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RESUMO

Filmes biodegradaveis ativos sdo embalagens que além de proteger o
material que o envolve, tém a capacidade de interagir com alimento de
maneira que favoreca a sua preservagdo ou o aumento da vida de
prateleira. Neste sentido, é de grande interesse tecnoldgico que a matriz
polimérica biodegradavel onde a substancia ativa estd inserida ndo se
desintegre completamente, durante a liberagdo do composto ativo, para
que a embalagem continue atuando como sistema de barreira e de
protecdo mecanica para o alimento. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo elaborar e caracterizar biofilmes de alginato de sodio
incorporados do extrato aquoso da erva-mate (I/lex paraguariensis St.
Hil.) e avaliar os processos de liberagdo in vitro dos compostos
fendlicos totais do filme em quatro simulantes alimenticios. O extrato
aquoso de erva-mate foi preparado com 3 % (m/v) de folhas
desidratadas e foi caracterizado em termos de teor de compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e
FRAP. Os filmes foram preparados pelo método de casting utilizando
1,5 % de alginato de sodio, 0,3 g de glicerol/ g de alginato e extrato de
erva-mate nas proporgdes de 0, 10, 15, 20 e 25 % (v/v), denominados de
ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG25. Os filmes foram reticulados
por imersdo em 100 mL da solugdo de CaCl, (3 % m/v) e 30 % (v/v) de
etanol. Os filmes foram caracterizados morfologicamente por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e suas propriedades
mecanicas e de barreira ao vapor de agua e foram analisadas. Foram
realizados ensaios cinéticos de liberacao dos compostos fenolicos totais
contidos no filme ALG25, em 4 sistemas de simulantes de alimentos,
agua (simulante A), etanol a 10 % (v/v) (simulante B), acido acético a 3
% (m/v) (simulante C), ambos a 40 °C e isooctano P.A a 20 °C.
(simulante D). De acordo com os resultados obtidos nas microscopias,
observou-se que o aumento da concentragdo de extrato nos filmes
modificou a estrutura dos filmes, tornando a superficie mais rugosa e
promoveu o aumento de poros, conforme observado nas criofraturas. As
isotermas de adsor¢do de umidade apresentaram maiores valores de
umidade de equibibrio para os filmes ALG20 ¢ ALG25. O modelo de
GAB foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais para todos os
filmes avaliados. A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes ALG20
e ALG2S5 foi significativamente (p < 0,05) maior que a dos demais
filmes, corroborando os resultados das isotermas de adsor¢do. A adigdo
de 20 % de extrato tornou os filmes de alginato mais resistentes, sem
comprometer a elongacdo e a rigidez. Nas cinéticas de liberagdo dos



compostos fenolicos totais, a maior taxa liberacdo foi observada no
simulante B ap6s 48 h. Os modelos empiricos de Higuchi, Korsmeyer e
Peppas e Sahlin foram ajustados aos dados experimentais da liberagdo
com a finalidade de determinar as taxas de liberagdo € os mecanismos
envolvidos na transferéncia de massa dos compostos fendlicos. O
modelo de Peppas e Sahlin foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais em todos os simulantes analisados. De acordo com
valores dos parametros de K1 relacionado com a difusdo Fickiana e K2
relacionado com o processo de erosdo/ relaxacdo da matriz polimérica, o
processo de transferéncia de massa dos compostos fenolicos totais
através da matriz, ocorre basicamente por difusdo. Contudo, os filmes
com 20 e 25 % do extrato de erva-mate foram o que apresentaram
maiores diferencas estruturais, nas propriedades mecanicas e nas
propriedades de barreira. O processo de transferéncia de massa dos
compostos fenodlicos totais do extrato na matriz polimérica ¢ favorecido
em meios higroscopicos, principalmente, em meio etanolico.

Palavras-chave: Filmes bioativos. Erva-mate. Cinética de liberacéo.
Compostos fenolicos. Peppas e Shalin.



ABSTRACT

Active biodegradable films are packaging that, in addition to protecting
the material that surrounds it, have the ability to interact with food in a
way that favors its preservation or increase shelf life. In this sense, it is
of great technological interest that the biodegradable polymer matrix
where the active substance is inserted does not completely disintegrate
during the release of the active compound so that the packaging
continues to act as a barrier and mechanical protection system for the
food. Therefore, the objective of this work was to elaborate and
characterize the sodium alginate biofilms incorporated in the aqueous
extract of the yerba mate (/lex paraguariensis St. Hil.) and evaluate the
in vitro release processes of the total phenolic compounds of the film in
four food simulants. The aqueous extract of yerba mate was prepared
with 3% (w / v) of dehydrated leaves and was characterized in terms of
total phenolic compounds content and antioxidant activity by the DPPH
and FRAPS methods. The films were prepared by the casting method
using 1.5% sodium alginate, 0.3 g glycerol/ g alginate and yerba mate
extract in the proportions of 0, 10, 15, 20 and 25% (v / v), termed ALG,
ALG10, ALG15, ALG20, and ALG25. The films were cross-linked by
immersion in 100 mL of CaCl, solution (3% m/ v) and 30% (v/ V)
ethanol. The films were characterized morphologically by Scanning
Electron Microscopy (SEM) and their mechanical and barrier properties
to water vapor and were analyzed. Kinetic assays were carried out in 4
systems of food simulants, water (simulant A), 10 % ethanol (v / v)
(simulant B), 3 % acetic acid (m / v) (simulant C), both at 40 °C and PA
isooctane at 20 °C (simulant D). According to the results obtained in the
microscopies, it was observed that the increase of the concentration of
extract in the films modified the structure of the films, making the
surface rougher and promoted the increase of pores, as observed in the
cryofractures. Moisture adsorption isotherms presented higher
equilibrium moisture values for ALG20 and ALG25 films. The GAB
model was the best fit for the experimental data for all films evaluated.
The water vapor permeability of ALG20 and ALG25 films was
significantly (p < 0.05) higher than that of the other films, corroborating
the results of the adsorption isotherms. The addition of 20% extract
made the alginate films more resistant, without compromising
elongation and rigidity. In the release kinetics of total phenolic
compounds, the highest release rate was observed in simulant B after 48
h. The empirical models of Higuchi, Korsmeyer and Peppas and Sahlin
were fitted to the experimental data of the release in order to determine



the release rates and the mechanisms involved in the mass transfer of the
phenolic compounds. The Peppas and Sahlin model was the one that
best fit the experimental data in all simulants analyzed. According to
values of K1 parameters related to the Fickian and K2 diffusion related
to the erosion/relaxation process of the polymer matrix, the mass
transfer process of the total phenolic compounds through the matrix
basically occurs by diffusion. However, the films with 20 and 25% of
the yerba mate extract presented the greatest structural differences in the
mechanical properties and barrier properties. The mass transfer process
of phenolic compounds in the polymeric matrix extract is favored
hygroscopic media, especially in the ethanolic medium.

Keywords: Bioactive films. Yerba mate. Release kinetics. Phenolic
compounds. Peppas and Shalin.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupagdo dos consumidores com a seguranga e
qualidade dos alimentos tem promovido o desenvolvimento de
embalagens ativas. Estas sdo embalagens que, além de atuar como
barreira atuam diretamente na liberacdo de compostos que interagem
com a superficie dos alimentos, de maneira que favorega o aumento da
preservacdo (LEE, 2014). Neste sentido, aditivos tém sido incorporados
aos materiais de embalagem de forma a fornecer fungdes especificas,
como por exemplo, atividade antimicrobiana ou antioxidante.

Além disso, em virtude dos cuidados com a satde e com o meio
ambiente, muitos sistemas de embalagens ativas tém sido elaborados
utilizando polimeros biodegradaveis e de fontes renovaveis como
materiais de embalagem, denominados biopolimeros. Dentre os
biopolimerosse destaca o alginato de sddio que é um copolimero
anidnico formado por cadeias lineares de residuos de acido B-D-
manurénico (M) unidos por ligacdes glicosidicas (1—4) ao acido a-L-
gulurdnico (G), em varias proporg¢des. Estes residuos estdo arranjados na
forma de blocos de acidos manurdnico (M) ou gulurénico (G) que
podem ser compostos por blocos da mesma unidade de repeti¢do (GG e
MM) junto com blocos alternados (MG) cuja proporg¢do varia em fungio
das diferentes espécies de algas das quais é extraido (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os alginatos t€m usos industriais difundidos devido a capacidade
de formar géis na presenca de fons bivalentes como o Ca", fazendo com
que este polimero seja uma matriz interessante para a elaboracdo de
filmes bioativos. O processo de reticulagdo provoca mudangas nos
parametros fisico-quimicos do alginato e como consequéncia, nos filmes
elaborados a partir dele. A reticulag@o torna os materiais mais resistentes
mecanicamente € menos permeaveis ao vapor de agua e diminui a
temperatura de transicdo vitrea, quando comparados com filmes de
alginato ndo reticulados. Estas modificagdes ampliam sua utilizacdo
como materiais de embalagem e modificam o transporte de massa
através da matriz, quando os filmes sdo incorporados a substancias que
serdo liberadas, como é o caso de embalagens ativas (CAZON et al.,
2017; BEKIN et al., 2014).

A incorporagdo de compostos ou misturas de compostos que
atuam como antioxidantes é uma proposta de interesse, uma vez que,
processos oxidativos constituem uma das principais causas de
deterioragdo e perda de qualidade de alimentos. Embora os antioxidantes
mais utilizados na industria sejam os sintéticos, devido a sua
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estabilidade, baixo custo e eficiéncia, preocupacdes de ordem
toxicologica tem levado o consumidor e o setor produtivo a procura por
substitutos naturais e de baixa toxicidade. Neste sentido, o uso de
extratos vegetais, ricos em compostos fendlicos que apresentam
atividade antioxidante ¢ uma alternativa promissora (SIRIPATRAWAN
et al, 2010; ADILAH; JAMILAH; HANANI, 2018). Dentre os extratos
vegetais, varios estudos apontam que extratos de llex paraguariensis
Saint Hilaire, mais conhecida como mate ou erva-mate apresentam
elevado teor de compostos fenolicos com conseqiiente atividade
antioxidante. Varios compostos fendlicos ja foram identificados
destacando-se acidos fenodlicos e flavonoides e ainda metilxantinas. As
metilxantinas presentes na erva-mate sdo a teofilina, teobromina e
cafeina, no grupo dos flavonoides pode-se destacar a presenca de rutina,
quecetina e campferol, e por Gltimo os acidos fendlicos, que representam
0 maior grupo, cujos componentes principais sdo o acido cafeico e seus
derivados: acido clorogénico, 3-4 acido dicafeiolquinico, 3-5 &cido
dicafeiolquinico e 4,5 acido dicafeiolquinico (GNOATTO et al., 2007;
HECK; MEJIA, 2007, ISOLABELLA et al., 2010; CARDOZO JR et
al., 2007; BUTIUK et al., 2016; BIZZOTTO et al., 2012; DUGO et al.,
2009; MATEOS et al., 2018).

