de varredura (MEV Hitachi 3000) localizado na UTFPR Campus Pato
Branco. Foram avaliadas a superficie e a fratura das amostras.

4.5.2 Propriedades térmicas dos filmes
As propriedades térmicas dos filmes foram avaliadas por Calorimetria
Diferencial de Varredura (Differential Scanning Calorimetry, DSC Perkin Elmer,
modelo DSC 4000). Cerca de 5 mg das amostras pré-condicionadas em dessecador
foram analisadas em cadinhos de aluminio, sendo a varredura realizada entre 10 e
200°C a uma taxa de aquecimento de 20°C/min sob fluxo de nitrogénio gasoso (20
mL/min) (SILVA, 2009).

4.5.3 Hidrofilicidade dos filmes
A hidrofilicidade dos filmes foi avaliada com medidas de angulo de contato
(gota séssil) foram realizadas utilizando-se 4gua deionizada em goniébmetro Ramé-
Hart, localizado na Universidade do estado de Santa Catarina (UDESC, Joinville,
SC). O angulo de contato 6 é definido como o dngulo entre a reta tangente a gota no
ponto de contato com a amostra e a reta tangente a superficie da amostra no

mesmo ponto (Figura 2).

Salido (filme)

Figura 2. Representacao da analise de angulo de contato (gota séssil).

4.5.4 Opacidade
A opacidade aparente dos filmes foi determinada segundo Park e Zhao
(2004), em espectrofotbmetro UV-Visivel (Ocean Optics USB650UV). Os corpos de
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prova foram cortados em retangulos e aderidos a parede interna de uma cubeta de
quartzo (10 mm caminho 6tico). A espessura dos filmes foi determinada com um
micrémetro digital (Pantec). Nessas condicfes, foi analisada a absorbancia a 600
nm. Os resultados foram apresentados como a razdo entre a absorbéncia e a

espessura do biofilme (mm) (Abssoonm.mm-?).

4.6. Atividade Antioxidante dos filmes

4.6.1. Extracdo dos compostos antioxidantes dos filmes
Para solubilizar a matriz do filme contendo os compostos fendlicos, pesou-se
1,0 g do filme e adicionou-se 20 mL de agua destilada. Em rotor estator (Ultra turrax,
T25 IKA), a mistura foi homogeneizada a 4.000 rpm até a total fragmentacdo do
filme durante 15 minutos com temperatura controlada por um banho de 4gua com

gelo em um béquer. Os extratos resultantes foram estocados em freezer a -20°C.

4.6.2. Conteudo total de fendlicos

Para determinacdo dos fendlicos totais, adicionou-se a um tubo ensaio de
10mL com micro pipeta, 30uL de extrato diluido 2 vezes para os extratos dos filmes,
2370uL de agua destilada, 150uL do reagente Folin-Ciocateu e apdés 2 minutos,
adicionou-se 450uL de carbonato de sodio 15%. Apos a adigdo do reagente foi
utilizado o vortex por 10 segundos, para completa homogeneizacdo. Os tubos foram
armazenados no escuro, por 2 horas. Seguiu-se a leitura em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 765 nm. O experimento foi realizado em triplicata. Os
resultados foram obtidos a partir de uma curva padrdo de acido gélico (entre 30 e
1500 mg/L), e ao final foram expressos em Mmgequivalente de 4cido galico/Jfime (MYEAG/QES)
(SINGLETON; ROSSI, 1965).