Quando filmes bioativos sdo colocados em contato com o
alimento, processos complexos de transferéncia de massa ocorrem. Uma
das formas de avaliar estes processos ¢ através do ensaio das cinéticas
de liberacdo in vitro do composto ativo (WESSENLINGH, 1993). Os
sistemas de liberacdo de compostos a partir de matrizes poliméricas
resultam de relacdes complexas entre dissolugdo, processos difusivos,
interagdes entre o meio de liberagdo ¢ o polimero e mecanismos de
erosdao (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). Esta complexidade nos
processos de transferéncia de massa € potencializada quando o processo
de liberacdo envolve extratos vegetais devido a sua diversificada
composic¢do, tornando indispensavel o estudo das cinéticas de liberagdo.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo a
elaboragdo de filmes de alginato adicionados de extrato de erva-mate
visando a formulagdo de um biofilme ativo com propriedades
antioxidantes. Para tal, foram produzidos filmes com diferentes
concentracdes de extrato de erva-mate que foram caracterizados em
termos de propriedades fisico-quimicas: morfologia, propriedades
mecanicas e de barreira ao vapor de agua. Além disso, foram avaliados
os processos de liberacdo dos compostos fendlicos em quatro sistemas
simulates de alimentos: dgua (simulante de alimentos hidrofilicos com
pH > 4.5), solugdo de acido acético 3 % (simulante de alimentos
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hidrofilicos com pH < 4,5), solucdo aquosa de etanol 10 % (simulante
de alimentos hidrofilicos com menos de 20 % de alcool) e isooctano
(simulante de alimentos hidrofobicos).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi elaborar e caracterizar biofilmes de
alginato de sddio incorporados com extrato aquoso da erva-mate ({/lex
paraguariensis St. Hil.) e avaliar processos de liberagdo in vitro dos
compostos fendlicos totais do filme.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir o extrato aquoso de erva-mate;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante do extrato pelos métodos do DPPH e FRAP;

e Elaborar biofilmes com alginato de sdédio por casting, com
adi¢do de diferentes concentragdes do extrato de erva-mate;

e Definir a melhor condigdo para reticulagdo dos filmes com
cloreto de calcio;

e Caracterizar os filmes em termos de: microestrutura,
propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de dgua;

e Determinar as isotermas de sor¢do de umidade dos filmes a 25
°C e ajustar os dados experimentais aos modelos matematicos
de BET e de GAB;

e Determinar as curvas cinéticas de liberagdo dos compostos
fendlicos totais in vitro utilizando diferentes solventes: agua,
acido acético, etanol a 40 °C e a 20 °C para o isooctano;

e Ajustar as curvas cinéticas de liberacdo aos modelos empiricos
de Higuchi, Korsmeyer e Peppas e Shalin;

e Determinar a qualidade dos ajustes e dos pardmetros dos
modelos cinéticos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

As embalagens utilizadas na maioria dos alimentos sdo
produzidas a partir de polimeros ndo biodegradaveis a base de petroleo,
e vem causando sérios problemas ambientais devido ao seu acumulo e
descarte inadequado. Uma alternativa para reducdo do impacto gerado
por estes materiais no meio ambiente é a utilizagdo dos polimeros
biodegradaveis de fontes renovaveis (ANDRADE-MOLINA, et al.,
2013; HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008; CAMPOS, 2013).

Para Krochta e Mulder-Johnston (1997), os materiais
considerados biodegradaveis, devem ser completamente degradaveis por
microorganismos no processo de compostagem, conduzindo a formacao
de compostos mais simples, tais como, o didoxido de carbono, agua,
metano e biomassa. O processo de biodegradagdo ¢ desencadeado por
alguns fatores que favorecem a oxididacdo do material, tais como o
calor, a luz UV, tens@o mecanica, umidade e ataque de micro-
organismos (MALATHI; SANTHOSH; NIDONI, 2014).

Existem padrdes internacionais e nacionais estabelecidos através
das normas EN 13432, ASTM D6400 (2012) ¢ ABNT 15448-2
(BRASIL, 2008) que definem a biodegradagdo e quais os requisitos e
métodos necessarios para a determinar se um material estd em
conformidade com os parametros pré-estabelecidos pelas normas. A
biodegradagdo ¢é um processo relativamente rapido, quando o
biopolimero esta sob condigdes apropriadas de umidade, temperatura,
pH e disponibilidade de oxigénio. O processo quimico pode ocorrer em
condi¢des aerobias e anaerdbias, e o tipo da condi¢do define os produtos
finais da reacdo de biodegradagdo, que em geral tem baixo impacto
ambiental (FECHINE, 2013; TSCHAN et al., 2011).

Outro aspecto importante dos polimeros se refere a origem, que
os classifica em polimeros de fontes renovaveis ou ndo renovaveis.
Polimeros oriundos de matérias-primas de fontes renovaveis possuem
um ciclo de vida mais curto, quando comparados com os obtidos a partir
de fontes fosseis, como o petroleo, que leva milhares de anos para se
formar. O interesse em ampliar a utilizagdo dos biopolimeros esta
também relacionado a fatores ambientais e so6cio-econdmicos como:
impactos ambientais causados pelo processo de extracdo e refino dos
polimeros provenientes do petrdleo e a escassez (BRITO et al., 2011).

Neste contexto, polimeros oriundos da biomassa tém sido
propostos para formular materiais de embalagem, por aliarem
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biodegradabilidade e serem de fontes renovaveis. Estes polimeros
podem ser de natureza quimica diferentes podendo ser formados por um
ou mais polissacarideo, proteina e/ou lipideos. Sendo assim, ao longo
dos ultimos anos, foram desenvolvidos diversos estudos utilizando
polimeros de fontes renovaveis, para formular embalagens, como por
exemplo, formulagdo de filmes com amidos de diferentes fontes (VU;
LUMDUBWONG, 2016), alginato (WANG; RHIM, 2015), goma guar
(SAURABH et al., 2015), goma xantana (HAZIRAH; ISA; SARBON,
2016), quitosana (MELO, 2014; SHEN; KAMDEM, 2015), gelatina
(HOSSEINI; JAVIDI; REZAEI, 2016), proteinas do soro do leite
(QAZANFARZADEH; KADIVAR, 2016), entre outros, o que tem
indicado o aspecto promissor destes materiais na formulaggo de filmes.

Existe uma vasta gama de polimeros disponiveis para diferentes
aplicacdes, onde a escolha do mesmo ¢é dependente das exigéncias
particulares da sua aplicagdo. Averous e Boquillon (2004) classificaram
os polimeros biodegradaveis em quatro familias em fun¢@o da forma de
produgdo: produtos da biomassa, de micro-organismos, da biotecnologia
e os produtos petroquimicos, conforme apresentado na Figura 1. Apenas
os produtos petroquimicos sdo de fonte ndo renovavel e completamente
sintetizados por processos petroquimicos, € neste grupo estdo presentes
0s poli(caprolactonas) (PCL), poli(esteramidas) (PEA),
copoliesteresalifaticos e copoli(esteres) aromaticos. As demais familias
sdo obtidas a partir de fontes renovaveis (biomassa). A primeira delas ¢
a dos produtos da biomassa ou agropolimeros, que sdo obtidos por
fracionamento da biomassa gerando produtos como polissacarideos
(amidos, produtos lignocelulésicos, pectinas, etc.), proteinas (caseina,
proteinas do soro, gluten, zeina) e lipidios. A segunda familia sdo
poli(ésteres) obtidos por fermentagdo a partir da biomassa ou a partir de
plantas geneticamente modificadas, dentre eles, se destacam os
poli(hidroxi-alcanoatos) (PHA). A terceira familia pertence aos produtos
da biotecnologia, que s@o obtidos por sintese a partir de mondmeros da
biomassa e posterior processo de polimerizagdo convencional. Neste
ultimo grupo se destaca o poli(acido latico) (PLA), cujo mondmero
(lactato) é produzido por fermentagdo e posteriormente polimerizados
por processos convencionais.
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Dentre os polimeros biodegradaveis, os da biomassa tém atraido
muita aten¢do, devido ao menor impacto ambiental causado, balango
positivo de diéxido de carbono (CO2), e a possibilidade de formacao de
um ciclo de vida fechado (BRITO et al., 2011). Estes polimeros
apresentam dada sua biodegradabilidade, grande interagdo com a agua,
que atua como plastificante, o que torna as propriedades mecénicas e de
barreira destes materiais altamente dependentes da umidade relativa do
ambiente. Estas caracteristicas fazem com que o estudo de polimeros
biodegradaveis como materiais de embalagem constitua um desafio,
embora apresentem grande potencial para substitui¢do dos polimeros
sintéticos em determinadas aplicagdes.

Em meio as aplicagdes deste tipo de polimeros na producdo de
materiais de embalagens se encontram a formagdo de filmes, e
recobrimentos através de técnicas de extrusao, casting ou coating. Estes
mecanismos de formacdo e as condigdes do processo utilizadas na
producdo dos filmes ou recobrimentos fornecem caracteristicas e
propriedades especificas que determinam sua aplicagio (CAZON et al.,
2017)

As técnicas de extrusdo tem sido amplamente utilizadas na
producdo de filmes de polimeros de origem petroquimica e vem sendo
adaptada a producdo de filmes biodegradaveis. A extrusdo consiste na
mistura e transporte do material por meio de uma rosca sem-fim
encamisada. Durante a extrusdo, ocorre a fusdo, homogeneizagdo e
plastificagdo do polimero devido ao cisalhamento e ao calor fornecido
pela camisa, gerado pelo propio cisalhamento. Uma vez fundido, o
polimero, passa pela matriz, localizada na estremidade contraria a
alimentacdo, onde o material adquire o formato de filme, pellets ou fita
(SAUCEAU et al., 2011).

Outro método de formacdo de filmes a partir de polimeros
biodegradadaveis é o denominado casting. Este método consiste na
solubilizagdo do polimero em um solvente adequado, deposi¢do sobre
um suporte ¢ a posterior remogdo do solvente através do processo de
secagem. A escolha do material do suporte ¢ fundamental para a
obtengdo dos filmes e visa a sua facil remocédo, evitando que ocorra
rasgamento e/ou deformagdes que compromentam o desempenho do
mesmo (THARANATHAN, 2003). Outra propriedade que deve ser
levada em consideragdo na producdo de filmes por casting é a
solubilidade do polimero e dos aditivos para permitir a selecdo adequada
do solvente na formacgao da solugdo filmogénica (HAN, 2005). Uma vez
que, o polimero ¢ solubilizado e espalhado no suporte, segue o processo
de remogdo do solvente através do processo de secagem formando uma
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rede tridimensional, que da origem ao filme. As condi¢des da secagem
devem ser cuidadosamente controladas, pois influenciam na espessura
final, no grau de plastificagio e nas caracteristicas estruturais
(SKURTYS et al., 2010).

Um revestimento ou pelicula comestivel pode ser definido como
embalagem primaria feita a partir de componentes comestiveis. O
método de recobrimento ou coating baseia-se na formagdo de uma
pelicula fina e comestivel, que é aplicada diretamente na superficie do
alimento (GALUS; KADZINSKA, 2015). Existem trés maneiras de
aplicacdo do coating: o método por aspercio (spraying) utilizado em
solugdes de revestimento de baixa viscosidade; o método por imersdao
que pode formar uma camada espessa do filme e ¢ bastante utilizado em
frutas, vegetais e produtos carneos; e por espalhamento da solugdo de
formacao da pelicula (TAVASSOLI-KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).

Independente do método utilizado na formagdo de filmes e
revestimentos o mesmo deve garantir a formacao de peliculas uniformes
e homogéneas de modo a otimizar suas funcionalidades como material
de embalagem (SKURTYS et al., 2010). Em muitos casos € necessaria
a adicdo de um plastificante, que tem como funcdo reduzir as forgas de
atragdo das ligagdes entre as moléculas do polimero, tornando o filme
mais flexivel, em sistemas de baixa umidade. Os plastificantes mais
utilizados sdo o glicerol e o sorbitol, como também a umidade, ¢ foram
material de estudo de diversos pesquisadores que, avaliaram a influéncia
do teor de plastificante nas propriedades de barreira e mecanicas de
filmes biodegradaveis (COUPLAND et al., 2000; SUPPAKUL et al.,
2013; MALI et al., 2005; MULLER; YAMASHITA; LAURINDO,
2008).

Por outro lado, a qualidade e a utilizagdo de embalagens em
alimentos estao relacionadas as suas propriedades mecénicas (resisténcia
a tragdo, elongacdo na ruptura e o modulo elastico), de barreira
(transferéncia de oxigé€nio, de vapor de agua, didxido de carbono e
compostos do aroma), Opticas e a resisténcia quimica (propriedades
acido/basica dos produtos). Os biopolimeros satisfazem as preocupacdes
ambientais, porém, em sua maioria mostram algumas limita¢des em
termo de desempenho, no que se refere as propriedades mecanicas e de
barreira, uma vez que, em muitos casos estes materiais sdo afetados
pelas condigcdes de estocagem, principalemnte no que se refere a
umidade e temperatura. O desempenho mecanico e as propriedades de
barreira dos filmes determinam o comportamento do biopolimero, sua
funcionalidade e aplica¢des (SIRACUSA et al., 2008).
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Embora a utilizagdo de biopolimeros para embalar alimentos
represente uma estratégia de redugdo do volume de residuos gerados
pela industria de alimentos e pelo consumidor, ainda constitui um
desafio a sua aplicagao.

3.1.1 Alginato

Dentre os polimeros oriundos da biomassa encontra-se o alginato,
que é um polissacarideo anidénico amplamente utilizado na industria de
alimentos e farmacéutica como aditivo, que € extraido principalmente de
algas, porém, também pode ser produzido por via fermentativa. As
espécies de algas marinhas marrons (Phaeophyta) sdo responsaveis pela
producdo industrial dos alginatos. O alginato constitui um componente
estrutural da parede celular e nos espagos intracelulares destas algas,
promovendo rigidez ¢ ao mesmo tempo flexibilidade a parede, e
correspondem a cerca de 40% da matéria seca destes organismos
(GARCIA-CRUZ; FOGGETT; SILVA, 2008). O alginato é também
produzido pelas bactérias dos géneros Pseudomonas e Azotobacter, cuja
biossintese ocorre no complexo multiproteico, que estd envolvido nas
etapas de polimerizacdo, translocacdo/modificacdo. A producdo de
alginato por bactérias ainda ndo acontece em escala comercial, porém, é
uma alternativa que ird permitir uma exploragdo controlada de suas
fontes naturais e a obten¢do de materiais com caracteristicas uniformes
no que se refere a conformagdo e massa molar. (MULLER; SANTOS;
BRIGIDO, 2011).

Os alginatos comerciais sdo extraidos principalmente de trés
espécies de algas marinhas marrons: Laminaria Hyperborea,
Ascophyllum nodosum, e Macrocystis pyrifera. Outras fontes incluem
Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia negrescens e Sargassum
sp. (SMIDSR@D; SKJAK-BRZEK, 1990). A biossintese do alginato
envolve a oxidacdo de uma fonte de carbono para acetil-CoA, que entra
no ciclo dos acidos tricarboxilicos, onde é convertido em frutose-6-
fosfato via gluconeogénese. A frutose-6-fosfato, passa por uma série de
transformagdes de biossintese para ser finalmente convertida em acido
GDP-manurdénico, que atua como um precursor para a sintese de
alginato. Em geral, a biossintese pode ser dividida em quatro fases: (1)
sintese do precursor, o acido GDP-manurénico; (2) transferéncia da
membrana citoplasmatica e polimerizagdo de acido polimanurdnico; (3)
transferéncia e modificagdo do periplasmatico; e (4) a exportagdo
através da membrana externa (FRANKLIN, 2004).
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O alginato é um polissacarideo formado por cadeias lineares de
residuos de acido B-D-manurdnico (M) unidos por ligagdes tipo (1—4)
ao acido a-L-gulurénico (G), em varias proporcdes. Estes residuos estiao
arranjados na forma de blocos de acidos manurénico (M) ou gulurénico
(G), que podem ser compostos por blocos de homopolimeros (GG e
MM) junto com blocos alternados (MG) na mesma molécula, conforme
Figura 2 (DRAGET; SKJAK-BRZEK; SMIDSR@D, 1994). A propor¢io
e como estes blocos sdo distribuidos na cadeia polimérica, dependem de
fatores associados ao processo fermentativo (quando o alginato ¢ obtido
por este método), de fatores intrinsecos de crescimento das algas e de
processos utilizados na purificagdo (ZHANG et al., 2015).

Figura 2. Estrutura quimica do alginato: acido a-L-gulurénico (G) e 4cido B-D-

manurénico (M).

L-guluronate (G) B-D-mannuronate (M)
HO
o
OH ©00C
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Fonte: Adaptado de Juarez et al. (2014).

Do ponto de vista tecnologico, umas das propriedades mais
importantes do alginato é a sua capacidade de formar géis, através de
dois mecanismos: geleificacdo acida ou idnica. Ambos os processos de
formagdo do gel sdo influenciados pela distribui¢do e o comprimento
dos blocos, além do o nimero de ligagdes cruzadas entre as cadeias
poliméricas e a presenca de ions. A geleificacdo acida ocorre pela
reducdo do pH do meio onde o alginato se encontra solubilizado até
atingir o pK, que varia entre 3,20 e 3,38 (MARTINSEN; STORR®;
SKJARK-BRZK, 1992; ZHANG et al., 2015). A geleificacdo i6nica € a
mais estudada principalmente para a producgdo de particulas ou filmes a
partir de solugdes de alginato. Neste processo, ocorre a formagao de géis
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irreversiveis através da interagdo de uma molécula de acido gulurénico
de uma molécula de alginato com outro acido gulurénico de outra
molécula de alginato através da interagdo cadeia-ion-cadeia (IMESON,
2010).

Smidserd et al. (1968) descreveram a afinidade do alginato para
cations bivalentes alcalinos na seguinte ordem Mg® © << Ca® © <Sr*
<Ba® *. Estes autores observaram que a seletividade do alginato pelos
ions aumenta a medida que o conteido de residuos do acido a-L
gulurdnicos na cadeia aumenta ¢ independe da quantidade de blocos
poli-manurénicos. O comprimento dos blocos G é, por conseguinte, a
principal caracteristica estrutural que contribui para a formagio de gel.
Estas ligacdes seletivas do alginato com cations explicam sua
capacidade de formar géis ionotropicos, devido a interagdo idnica de
cations bivalentes dos blocos de 4cido gulurdnico, resultando assim, na
formagdo de uma rede tridimensional conhecida como “caixa de ovos”
(Figura 3) (SMIDSR@D e SKJIAK-BRAK, 1990).

Figura 3. (a) Ligagdo do Ca®* (circulo maior) com o a-L-gulurénico-(1-4)-o-L-
gulurdnico; (b) Formagao do gel de alginato — modelo “caixa de ovos”, as linhas
curvadas representam as partes dos blocos G diaxialmente ligadas.
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Fonte: Adaptado de Smidsred e Skjak-Braek (1990).

O alginato ¢ comumente utilizado pelas industrias farmacéuticas,
quimica e de alimentos, ¢ ¢ aplicado comercialmente principalmente
forma de sais, nos quais os ions determinam sua solubilidade em agua.
Assim, os sais de alginato formados por ions monovalentes (sodio,
potassio, amonio) sdo soluveis em agua e se tornam insoluveis quando o
sal ¢ formado por ions bivalentes (calcio, magnésio, cromo) (ZACTITI,
2004).

3.1.2 Filmes biodegradaveis de alginato

Filmes a base de alginato tem sido objeto de estudos em diversas
pesquisas, em razdo de suas propriedades especificas. Na literatura
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encontram-se varios trabalhos com o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis e que relatam diferencas nas propriedades dos mesmos
em funcdo da variacdo da composicdo, método de preparagdo e as
condi¢des de secagem (SIRVIO et al., 2014).

As solugdes de alginato de sodio sdo altamente viscosas e a forga
do gel depende do conteudo de blocos G, no alginato usado e da
concentracdo de ions céalcio (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010). O processo de reticulagdo rapida do alginato na presenca de ions
de calcio tem sido utilizado para melhorar as propriedades de barreira a
4gua, resisténcia mecénica, a coesdo e a rigidez de filmes (CAZON et
al., 2017).

Bekin et al. (2014), investigaram o efeito da reticulagdo do
alginato de sodio com fons de Ca®” sobre as propriedades dielétricas,
térmicas e de expansdo de filmes. Os autores produziram filmes por
casting com concentragdes de 1 ¢ 2 % (m/v) de alginato reticulados ou
ndo. Para a incorporagdo do Ca" utilizaram uma solugdo de 4,6 g.L"' de
CaCl,, que foi adicionado a solucdo filmogénica contendo o alginato
solubilizado de modo que ocorresse 40 % de reticulagdo. Segundo os
autores, os filmes reticulados apresentaram um aumento na espessura ¢
na opacidade quando comparados aos filmes sem reticulacdo e todos os
filmes apresentaram boa flexibilidade. Os padrdes de difragdo de raios-
X mostraram que os filmes apenas com alginato apresentaram estrutura
predominantemente amorfa, porém, a reticulagdo i6nica do alginato de
sodio levou a um aumento da cristalinidade. As curvas
termogravimétricas dos filmes reticulados e sem reticulagdo
apresentaram as mesmas caracteristicas de decomposi¢do, sem
diferengas significativas. Os autores atribuiram esse comportamento a
ndo completa reticulagdo dos grupos carboxilatos do alginato e,
portanto, ndo houve mudancas significativas no processo de degradagéo
térmica. Os filmes reticulados foram analisados quanto ao grau de
intumescimento por imersdo em 4agua ou em solucdo de NaCl (0,1
mol.L") e observaram que houve 50 e 8 % de solubilizagdo,
respectivamente. Além disso, os autores verificaram que os valores do
inturmescimento de equilibrio dos filmes diminuiram de 375 para 104 g
de agua/g de polimero quando imersos em solugdo salina.

Jost et al. (2014), avaliaram as propriedades de barreira dos
filmes de alginato de sodio (7,5 % m/v) preparados pelo método de
casting, com diferentes propor¢des de glicerol (20, 25, 30 e 40 %) ou
sorbitol (30, 40, 45, 50 %), adicionados com relagdo a massa de
alginato. Os autores avaliaram a umidade de equilibrio, permeabilidade
ao oxigénio (23 °C e 50 % UR), taxa de transmissdo do vapor de agua.
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Segundo os dados apresentados pelos autores, o teor de umidade de
equilibrio diminuiu com a adi¢do de ambos os plastificantes, atribuiram
esse resultado ao carater hidrofilico do polimero e dos plastificantes,
relatando que os plastificantes sdo menos hidrofilicos que o alginato. A
permeabilidade ao oxigénio aumentou com o aumento da concentracéo
do glicerol, porém, a adicao de sorbitol ndo teve nenhuma influéncia
sobre os resultados da permeabilidade ao oxigénio. Os resultados da
taxa de transmissdo do vapor de dgua tiveram a mesma tendéncia da
permeabilidade ao oxigénio.