4.6.3. Capacidade antioxidante através do ensaio de DPPH
A capacidade antioxidante foi avaliada através do ensaio de DPPH de acordo
com Brand-Williams et al. (1995). Adicionou-se 3.900 uL de solugdo metandlica de
DPPH a 60 umol/L; 100uL de extrato diluido 50 vezes para os extratos dos filmes.
Apoés a adicado do reagente foi utilizado o vortex por 10 segundos, para completa

homogeneizacdo. Um controle negativo foi preparado com a substituicdo do mesmo
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volume do extrato diluido com etanol. Além disso, uma amostra em branco da
diluicdo do extrato foi preparada substituindo o mesmo volume de solu¢géo de DPPH
por metanol. Apés 30 minutos no escuro e a temperatura ambiente, os valores de
absorbancia foram determinados a 518 nm em um Espectrofotometro UV-VIS
(USB650 UV, Ocean Optics). A quantificacdo foi realizada usando uma curva de
calibracdo de Trolox (10 a 60 pumol/L) e expressa em PmMOl/Ltrolox equivalente/Qfime
(umol/Lte/ges). Os resultados das trés fracbes de cada diluicdo do extrato seco

foram combinados ao final para um unico valor.

4.6.4. Método FRAP

O método foi executado conforme Benzie e Strain (1996). Primeiramente, foi
adicionado 100 pL de extrato diluido: 12,5 vezes para os extratos dos filmes, em
seguida adicionou-se 300 pL de agua destilada a 37°C e, por fim, 3000 yL de
complexo férrico TPTZ (TPTZ 10 mM em HCI 40 mM, cloreto férrico 20 mL, tampé&o
acetato 300 mM pH 3,6, na proporcdo de 1:1:10, respectivamente) a 37°C. Em
seguida, os tubos foram homogeneizados em vortex por 10 segundos, para
completa homogeneizagdo e mantidos em banho maria a 37°C durante 30 minutos
no escuro. A leitura foi realizada em espectrofotometro, em 593 nm. O reagente
FRAP foi utilizado como branco para a calibracdo do equipamento. Os valores
obtidos foram comparados com as leituras encontradas com a curva padrao de
sulfato ferroso (0-2000 uM). O valor final foi expresso em PMOol/Lequivalente de trolox/Jextrato
seco, Sendo que a curva padrao de trolox foi de 50 a 1000 pmoltoiox /L (y = 0,0012x +
0,0011, R?=0,9971), e o experimento foi realizado em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSOES

5.1. Caracterizacao do extrato seco de cozimento do pinhéo

O extrato do cozimento do pinh&o foi obtido e apds a etapa de liofilizacdo
caracterizado com relacdo a sua atividade antioxidante (DPPH, FRAP e fendlicos

totais) e os resultados estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Atividade antioxidante (DPPH, FRAP e fendlicos totais) do extrato de

cozimento do pinhdo apés a liofilizacao.

Os resultados de atividade antioxidante demonstraram uma a¢ao semelhante

frente ao radical DPPH e quanto a capacidade de reducdo do complexo férrico-

tripiridiltriazina (Fe3* -TPZ) para o ferroso (Fe?* -TPZ) em condi¢des acidas.

5.2. Caracterizacédo dos Filmes produzidos
As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie e da

fratura dos filmes encontram-se apresentadas nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Imagens de MEV das superficies dos filmes: a) amido controle, b) 15E, c)
30E. Magnificacdo de 300x.
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Figura 5 - Imagens de MEV das fraturas dos filmes: a) amido controle, b) 15E, c)
30E. Magnificagéo de 2.000x.

E possivel observar nas imagens de MEV que na superficie dos filmes com a
adicdo de extrato houve um aumento na rugosidade. Além disso, nas fraturas pode-
se notar a formacao nitida de uma estrutura mais compacta conforme a quantidade

de extrato adicionado aumenta.

A caracterizacdo térmica dos filmes esta representada na Figura 6 com os
termogramas resultantes da anéalise de DSC.
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Figura 6. Termogramas de DSC das amostras de filmes (controle, com 15% (15E) e

30% (30E) de extrato) e extrato seco obtido da agua de cozimento do pinh&o.

Nota-se em todos os termogramas, um pico largo com ponto maximo
localizado em 65 °C (extrato), 104°C (filme controle), 102°C (15E) e 91,4 °C (30E).
Percebe-se que houve uma reducédo da temperatura deste pico maximo em funcéo

da presenca do extrato quando comparado ao filme controle.