Gao, Pollet e Avérous (2017) elaboraram filmes com 35 %
alginato (m/v) em agua, plastificados com diferentes concentragdes de
glicerol (0, 20, 30, 40 ¢ 50 % m/v) e preparados pelo método de mistura
termomecanica. Os filmes foram avaliados em termos de microestrutura
por microscopia eletronica de varredura (MEV), propriedades
termogravimétricas e propriedades mecénicas. Segundo os autores os
filmes apresentaram aparéncia homogénea, transparentes com um tom
amarelado e flexiveis. Os filmes com teores de glicerol superiores a 30
% (m/v) tornaram a superficie dos filmes mais pegajosa que foi
associado a migra¢do do glicerol para a superficie e consequente
excesso de plastificacdo, o que foi corroborado pelas microscopias onde
observaram separagdo de fases. No que se refere & microestrutura, foi
relatado que os filmes de alginato ndo plastificados apresentaram
superficie rugosa diferentemente dos filmes plastificados, em que
observaram uma superficie mais lisa e homogénea. Quanto as
propriedades mecanicas dos filmes, os autores observaram trés
diferentes comportamentos: (i) os filmes sem plastificante apresentaram
elevado moédulo de elasticidade e reduzida elongacéo caracterizando ser
um material fragil; (ii) os filmes com 10 e 20 % de glicerol
apresentaram deformac@o plastica aparente caracteristica de polimeros
fundidos; (iii) os filmes com teor de glicerol acima de 30 % exibiram
deformag@o limitada e moédulos muito baixos.

3.2 BIOFILMES ATIVOS

Tradicionalmente, os materiais de embalagens sdo escolhidos no
sentido de ter a minima interagdo com o alimento, porém, este aspecto
tem mudado nos ultimos anos com a introdu¢do de substincias nos
sistemas das embalagens, que possuem interagdes desejaveis sobre os
alimentos (ROONEY, 1995). Neste sentido, além da fung@o de barreira
a gases ou agua e de protegdo mecanica os filmes aplicados em
alimentos, podem atuar sobre outras propriedades no sentido de retardar
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processos de deterioragcdo e ampliar a vida util do produto. Quando o
material de embalagem cumpre estas fungdes é chamado de embalagem
ativa. As embalagens ativas sdo projetadas para agir sobre uma
determinada propriedade do alimento que limita a qualidade ou vida util
do mesmo (HAN, 2005). Algumas técnicas para produgdo de
embalagens ativas sdo bem estabelecidas e encontram aplicagdo em
produtos disponiveis no mercado. A seguir, serdo abordados temas que
referenciam os biofilmes ativos antimicrobianos e antioxidantes e suas
aplicacdes em alimentos, que tem sido apontado como os mais
promissores no desenvolvimento de embalagens ativas.

3.2.1 Biofilme antimicrobiano

A embalagem ativa antimicrobiana contém substincias que
incorporadas e/ou imobilizadas no material da embalagem apresentam
capacidade de eliminar ou inibir o crescimento de micro-organismos
deteriorantes e/ou patogénicos. O principio basico de agdo deste tipo de
embalagem ativa ¢ a incorporagdo de uma barreira microbioldgica as
barreiras fisicas (gases e/ou umidade) (HAN, 2003).

Umas das principais causas da deterioragdo de alimentos ¢ o
crescimento microbiano na superficie o que reduz a vida util e aumenta
o risco de doengas transmitidas por alimentos. Os métodos tradicionais
de conservacdo de alimentos, que visam a inibicdo e/ou redugdo de
crescimento microbiano, incluem o processamento térmico, secagem,
congelamento, refrigeragdo, irradiacdo ionizante, uso de embalagens
com atmosfera modificada e a adigdo de agentes antimicrobianos
(acidos organicos, bacteriocidas, enzimas, alcoois e 4cidos graxos).
Porém, algumas destas técnicas ndao podem ser aplicadas em
determinados produtos alimentares, tais como carne fresca e produtos
prontos para consumo (QUINTAVALLA; VICINI, 2002).

Possiveis aplicagdes de filmes antimicrobianos foram
apresentadas por Appendini e Hotchkiss (2002). Segundo os autores a
primeira estratégia ¢ prolongar a vida util de produtos, reduzindo as
taxas de crescimento de micro-organismos por contato direto da
embalagem com a superficie dos alimentos. A segunda estratégia se
refere as embalagens antimicrobianas que apresentam capacidade de
atuar como autoesterilizantes, eliminando a necessidade de tratamentos
tradicionalmente aplicados em embalagens assépticas.

Neste sentido, varios estudos tém sido realizados para avaliacio
do potencial antimicrobiano de algumas substdncias em embalagens
biodegradaveis utilizando diferentes polimeros e mostram sua eficiéncia
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e aplicabilidade das embalagens ativas antimicrobianas (BONILLA et
al., 2014; WU et al.,, 2016; WORAPRAYOTE et al., 2017; ALBERTOS
et al., 2017; MARQUES et al., 2017; WU et al., 2014; ESPITIA et al.,
2014; ALDANA et al., 2015; SONG; ZUO; CHEN, 2018; CORREA et
al., 2017).

Alguns autores que trabalharam com filmes a base de alginato
tém avaliado a atuacdo destes como materiais de embalagens ativas para
inibigdo de crescimento microbiano e relatam o potencial de uso dos
mesmos em diferentes alimentos.

Pranoto, Salokhe e Rakshit (2005) elaboraram filmes comestiveis
de alginato incorporando o6leo de alho comercial para avaliar suas
propriedades  antimicrobianas frente as bactérias patogénicas
alimentares: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus. O 6leo de alho foi diluido na concentracdo de
10 % em etanol e adicionado na solugdo filmogénica comestivel nas
proporg¢des de 0 (controle), 0,1 %, 0,2 %, 0,3 % e 0,4 % (v/v). Estes
autores verificaram que todos os filmes apresentaram reducdo nas
contagens microbianas quando comparadas com os respectivos grupos
controle. Os filmes com concentragdes maiores ou iguais a 0,2 % de
6leo de alho apresentaram efeito significativo na inibicdo das bactérias
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. Foi observado um maior efeito
inibitorio nestas bactérias quando comparadas com a Escherichia coli e
Salmonella typhimurium.

Filmes a base de alginato e policaprolactona (PCL), plastificados
com glicerol, foram adicionados de 1 % (m/v) de 6leos essenciais de
oregano (Corydothymus capitatus), canela (Cinnamomum cassia) ou
segurelha (Satureja montana) e reticulados com CaCl,, foram aplicados
em cortes de carnes bovina com a finalidade de avaliar sua capacidade
antimicrobiana. Assim, os cortes de carne foram inoculados com as
bactérias Escherichia coli e Salmonella typhimurium (10*° UFC/cm?® de
carne) e posteriormente, avaliaram o efeito da adicdo dos oOleos
essenciais nos filmes sob o crescimento bacteriano durante o
armazenamento por 5 dias a 4 °C. Em todos os filmes contendo 6leo
essencial foi observada reducdo das contagens microbianas (UFC/cm?)
de Escherichia coli e Salmonella typhimurium apresentando maior
redug@o no quinto dia de armazenamento. Os filmes com 2 % de CaCl,
apresentaram maior atividade antimicrobiana que as formulagdes com
20 % de CaCl,. Dentre os 6leos essenciais, o de orégano apresentou a
maior capacidade de inibicdo frente as bactérias apds os 5 dias de
armazenamento (OUSSALAH et al., 2006).
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Kanmani e Rhim (2014) testaram as propriedades
antimicrobianas de filmes a base de agar, com concentra¢des de extrato
da semente de toranja comercial variando entre 0 (controle) até 13,3
pg.mL”. A atividade antimicrobiana dos filmes foi testada usando o
método de difusdo em disco empregando as bactérias Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus e Escherichia coli. Os resultados
demonstraram que quanto maior a dosagem do extrato maior a inibicao
das bactérias Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Bacillus cereus
e que a inibi¢do de crescimento maxima ocorreu quando foi utilizada na
dosagem de 13,3 pg.mL™ de extrato da semente de toranja. No entanto,
o extrato teve maior agdo sobre a bactéria L. monocytogenes que sao
gram-positivas, mostrando que ¢ mais susceptivel a inibi¢do, que a
bactéria gram-negativa E. coli.

Bonilla e Sobral (2016) estudaram as propriedades
antimicrobianas de filmes a base de gelatina e quitosana com adigao de
extratos etandlicos de sementes de guarana (Paullinia cupana), folhas
de Dboldo-do-chile (Peumus boldus Molina), cascas de canela
(Cinnamomum sp.) ou folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis). Os
filmes foram preparados com concentragdes diferentes de polimeros e os
extratos foram preparados na propor¢do de p6 e etanol 1:8 (m/v) e
adicionados na concentragdo de 1 % (v/v) em relacdo a solugdo
filmogénica. Para avaliar a atividade microbiana dos filmes frente as
bactérias  gram-negativa  (Escherichia coli) e  gram-positiva
(Staphylococcus aureus) foi utilizado o método de difusdo em disco,
onde o etanol absoluto e o antibidtico cloranfenicol foram utilizados
como controles. A formula¢do contendo 50 % de gelatina e 50 % de
quitosana obteve a melhor resposta de inibi¢do do crescimento da
Escherichia coli e Staphylococcus aureus e por isso, esta formulagdo foi
selecionada para a determinacdo da atividade antimicrobiana com os
extratos. Os filmes incorporados dos extratos tiveram a atividade
antimicrobiana aumentada, sendo que a maior inibicdo do
desenvolvimento do Staphylococcus aureus foi observada no filme com
extrato de canela, para Escherichia coli o maior efeito inibitorio ocorreu
na presenga do filme com extrato de guarana.

3.2.2 Biofilme antioxidante

A oxidagdo lipidica ¢ um fendmeno espontineo e previsivel, que
compromete o valor nutricional e comercial dos acidos graxos e dos
produtos que os contém. Este fenomeno nos géneros alimenticios resulta
no desenvolvimento de sabor e aromas desagradaveis, tipicos do
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processo da rancidez, o que torna o produto inaceitavel para consumo
humano. Os produtos alimenticios processados sofrem altera¢des na sua
estrutura, que podem tornar os lipidios mais expostos ao oxigénio,
tornando-os mais susceptiveis a oxidagdo, limitando assim, a sua vida
util. No sentido de garantir a qualidade dos alimentos, foram
desenvolvidos métodos que limitam a oxidacdo durante as fases do
processamento e armazenamento dos produtos. Por exemplo, a escolha
de processos que limitam as operagdes na presenca de O, e o tratamento
térmico, utilizagdo de matérias-primas refinadas, baixo teores de agua,
armazenamento a baixas temperaturas e em atmosfera inerte, e adicdo de
compostos antioxidantes. (MADSEN; BERTELSEN, 1995; SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999).