Com o aquecimento na gelatinizacdo do amido, as ligac6es dos polimeros
comecam a ser desfeitas, iniciando com as estruturas ramificadas da amilopectina
gue possuem ligacdes mais fracas. A adicdo do plastificante funciona como uma
espécie de “lubrificante” que fica entre os granulos de amido para fornecer
elasticidade ao filme, e com a secagem as ligagbes sao refeitas com um “recheio”, o

plastificante.

Partindo da analise de DSC que tem como objetivo saber qual a temperatura
de fuséo do filme (temperatura de amolecimento do filme), pode-se perceber com os
termogramas que, conforme maior a adicdo do extrato, a temperatura de ponto
maximo diminuiu, demonstrando uma quantidade maior de “lubrificante”,

necessitando uma temperatura menor para quebrar essas ligacOes refeitas.
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Comprovando que o extrato atuou como plastificante, permanecendo entre os

granulos também.

De acordo com Jaramillo et al. (2016), este pico endotérmico localizado em
aproximadamente 90 °C para filmes de amido tem sido atribuido & fusdo dos cristais
(Tm, temperatura de fusao cristalina) de amido formados durante a retrogradacao.
Dessa forma percebe-se que com 0 aumento da concentracdo de extrato na
formulacdo, esta temperatura maxima foi reduzida, possivelmente indicando a
formacdo de um filme com caracteristica mais amorfa. De acordo com Mathew e
Abraham (2008), filmes contendo antioxidante de baixa polaridade, que possuam uma
Tm menor do que a matriz polimérica, como € o caso do extrato de cozimento de
pinhdo (Figura 6a) tendem a causar uma diminuicdo na Tm dos filmes, devido aos
grupamentos de baixa polaridade que compde os antioxidantes, que diminuem as

interag6es intermoleculares das cadeias poliméricas.

Em todas as amostras de filmes observa-se que o pico endotérmico esta
localizado entre 40 e 180°C, mesmo comportamento observado por Jaramillo et al.
(2016), para filmes de amido contendo 5 e 20% de extrato de erva mate. Neste
sentido Freitas (2015) também observou um comportamento de plastificacdo de

filmes de zeina adicionados com o extrato de cozimento do pinhéo.

Na Tabela 2 sé&o apresentados os resultados referentes ao angulo de contato
com a agua obtidos para os filmes por goniometria. Os valores obtidos nédo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si (p > 0,05), ou seja, a
adicdo do extrato ndo modificou as caracteristicas de hidrofilicidade dos filmes.
Jaramillo et al. (2015) observaram que o angulo de contato de filmes de amido de
mandioca contendo extrato de erva mate aumentou quando o extrato foi
incorporado, de 55° para 75°. De acordo com Vogler (1998), superficies
"hidrofébicas" e "hidrofilicas" podem ser definidas com 6> 65° e 6 <65 °C,
respectivamente, dessa forma o filme controle ja apresentava classificacdo como
hidrofébico e a incorporagdo do extrato de cozimento do pinhdo manteve esta

tendéncia.
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Tabela 2 - Angulo de contato com agua, opacidade e atividade antioxidante (DPPH,

FRAP, Fendlicos Totais) dos filmes de amido contendo extrato de cozimento de

pinh&o.
Amostra Controle 15E 30E
Bh20 (°) 76,912+ 0,87 81,782+ 2,07 76,432+ 1,18
Opacidade (Abseoonm.mm?)  5602+0,57 11,76°+3,33 14,93+ 4,58
DPPH (Umolet /gfime) 0,002+ 0,00 100,46° +1,99  244,32° +8,16
FRAP(UMOIeT /Gfiime) 0,002 +0,00 117,83"+4,59 217,01¢+ 0,87
FT(MQEeAG /Jfime) 0,002+0,00 2556°+0,49  41,98°+ 1,22