As embalagens ativas antioxidantes apresentam uma alternativa
para aplicagdo comercial, porém, é necessario que o agente antioxidante
satisfaca os critérios de difusividade para o alimento e garanta o
retardamento do processo de oxidagdo. Soares et al. (2009), indicaram
alguns antioxidantes naturais que podem ser utilizados em embalagens
para alimentos, nestes estdo inclusos os acidos fendlicos, os acidos
organicos, os extrato de plantas e as poliaminas. Os autores enfatizam
que as substancias naturais t€m elevado custo e o desenvolvimento de
novas embalagens ativas empregando quantidades minimas destes
compostos ¢ desejavel para aplicagdes praticas.

Existem basicamente dois métodos para produgdo de sistemas de
embalagens ativas antioxidantes: o uso de dispositivos independentes da
embalagem e materiais antioxidantes incorporados a embalagem. No
primeiro caso o agente antioxidante ¢ adicionado em sachés ou no
proprio rotulo e pode ser utilizado em embalagens convencionais
passivas. No segundo método o agente ativo ¢ incorporado no polimero
que constitui a embalagem e exerce sua acdo através da absor¢do de
compostos indesejaveis no headspace ou por liberacdo gradual dos
compostos antioxidantes diretamente para o alimento (GOMEZ-
ESTACA etal., 2014).

Os antioxidantes sdo geralmente adicionados aos alimentos para
evitar as reagdes em cadeia dos radicais de oxidacdo, e podem atuar por
diferentes mecanismos de a¢do, dos quais incluem: (i) o controle de
radicais livres, que inibem a oxidacdo de lipidios reagindo mais
rapidamente com os radicais livres, e consequentemente retardando as
etapas de iniciagdo, propagacdo e reagdes de S-clivagem; (ii) o controle
de pro-oxidantes, tais como os ions metalicos de transicdo de ferro e
cobre que podem ser quelados ou complexados pela agdo de um
antioxidante, com o ataque as duplas ligacdes do oxigénio singlete
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bloqueando sua atividade e inativacao térmica das lipoxigenases; (iii) o
controle de intermediarios da oxidacdo onde os anios superoxidos e
perdxidos t€m sua atividade oxidante reduzida pela agcdo de enzimas
(GULCIN, 2006; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Neste
contexto, a adigdo de compostos antioxidantes em embalagens pode ser
uma pratica eficiente e tem sido interesse de varios pesquisadores, tanto
na procura de novos compostos antioxidantes, como formas para
aplicacdo destes em embalagens.

Lopez-de-Dicastillo et al. (2012), desenvolveram filmes pelo
método de casting utilizando copolimero de etileno e alcool vinilico
(EVOH) contendo 5% de acido ascorbico, acido ferulico, quercetina ou
extrato de ché verde e verificaram a estabilidade lipidica da sardinha
submetida a salga. Os compostos antioxidantes foram quantificados no
filme apos o seu preparo, pelos métodos de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e por espectroscopia na regido do UV-visivel e comparados
entre eles. Apenas o filme contendo acido ferulico apresenta diferenca
significativa entre os métodos de quantificagdo. Os valores da atividade
antioxidante para acido ascorbico, quercetina e extrato de cha verde
foram ligeiramente abaixo dos 5%, porém, o acido fertlico obteve
valores proximos a 3%. A evolugdo da oxida¢do foi medida com o
indice de peroxido e de malondialdeido nas amostras controle que
tiveram picos de maxima em 5 e 3 dias, respectivamente. Os filmes com
extrato de cha verde tiveram a melhor resposta, com uma atividade
antioxidante eficiente nas etapas iniciais o que impediu a acumulagdo
tanto do peréxido como do malondialdeido.

Calatayud et al. (2013), elaboraram filmes ativos utilizando
copolimero de etileno e alcool vinilico com um teor de etileno de 29 %
molar (EVOH) como base, ¢ extrato de cacau como antioxidante,
produzidos pelo método de casting. O extrato de cacau foi incorporado
em diferentes concentragdes: 7,5 %, 10 %, 15 %, ¢ 20 % (m/m com
relagdo a massa do polimero). A cinética de liberagdo do agente
antioxidante contido nos filmes foi determinada com os filmes contendo
10, 15 e 20 % de extrato de cacau, em meio aquoso nas temperaturas de
4 e 40 °C. Os filmes contendo 20 % de extrato obtiveram os maiores
valores de liberagdo, uma vez que, a liberagdo do extrato ter sido
proporcional a concentragdo de agente antioxidante incorporado nos
filmes. A liberagdo dos extratos de cacau dos filmes em agua nas
temperaturas de 4 e 40 °C equilibraram com valores correspondentes a
70 e 100 %, respectivamente, a liberagdo completa do extrato ocorreu a
temperatura proxima a 37 °C.
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Outros autores que avaliaram o uso de filmes com adi¢do de
diferentes extratos vegetais ressaltam o potencial deste tipo de
embalagem ativa na inibicdo de processos oxidativos: o extrato da
semente de manga (5 % m/v), incorporados a filmes a base proteina
isolada de soja apresentou elevada agdo antioxidante, determinada pelos
métodos de sequestro de radicais livres do DPPH e ABTS e pelo método
de redugdo dos fons Fe’* o FRAP (ADILAH, JAMILAH E HANANI,
2018). Singh, Gaikwad e Lee (2018), avaliaram a atividade antioxidante
de pelo método do DPPH de filmes elaborados com alcool polivinilico
(PVA) e nanocristais de celulose e extrato das folhas de manjericao
como agente antioxidante, os filmes com 20 % de extrato apresentaram
a maior inibi¢do dos radicais livres. Lopez et al. (2017), encontraram
acdo sinérgica entre os filmes contendo gelatina de salmdo e boldina, e
observaram uma reducdo de 80 % da atividade oxidante, avaliada pelo
método do DPPH. Piferos-Hernandez et al. (2017), avaliaram a
atividade antioxidante de filmes de amido de mandioca com extrato de
alecrim, e observaram que a atividade antioxidante aumentou
proporcionalmente a quantidade de extrato incorporado nos filmes.
Outros ensaios de atividade antioxidante em filmes ativos
biodegradaveis aplicados a produtos alimenticios, também refor¢am a
acdo antioxidante dos extratos vegetais, como por exemplo, o estudo
realizado por Akcan, Estevez e Serdaroglu (2017), que aumentaram a
estabilidade oxidativa de almondegas, recobertas com filmes de proteina
de soro de leite adicionados dos extratos de vegetais de louro e salvia.

3.3 ERVA-MATE (llex paraguariensis Saint Hilaire)

A llex paraguariensis Saint Hilaire chamada de erva-mate é uma
planta autétona de América do Sul onde ¢é explorada a partir de
extrativismo ou cultivo na Argentina, Uruguai, Brasil e Paraguai. As
partes aéreas da planta sdo usadas para preparar infusdes com agua fria
ou quente, denominadas tereré e mate ou chimarrdo, respectivamente. A
1. paraguariensis também ¢ utilizada na medicina popular e sua
atividade biologica foi confirmada em diversos pesquisas, entre elas
pode-se citar, efeito antioxidante (GUGLUICCI; MENINI, 2002),
quimioprotetor celular (FILIP et al, 2007), efeito digestivo
(GORZALCZANY et al., 2001), efeito hipocolesterolémico (STEIN et
al., 2005), efeito antidiabetes (LUNCEFORD; GUGLIUCCI, 2005),
antiobesidade (ANDERSEN; FOGH 2001), entre outros. Algumas
espécies afins do género llex do mesmo habitat sdo usados como
substitutos ou adulterantes de /. Paraguariensis, incluindo I. Theezans
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C. Martis ex Reisseck; I. Dumosa Reisseck var dumosa; I. Argentina
Lillo; 1. Brevicuspis Reisseck; e I. Pseudobuxus Reisseck (FILIP et al.,
2000).

A erva-mate apresenta uma composi¢do complexa do ponto de
vista quimico, fazendo parte de sua composi¢do minerais, vitaminas,
acidos organicos e metabolitos secundarios como alcaloides, esteroides,
triterpenos, compostos fendlicos e entre outros. Esta composi¢do varia
em fun¢do de fatores intrisecos da planta e das condi¢des de cultivo,
além, das etapas e condi¢des de processamento e sdo responsaveis pelas
propriedades terapeuticas atribuidas a erva-mate e seus extratos
(ISOLABELLA et al., 2010; JACQUES et al., 2007; VALERGA;
RETA; LANARI, 2012).

Algumas das propriedades terapéuticas da erva-mate sdo
atribuidas a presen¢a de antioxidantes polifendlicos principalmente do
acido clorogénico e seus derivados (3,4 dicafeiolquinico, 3,5
dicafeiolquinico e 4,5 dicafeiolquinico) e acido caféico, além dos
flavonoides (rutina, quercetina e campferol) (HECK; SCHMALKO;
MEIIA, 2008). Além de suas funcdes fisiologicas, a erva-mate também
apresenta propriedades tecnoldgicas associadas a sua capacidade de
inibir a oxidagdo lipidica por a¢do dos derivados do acido ceféico que
atuam como sequestrantes de radicais peroxil antes do inicio da
oxidagdo lipidica (FILIP et al., 2000). Outras substancias como as
saponinas triterpénicas, derivadas dos acidos ursolico e oleanolico foram
identificadas na planta da llex paraguariensis (FERREIRA et al., 1997).

Além destes compostos, a erva-mate apresenta teores
significativos de minerais conforme relatado por Marcelo et al. (2014)
que analisaram a composi¢do mineral de 54 amostras comerciais de
erva-mate e reportam valores médios relevantes de calcio (6825 pg/g),
magnésio (4591 pg/g) e potassio (3409 pg/g). Os resultados da analise
de microminerais revelaram que os elementos que tiveram a maior
expressividade foram o manganés e o ferro, que obtiveram valores de
1078 ng/g e 205 pg/g, respectivamente.

Essa complexidade em termos de composi¢do da erva-mate faz
com que seu consumo esteja associado a alguns beneficios a satude entre
os que se destacam: antiobesidade, atuag@o sobre o indice glicémico,
efeito antiinflamatorio, restauracdo da sinalizagdo hepatica a insulina,
redugdo de risco de doencas cardiovasculares, atividade antioxidante,
entre outras (KANG et al., 2012; YU et al., 2015; BOAVENTURA et
al., 2015; LUZ et al., 2016; LIMA et al., 2014).
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3.3.1 Compostos fendlicos na erva-mate

Os metabolitos secundarios sdo um grupo de compostos pesentes
em muitos alimentos de origem vegetal e sdo gerados como mecanismos
de defesa da planta. Muitos destes compostos possuem agdo pesticida,
resisténcia ao ataque de insetos, resisténcia a outras ervas, resisténcia a
nematoides, inibidores de enzimas, a¢do fungicida, bactericida, entre
outros (BENNETT; WALLSGROVE, 1994, MCGARVEY;
CROTEAU, 1995; ARRUDA et al., 2005). Sdo classificados em trés
grandes grupos: classe dos alcal6ides, classe dos terpenos e classe dos
compostos fenolicos. Neste ultimo estdo os taninos, flavonoides e os
acidos fendlicos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Os compostos fendlicos constituem o segundo maior grupo dos
metabolitos secundarios, com mais de 10.000 compostos solaveis e
insoliveis dispersos nas diversas fragdoes vegetais (TAIZ; ZEIGER,
20006). Estes compostos podem estar acumulados nos vacuolos centrais
das células guarda, nas células da epiderme das folhas, ou ainda
dispersos nos rizomas. Os fatores quantitativos relacionados com a
sintese destes metabdlitos sdo atribuidos aos fatores genéticos,
morfogenéticos e ontogenéticos da planta, como também, as variaveis
ambientais bidticas (ataque de agentes bioldgicos como, fungos, virus,
bactérias e nematoides) e abidticas (estresse hidrico, de temperatura, de
radiagdo, salino, quimico e variagdes sazonais) (VERMA; SHUKLA,
2015; ACHAKZAI et al., 2009; HUTZLER et al., 1998; SIMON et al.,
1992).