Nota: Média dos resultados obtidos através das analises descritas + desvio padrédo, onde: AFC (filme
controle), 15E (filme adicionado 15% de extrato seco com relacdo a massa de amido), 30E (filme
adicionado 30% de extrato seco com relagdo a massa de amido). Letras minusculas diferentes
sobrescritras as médias indicam diferencga estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Ainda na Tabela 2, encontram-se os resultados referentes a opacidade dos
filmes. Nota-se que com a adicdo do extrato de cozimento do pinhdo houve um
aumento significativo (p < 0,05) nos valores, porém entre as duas formulacbes
contendo o extrato (15 e 30%) nao houve diferenca (p > 0,05). Um aumento da
opacidade dos filmes como consequéncia da adicdo de extratos antioxidantes
também foi relatado em filmes de gelatina de peixe contendo extrato de borragem
(GOMEZ-ESTACA et al., 2009) e filmes de quitosana incorporados com extrato de
cha verde (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010).

A atividade antioxidante dos filmes foi avaliada com as analises de DPPH,
FRAP e fendlicos totais, sendo os resultados apresentados na Tabela 2. Nota-se
que os filmes controle, sem extrato, ndo apresentaram atividade antioxidante, ja as
amostras contendo 15 e 30% de extrato de cozimento de pinhdo apresentaram
valores de atividade antioxidante significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
Com o aumento de 15 para 30% de extrato houve um aumento proporcional na
atividade para todas as analises. Freitas (2015) aplicou o extrato de cozimento do
pinhdo em formulacdo de filmes de zeina na proporcdo de 25% de extrato seco e
obteve valores de DPPH, FRAP e FT iguais a 3,10 (umolET /gfilme), 18,60 (umolET
/gfilme), 9,28 (MgEAG /gfilme). Os valores encontrados no presente trabalho

demonstram que a atividade antioxidante dos filmes foi superior a dos filmes de
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zeina mencionados anteriormente. Este fato provavelmente estd associado a
interacdo entre os compostos fendlicos presentes no extrato com a zeina, por
ligacbes de hidrogénio através das hidroxilas presentes nos taninos, que s&o
capazes de formar complexos com a zeina (BALANGE; BENJAKUL, 2009; ZHANG
et al., 2010), dificultando sua extracdo no momento da analise da matriz polimérica.
No caso dos filmes de amido do presente trabalho, esta interacdo ndo ocorreu,
permitindo a liberagcdo dos compostos do filme o que levou a uma maior agao

antioxidante.
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6. CONCLUSOES

O extrato de pinh&ao foi obtido e caracterizado com sucesso quanto a sua
atividade antioxidante. A producéo dos filmes com adicdo de extrato seco da agua
de cozimento do pinh&o também foi realizada com sucesso. A opacidade dos filmes
aumentou de 5,60 £ 0,57 para 11,76 + 3,33 com a adi¢cédo do extrato de cozimento do
pinhdo em funcdo da coloragcdo do extrato. A capacidade antioxidante dos filmes
demonstrou valores maiores que o0s obtidos por outros trabalhos, indicando o
potencial do uso dos filmes como embalagens ativas. Com as imagens de MEV foi
possivel observar a microestrutura dos filmes e notou-se que na superficie dos
filmes com a adi¢cdo de extrato houve um aumento na rugosidade e, na fratura dos
filmes foi possivel notar a formacéo nitida de uma estrutura mais compacta conforme
a quantidade de extrato adicionado aumentou. Nas propriedades térmicas dos filmes
avaliadas por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), notou-se que com o
aumento da concentracdo de extrato na formulagéo, a temperatura relativa a fusédo
cristalina foi reduzida, possivelmente indicando uma caracteristica mais amorfa e
confirmando que o extrato atuou como plastificante. Pode-se perceber que os
valores obtidos referentes ao angulo de contato com a agua para os filmes néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si, mostrando que a

adicdo do extrato nao modificou as caracteristicas de hidrofilicidade dos filmes.
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