A erva-mate possui em seus constiuintes altas concentracdes de
compostos fendlicos, principalmente acidos fenodlicos e flavonoides e
ainda metilxantinas (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007). As
metilxantinas presentes na erva-mate sdo a teofilina, teobromina e
cafeina, no grupo dos flavonoides pode-se destacar a presenca de rutina,
quercetina e campferol, por Gltimo os acidos fendlicos representam o
maior grupo com a presenca principalmente do acido cafeico e seus
derivados: acido clorogénico, 3-4 acido dicafeiolquinico, 3-5 &cido
dicafeiolquinico e 4,5 acido dicafeiolquinico, (GNOATTO et al., 2007;
HECK; MEIJIA, 2007; ISOLABELLA et al., 2010; CARDOZO JR et
al., 2007; BUTIUK et al., 2016; BIZZOTTO et al., 2012; DUGO et al.,
2009; MATEOS et al., 2018), as estruturas quimicas destes compostos
sdo apresentadas na Figura 4.



45

Figura 4. Estrutura quimica das metilxantinas, flavonoides e derivados dos
acido cafeico.
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Fonte: Adaptado de Gnoatto et al. (2007); Heck e Mejia (2007); Ashokkumar,
Selvaraj e Devi (2013).

Muitos trabalhos foram publicados para identificacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos da erva-mate, tanto em folhas
verdes, talos, produtos comerciais e extratos. Segundo Schubert et al.
(2006) existe uma grande diversidade nas metodologias utilizadas na
extragdo e determinagdo desses compostos e além das decorrentes das
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condi¢des de cultivo da planta como época de coleta, local e idade da
planta. Estas variabilidades metodologicas e intrinsecas da planta e/ou
seu cultivo dificultam a comparagdo de resultados encontrados na
literatura em termos de composi¢do da erva-mate.

Isolabella et al. (2010) avaliaram o efeito das etapas de
processamento da erva-mate sobre o perfil de compostos bioativos.
Foram preparados extratos aquosos de erva-mate utilizando 5 % de
folhas (m/v) e a composi¢do fendlica foi analisada utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os compostos
bioativos foram determinados nas folhas verdes apenas colhidas, apos o
sapeco, nas folhas secas, nas folhas submetidas ao envelhecimento
for¢cado (60 = 5 °C, 40 = 10 % de umidade, por 60 dias) e nas folhas
submetidas ao envelhecimento natural (armazenadas por 12 meses em
armazém). O perfil cromatografico de todas as amostras foi semelhante.
Os isomeros do 4cido isoclorogénico tiveram uma relagdo de
concentracdo constante em todas as etapas: o 4,5 DCQ > 3,5 DCQ > 3,4
DCQ. O écido clorogénico e o 4,5 DCQ foram os componentes mais
abundantes, o acido caféico teve a concentragdo mais baixa e constante
em todas as amostras analisadas. As folhas verdes apresentaram uma
menor concentragdo de acido clorogénico e de isdmeros do acido
isoclorogénico quando comparadas as demais amostras. No que se
referem as metilxantinas, os autores observaram um aumento do
contetido da cafeina e teobromina nas folhas torradas em comparacao as
folhas verdes. A concentragdo de rutina aumentou até a etapa de
secagem € se manteve constante nas fases de envelhecimento.
Comportamento similar ao da rutina foi observado no teor total dos
derivados caféicos.

Butiuk et al. (2016), estudaram o efeito da fragdo da planta, da
etapa do processamento e da época de colheita da erva-mate na
quantificacdo do acido clorogénico por HPLC. Neste estudo, ramos da
erva-mate frescos foram fornecidos por duas plantas de processamento
(planta A e planta B) localizadas nas cidades de Apdstoles e Misiones,
na Argentina. As ervas foram avaliadas nas etapas de colheita, sapeco,
pré-secagem, primeira secagem, segunda secagem e na erva-mate pronta
para a comercializacdo. Foram identificados trés compostos derivados
do 4cido cafeoquimico: o acido clorogénico e dois dos seus isomeros, o
acido 3-O-cafeiolquinico (neoclorogénico) e o 4acido 4-O-
cafeiolquinico (criptoclorogénico). Os valores mais elevados da
concentracdo de 4cido clorogénico total foram encontrados em amostras
de erva-mate verde da planta A, 80.8 £ 1.0 e 78.9 = 5.3 g de 4cido
clorogénico.kg71 na folha e no caule, respectivamente. Ao final do
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processamento houve uma redugdo do teor de acido clorogénico total
valores de 62.9 + 2.1 kgj1 de folha na planta A. A principal reducdo da
concentracdo de todos os isdmeros do acido clorogénico aconteceu
durante a etapa do sapeco. Na planta B o conteudo de cada isomero de
acido clorogénico foi constante ao longo das etapas de processamento.

3.3.2 Filmes com adicio de extratos da erva-mate

Nos ultimos anos houve um crescente interesse da comunidade
académica no uso de substancias antioxidantes naturais que possam
estender a vida util de alimentos processados ¢ ndo processsados
(BANERJEE; VERMA; SIDDIQUI, 2017; SHARIF et al., 2017). A
seguir serdo apresentados estudos recentes, que indicam que, a erva-
mate e seus extratos podem ser uma alternativa de antioxidante natural,
usado em biofilmes ativos, como substituto a utiliza¢do de antioxidantes
sintéticos.

Chang-Bravo, Lopez-Cordoba e Martino (2014), elaboraram
filmes de amido de milho e k-carragenana plastificados com glicerol
adicionados de 6 % (m/v) de extratos de propolis vermelha de cuba ou
de extrato de erva-mate. O extrato da erva-mate foi preparado na
concentrac¢do de 10 % (m/v) com erva comercial e o extrato de propolis
foi utilizado na formula¢do de uso comercial (extrato hidro-alcodlico de
prépolis vermelha cubana (17,9 g de sélidos secos/100 g de extrato). Os
filmes elaborados com erva-mate apresentaram maior capacidade
antioxidante quando comparado aos filmes elaborados com o extrato de
prépolis, pelo método do DPPH. Quanto a morfologia, os filmes de
erva-mate apresentaram superficie homogénea ¢ sem a presenca de
rachaduras. Durante 6 meses de armazenamento os filmes contendo
extrato de erva-mate ndo mostraram alteragdes significativas no
contetido de compostos fenodlicos totais e a atividade sequestradora de
radicais (DPPH) aumentou aproximadamente 50 % em relagdo aos
valores no inicio do condicionamento.

Jaramillo et al. (2015), elaboraram filmes por casting de amido de
mandioca com glicerol adicionado com 0 (controle), 5 e 20 % de extrato
de erva-mate e avaliaram o efeito da adicdo de extrato na capacidade
antioxidante dos filmes utilizando o método de DPPH. Os resultados
mostraram que quanto maior a quantidade do extrato de erva-mate nos
filmes maior a sua atividade antioxidante. Também observaram na
andlise de microestrutura que o filme com 20 % do extrato da erva-mate
apresenta superficie mais rugosa ¢ menos homogénea. Os filmes mais
rugosos apresentaram maior angulo de contato com a agua, inidicando



48

uma maior hidrofobicidade. A determinacdo do angulo de contato
confirma esta observagdo, uma vez que, obtiveram valores de 55 + 5 °,
75 £ 5 ° e 66 £+ 4 ° para o controle, 5 ¢ 20 % de extrato,
respectivamente, este fato levou os autores a caracterizar os filmes com
extrato como hidrofébicos (6 > 65 °). A permeabilidade ao vapor de
agua dos filmes com 20 % de extrato foi 50 % menor que a da
permeabilidade dos filmes controle. A adicdo do extrato de erva-mate
também promoveu aumentos importantes na deformacdo a ruptura,
mostrando um material com mais flexibilidade, como um
comportamento tipico de um filme plastificado.

Jaramillo et al. (2016), elaboraram filmes a base de amido de
mandioca, cuja solucdo filmogénica continha 5 g de amido, 1,5 g de
glicerol e 93,5 g de dgua destilada. O extrato de erva-mate foi preparado
na concentragdo de 3 % (m/v) e adicionado a solugdo filmogénica nas
propor¢des de 0, 5 ¢ 20 %. Os autores reportam que os filmes com
extrato de erva-mate foram termicamente mais estaveis e sugerem que a
incorporagdo do extrato permite diminuir as intera¢des moleculares
entre as cadeias de amido-amido atuando como plastificante.

3.4 ENSAIOS DE LIBERACAO IN VITRO PARA POLIMEROS
HIDROFILICOS

Atualmente diversos polimeros t€m sido temas de estudo para uso
como matriz de liberacdo de farmacos ou de compostos bioativos.
Segundo Lopes, Lobo e Costa (2005), um sistema matricial nada mais é
que, um polimero ou outro agente formador de matriz que contém uma
substancia ativa molecularmente dispersa ou dissolvida, e sua liberagao
¢ controlada pelos mecanismos de erosdo, difusdo e intumescimento de
polimero.

Pezzini, Silva e Ferraz (2007) reportam que a liberagdo do
composto ativo de um sistema matricial hidrofilico, ocorre devido a um
processo complexo, que se inicia pelo intumescimento do polimero,
seguido da difusdo do composto ativo da matriz para o meio de
liberag@o e por tltimo a erosdo da matriz. Segundo Maderuelo, Zarzuelo
e Lanao (2011), as matrizes hidrofilicas em contato com agua se
hidratam, aumentando o volume da matriz polimérica pela entrada do
solvente, sem que haja inicialmente a desintegracdo da mesma. Porém,
na medida em que ocorre o inturmescimento da matriz polimérica,
acontecem simultaneamente fendmenos de entrada do solvente na matriz
e a saida do composto ativo para o meio de liberacdo, o que pode levar a
erosdo matricial.
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Estes fendmenos envolvidos na liberagdo dos compostos ativos
sdo de alta complexidade. Devido a isso, alguns modelos matematicos
empiricos e semiempiricos foram desenvolvidos para descrever e
analisar a liberacao destes compostos contidos em sistemas poliméricos
(Costa, Sousa e Lobo, 2001).

O modelo de Higuchi (1961) descreve a velocidade de liberagdo
de um determinado composto bioativo a partir de um sistema de matriz
polimérica. Porém, esta equagdo ¢ inadequada para sistemas em que
ocorre o intumescimento do polimero, devido a descri¢do do sistema
que considera apenas, no processo de liberacdo os mecanismos
difusivos, baseado na lei de Fick, como mostrado na Equagdo 1 a seguir.

M

o =KvVt+ b (Eq. 1)

Onde, M, é a quantidade da substancia ativa liberada com o
tempo, M,, ¢ a quantidade total da substincia ativa incorporada ao
sistema polimérico, K é a constante de liberagdo de Higuchi, t é o
tempo, e b € a quantidade inicial da substancia na solugéo.

Korsmeyer et al. (1983), sugeriram outro modelo, considerando o
intumescimento do sistema ocasionado quando a matriz hidrofilica entra
em contato com o solvente, além do processo de difusdo da substincia
ativa. Estes autores consideraram que a difusdo da substincia ativa
depende da estrutura fisica do polimero e ¢ afetada pela densidade do
sistema, grau de cristalinidade, interacdes termodindmicas entre o
polimero e o soluto. Logo, a equacdo de Korsmeyer (Eq. 2) ¢ descrita
como:

L= Kt"+ b (Eq.2)

Onde, o K esta relacionado com as caracteristicas estruturais e
geométricas do mecanismo ¢ n € o expoente difusional de liberagdo, que
caracteriza o mecanismo de liberacdo da substancia ativa. Se n= 0,5 a
difusdo ¢ Fickiana; se 0,5 <n < 1,0 indica que a cinética ¢ de transporte
anémalo ou uma difusdo ndo Fickiana; se n= 1,0 a difusdo ocorre pelo
caso II (¢ controlada pelo fendmeno de intumescimento do polimero); e
se n > 1,0 ocorre o transporte pelo super caso II.

Outro modelo que pode ser utilizado para descrever os processos
de liberag¢do de compostos ativos em sistemas matriciais hidrofilicos é o
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de Peppas e Sahlin (1989). Estes autores partiram da equagdo de
Korsmeyer (Eq. 2) e agregaram as contribuicdes relativas aos
fenomenos de difusdo e relaxag@o, como observado na Equagéo 3:

Mi; = K, t™ + Kpt?™  (Eq.3)
Onde, K, ¢ a constante que reflete o mecanismo de difusdo Fickiana e o
K; ¢ a constante do modelo que esta relacionada com o mecanismo de
relaxagdo/ erosdo (transporte de Caso II); e 0 m é o expoente de difusdo
Fickiana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ELABORACAO DO EXTRATO DA ERVA-MATE (llex
paraguariensis Saint Hilaire)

As folhas da erva-mate desidratadas e trituradas (llex
paraguariensis Saint Hilaire) utilizadas neste estudo foram fornecidas
pela empresa (Materva, Catanduvas, SC). As folhas foram transportadas
para o Laboratorio de Tecnologia de Frutas e Hortali¢as da Universidade
Federal de Santa Catarina em embalagens fechadas de polietileno, ao
abrigo da luz em novembro de 2016. Foi realizado quarteamento das
amostras e a seguir foram embaladas em sacos de BOPP em seladora a
vacuo (Conceito Vacuo ®, Modulare CV 25) e armazenadas ao abrigo
da luz, para posteriores processos e analises.

O extrato aquoso das folhas da erva-mate foi preparado na
concentracdo de 3 % (m/v), aquecido a 90 °C por 3 minutos com
agitagdo constante, filtrado duas vezes com papel filtro (poro de 25 mm
e whatman) e seu volume completado com agua, para correcdo da
concentracdo, como descrito por Murakami et al. (2011).

4.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO
4.2.1 Determinacio dos sélidos totais e pH

A determinagdo dos solidos totais do extrato foi realizada a
105°C até peso constante (AOAC, 2005). A determinagdo do pH foi
realizada por medigdo direta em pHmetro digital previamente calibrado
(modelo Tec-3MP, Tecnal), de acordo com as normas analiticas do
Instituto Adolf Lutz (IAL, 1985).

4.2.2 Determinacio dos compostos fendlicos totais do extrato

A determinag¢do do teor de fendlicos totais foi realizada pelo
procedimento colorimétrico do Folin-Ciocalteu modificado, método
descrito por Singleton, Joseph e Rossi (1965). A curva padrdo foi
preparada com 4acido galico e as leituras realizadas em
espectrofotometro a 760 nm de absorbancia (y= 0,052x — 0,0043 ¢ R*=
0,99). Os resultados foram expressos como equivalentes de acido galico
(mg equivalente ao acido galico/ mL de extrato).
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4.2.3 Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada por dois métodos
in vitro: DPPHe ¢ FRAP. Os métodos foram escolhidos em virtude da
diferenga entre seus principios. A curva padrdo para ambos os métodos
foi obtida com Trolox e etanol em diferentes concentragdes. A
concentracdo das atividades antioxidantes foram calculadas pela
seguinte equagdo y= 0,0783x + 3,3042 com R?= 0,9998 e os resultados
foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (pmol
de Trolox/ mL de extrato).

4.2.2.1 Método DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método DPPHe,
consistiu na reacdo entre o extrato e o radical livie DPPHe. A medida
que a substincia antioxidante doa atomos de hidrogénio ao radical livre,
ocorre a diminuicdo da absorbancia de 517 nm, com simultinea
mudanga na coloragdo de violeta a amarelo palido. Seguiu-se o0 método
proposto por Kim et al. (2002), com leituras antes e ap6s (30 min ao
abrigo da luz) a adi¢do de 0,1 mL do extrato de erva-mate a 2,9 mL do
DPPH, em espectrofotdmetro (Modelo U-1800, Hitachi, Tokyo, Japan)
a 517 nm de absorbancia.

4.2.2.2 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante pelo método FRAP fundamenta-se na
redugdo do Fe** para o complexo férrico-tripiridiltriazina por compostos
antioxidantes, esta reducdo pode ser observada pela alteragdo na
coloracdo, que passa de roxo claro para roxo intenso. A mudanca na
tonalidade foi quantificada em espectrofotometro (Modelo U-1800,
Hitachi, Tokyo, Japan) a 620 nm de absorbancia (BENZIE; STRAIN,
1996; ARNOUS et al, 2002). O método consiste na solubilizacdo de
200pL da amostra na solu¢do de FeCl; (3 mM), que foi aquecida em
banho-maria a 37 °C por 30 min. Posteriormente, foi adicionada a
solucdo de TPTZ a 10mM (complexo 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) e
realizada a leitura a 620 nm de absorbancia, toda analise foi conduzida
sob o abrigo da luz. Os resultados obtidos foram expressos em
equivalente ao Trolox (umol/ mL).
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4.3 ELABORACAO DOS FILMES

Os filmes foram elaborados utilizando a técnica de casting. Para a
formulagdo da solugdo filmogénica foi utilizada uma proporcao de 1,5
% (m/v) de alginato de sodio, cedido pela Danisco” (Copenhague,
Dinamarca), que foi solubilizado em 4agua destilada previamente
aquecida a 70°C. Seguidamente, foi adicionado o glicerol P.A. (Casa da
Quimica Ind. ¢ Com. LTDA"™) como plastificante, na concentragio de
0,3 g de glicerol/ g de alginato.

Foram preparados filmes com concentragoes de 0, 10, 15, 20 e 25
% (v/v) de extrato da erva-mate a 3 % (m/v) que foram denominados
ALG, ALG10, ALG15, ALG20, ALG25, respectivamente. Apds a
completa dissolucdo, com o objetivo de remover as bolhas de ar
incorporadas na solu¢do filmogénica, as solugdes foram filtradas e
colocadas em sonicador (Modelo Maxi Clean 1650%, Unique) por 20
minutos. A seguir 60 g das soluc¢des filmogénica, foram espalhadas em
placas de poliestireno cristal de 14 cm de diametro, e secas em estufa
com circulag@o de ar a 40 °C por 14 h. Apds a secagem os filmes foram
reticulados conforme o método descrito por Li et al. (2015), sendo
assim, os filmes foram imersos (um por vez) em 100 mL da solugdo
aquosa reticulante, que consistia 3 % (m/v) de CaCl, e 30 % (v/ v) de
etanol.

Ensaios preliminares para elaboracdo do filmes foram realizados,
para definicdo da formulagdo citada a cima. Todas as formulagdes
testadas estdo apresentadas no Anexo A, cujos critérios utilizados para
selecio da formulagdo filmogénica foi determinado segundo os
parametros estabelecidos por Gontard (1992): continuidade (auséncia de
fraturas apds a secagem), homogeneidade (auséncia de particulas
insoluveis ou bolhas visiveis a olho nu) e manuseabilidade
(possibilidade do filme ser manipulado sem se romper).

4.4 CARACTERIZACAO DOS FILMES
4.4.1 Analise da microestrutra dos filmes

A microestrutura dos filmes foi avaliada através do microscopio
eletronico de varredura modelo JEOL JSM-6390LV (Jeol, Tokyo,
Japan), com filamento de elétrons de tungsténio utilizando feixe de
elétrons de 8 kV. As amostras de superficie (expostas a secagem) foram
fixadas diretamente nos suportes, ¢ para as observacdes de fratura os
filmes foram criofraturados utilizando nitrogénio liquido.
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As amostras foram conduzidas ao Laboratério Central de
Microscopia da Eletronica (LCME) da UFSC, onde foram fixadas em
“stubs”, com fita de carbono e recobertas com ouro utilizando um
metalizador Baltec (SCD 0005, Suica).

4.4.2 Isotermas de sorcio de umidade

Filmes medindo 2 x 2 c¢m, foram desidratados por 15 dias em
dessecador contendo silica a temperatura ambiente. Apoés, os filmes
foram acondicionados em cadinhos previamente tarados e colocados em
sistemas herméticos contendo solu¢des salinas saturadas de: cloreto de
litio, cloreto de magnésio, carbonato de potassio, brometo de sddio,
cloreto de soédio, cloreto de potassio e cloreto de bario, que
proporcionam diferentes condi¢cdes de umidade relativa de equilibrio
(URE), que sdo apresentadas na Tabela 1. Os sistemas foram mantidos
em estufa tipo B.O.D (Modelo TE-371, Tecnal) a 25°C e em intervalos
regulares as amostras foram pesadas até a condicdo de umidade de
equilibrio (7 dias), seguindo as recomendac¢des do método gravimétrico
estatico, sugerido por Barbosa-Canovas, Schmidt, Fontana, (2008).
Estabelecida esta condi¢do, foi determinado teor de umidade das
amostras, em estufa a 70 °C por 14 h. Com esses dados, foram
calculadas as umidades de equilibrio (X.q) das amostras (Eq. 4), em cada
condi¢do de umidade relativa.

__massa de agua (g)

Xe (Eq. 4)

massa seca (g)

Tabela 1. Atividade de dgua das solucdes saturadas de sais a 25 °C.
Sal Ay
Cloreto de Litio (LiCl) 0,11
Cloreto de Magnésio (MgCl,) 0,33
Carbonato de Potassio (KCO3) 0,43

Brometo de Sédio (NaBr) 0,58
Cloreto de Sodio (NaCl) 0,75
Cloreto de Potassio (KCI) 0,80
Cloreto de Bario (BaCl2) 0,90

Para ajuste dos dados experimentais, foram utilizados a
ferramenta da rotina de ajuste ndo linear do programa Statistica 7.0
(STATSOFT, 2011), os modelos de Guggenheim-Anderson-de-Boer
(GAB) ¢ de Brunauer, Emmett e Teller (BET), sdo apresentados nas
Equacdes 5 e 6, respectivamente.
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XmCKay, p
ke (ke ckan (E4- 5)

Xeg =

XmCay,
Xeg = (1-a)[1-(C-1)a,] (Eq. 6)

Onde, X,, ¢ a umidade de equilibrio (g 4gua/ g de sélido seco), C,
K e X,, sdo as constantes de ajuste do modelo, sendo que, C esta
relacionada ao calor de sor¢do da camada molecular, K esta relacionada
ao calor de sor¢do nas multicamadas, X, esta relacionado a umidade da
monocamada (g agua/ g de solido seco) e ay ¢ atividade de agua do
sistema.

4.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua (K")

Os testes de permeabilidade ao vapor de dgua foram realizados
seguindo as recomendagdes da ASTM E96-00. Discos de 0,0034m? de
filmes foram fixados com graxa de silicone, em células de difusdao
contendo silica (2 % de umidade relativa). As células foram colocadas
em dessecadores contendo solucdo saturada de cloreto de sodio (75 %
de umidade relativa) e acondicionados em estufa tipo B.O.D (Modelo
TE-371, Tecnal) a 25°C. Logo, a transferéncia do vapor de agua através
do filme foi medida pelo ganho de massa da capsula em fungdo do
tempo, medido por 25 h. A permeabilidade foi determinada pela
seguinte equagdo (Eq. 7):

W= Wé
SPs (aw1—aw2) (Eq 7)

Onde, 6 ¢ a espessura média do filme, S a area de permeagdo
(0,002043 m?), ay; € o valor de (URE/100) dentro da cuba, a, € o valor
de (URE/100) no interior da célula, Ps é a pressdo de saturagdo da agua
na temperatura do experimento (25° C) e W= GM/t (g de agua/h) foi
calculado por regressao linear dos dados de ganho de massa (GM) em
funcdo do tempo (t) no estado estacionario.

4.4.4 Ensaios mecénicos de tracio

Foram realizados ensaios de tensdo-deformacdo dos filmes
utilizando equipamento de ensaio universal EMIC DL 2000. Os filmes
foram cortados nas dimensdes de 12,35 x 50 mm e acondicionados por
48 h em dessecador contendo solu¢do saturada de brometo de sodio,
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para uniformizag¢do da umidade relativa em 58 % a temperatura de 25°
C.

Os padrdes da norma ASMT D882-12 (2012), foram usados para
condugao dos ensaios. Foram cortados 10 corpos de prova das amostras
ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG25, e fixados as garras do EMIC
que estavam a uma distancia inicial de 50 mm, a velocidade de tracdo
constante de 12,50 mm/ min e acoplado uma célula de carga de 50 kg.
Foram determinados os valores de tensdo na ruptura (Ty,,), elonga¢do na
ruptura (€q,p) € 0 modulo de Young (Y) dos filmes elaborados.

4.5 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

Os filmes ALG e ALG25 foram escolhidos para o ensaio de
liberagdo. O estudo de migragdo dos compostos fendlicos totais,
contidos no extrato de erva-mate do filme de alginato de so6dio, foi
conduzido de acordo com a Norma Européia EN 13130-1:2005. Foram
escolhidos 4 simulantes alimentares em condigdes aceleradas para
liberagdo, 3 destes simulantes eram polares e 1 simulante apolar. Os
simulantes polares usados foram: dgua destilada (A), etanol a 10 % (v/
v) (B), e éacido acético a 3 % (pH= 2,5) (m/ v) (C) o isooctano P.A (D)
como simulante apolar. A Tabela 2 descreve cada simulante ¢ sua
representagdo de uso.

Tabela 2. Composicao e caracteristicas de uso de cada simulante de alimentos.

Nome Composicio Temperatura Uso
Simulante A Agua destilada. o Para alimentos aquosos
40°C
com pH> 4,5
Simulante B Etanol a 10 % (v/v) em agua o Para  alimentos que
. 40°C s
destilada. contém alcool.
Simulante C Acido etandico (acido Para alimentos com o
acético)a 3 % (m/ v) em agua 40 °C pH<4,5.
destilada.
Simulante D 2,2 4-Trimetilpentano 20 °C Para alimentos com alto
(isooctano P.A.) teor de gordura.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
4.5.1 Cinética de migracio por imersao

Os filmes medindo 12 c¢cm? e contendo 2,97 mg de compostos
fenolicos foram imersos em 20 mL de cada simulante (A, B, Ce D) e
foram armazenados durante 48 horas em estufa tipo B.O.D. (Modelo
TE-371, Tecnal) a 40 °C, sob o abrigo da luz e de umidade, porém, o
isooctano foi armazenado a 20 °C em estufa tipo B.O.D. (Modelo TE-
371, Tecnal) devido a sua volatilidade. Os ensaios de cada simulante
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foram conduzidos em triplicata, mais um branco. Nos tempos 1, 2, 3, 4,
5, 6, 12, 24 ¢ 48 horas foram retiradas aliquotas de cada sistema e os
compostos fendlicos totais foram quantificados.

4.5.2 Analise de compostos fendlicos totais liberados nos simulantes
alimenticios

Os compostos fenodlicos totais de cada ponto da cinética, retirados
dos simulantes A, B, C e D foram quantificados de acordo com a
metodologia descrita no item 4.2.1.

4.5.3 Modelagem matematica

Os resultados obtidos na liberagdo dos compostos fendlicos totais
do filme ALG25 em fungdo do tempo (horas) foram utilizados para
ajuste dos modelos matematicos. A concentragdo dos compostos
fendlicos totais foi adimensionalizada, utilizando a razdo entre os
valores de M, (quantidade da substancia ativa liberada com o tempo) e
M,, (quantidade total da substincia ativa incorporada ao sistema
polimérico). E os modelos empiricos de liberacdo, foram apresentados

em % em fun¢do do tempo (horas). Os modelos propostos por Higuchi

(1961), Korsmeyer et al. (1983) e Peppas e Sahlin (1989), e suas
respectivas equagoes sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Modelos matematicos aplicados a cinética de liberagdo dos compostos
fenolicos totais.

Modelo Equagio

Higuchi (1961) L
/A
—=Kt"+ b
M, *

ﬂ=Kt"‘+Kt2m
1‘/1Do 1 2

Korsmeyer et al. (1983)

Peppas e Sahlin (1989)

Onde, M, ¢ a quantidade da substancia ativa liberada com o tempo; M,, ¢ a
quantidade total da substincia ativa incorporada ao sistema polimérico; K é a
constante de liberagdo; t € o tempo; b ¢ a quantidade inicial da substancia na
solugdo; n € o expoente difusional de liberagdo; K1 ¢ a constante que reflete o
mecanismo de difusdo Fickiana; K2 ¢ a constante que estd relacionada com o
mecanismo de relaxacdo/ erosdo (transporte de Caso II); e o m é o expoente de
difusdo Fickiana.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das anélises (n= 3) foram apresentados como média
+ desvio padrio, quando cabiveis. Foram submetidos a analise de
varidancia ANOVA e o teste de Tukey considerando-se o nivel de
probabilidade de erro (p) menor que 5 %, utilizando o software
Statistica” versdo Ultimate Academic.

As modelagens das isotermas de sor¢do e da cinética de liberagao
in vitro foram submetidas a rotina de ajuste ndo linear do software
Statistica”. Para avaliagdo da qualidade do ajuste dos modelos cinéticos
foram usados o Desvio Médio Quadratico (DMQ) e o teste Qui-
Quadrado (X?), que sdo apresentados nas Equagdes 8 e 9,

respectivamente:
— 2
DMQ = /—Z("pn’i Yobs)” (Eq. 8)

Onde, Veq sd0 os valores preditos pelo modelo; Vs sdo os
valores experimentais; e n ¢ o numero de observagoes.

(Vpred_Vobs)z
Xt=3yn P 9% (Eq.9
i=1 Nen (Eq.9)

Onde, Vw4 sdo os valores preditos pelo modelo; Vs sdo os
valores experimentais; N é o nimero de observac¢des € n é o nimero de
parametros do experimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE ERVA-MATE

Os resultados das determinagdes dos compostos fenolicos totais,
expresso em mg Equivalente em Acido Galico (EAG)/ mL do extrato de
erva-mate, ¢ atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP
expressos em umol de Trolox/ mL do extrato sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante do extrato
de erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire).

Compostos fenoélicos totais * DPPH* FRAP*
(mg EAG/ mL) (nmol de Trolox/ (umol de Trolox/
mL) mL)
Extrato de 1,87+ 0,005 9,970,131 6,57+ 0,103

erva-mate

* Valores médios+desvio padrdo de determinagdes em triplicata

O extrato de erva-mate apresentou teor de compostos fenolicos
totais que corroboram com os resultados obtidos por outros autores que
avaliaram extratos aquosos de erva-mate, indicando que o processo
utilizado para obtencdo do extrato foi eficiente para a extragdo dos
compostos de interesse (MURAKAMI et al., 2011; COLPO et al., 2016;
BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007).

Murakami et al. (2011) realizaram a otimizag¢do do processo de
extragdo dos compostos fenolicos totais das folhas da erva-mate
desidratadas (3 % m/v) e reportam teor de 1,94 mg EAG/ mL na
condi¢do otimizada (90 °C/ 3 min). Colpo et al. (2016) estudaram o
perfil cromatografico de extratos aquosos de erva-mate de diferentes
origens e reportam valores de compostos fenolicos totais entre 0,057 e
1,451 mg EAG/ mL. Boaventura et al. (2013), avaliaram o efeito da
crioconcentracdo do extrato obtido de folhas da erva-mate a 3 % (m/v),
no primeiro estagio de alimenta¢do do sistema de crioconcentragdo o
extrato apresentou valores de 2,68 mg de EAG/ mL da amostra.

O teor de compostos fendlicos em extratos aquosos de erva-mate
varia em fung¢do das condi¢des utilizadas no processo de extragdo e de
variagdes intrinsecas como, as técnicas de cultivo, linhagem genética,
clima, solo, altitute, tempo de colheita, idade da planta, parte da planta,
além das etapas de processamento. Frizon et al. (2015), trabalharam com
erva-mate de diferentes regides do estado do Parana (regido
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metropolitana de Curitiba, sudeste e central sul) e obtiveram valores
para os compostos fenolicos totais que variaram significativamente (p <
0,05) entre 37,00 e 133,31 mg/g. Isolabella et al. (2010), examinaram o
efeito do processamento na quantificagdo dos compostos bioativos da
erva-mate e observaram que o teor de, acido clorogénico, acido
isoclorogénico e seus derivados (3, 4 dicafeiolquinico, 3,5
dicafeiolquinico e 4,5 dicafeiolquinico), acido cafeico, cafeina,
teobromina e rutina, aumentaram apos os processos de sapeco, secagem
e armazenamento, quando comparados com as folhas verdes. Filip et al.
(2001) analisaram a composicdo dos compostos fendlicos totais
presentes em oito espécies de Ilex e constataram que a variedade /.
paraguariensis St. Hilaire possui o maior teor dos compostos derivados
do acido cafeiolquinico, rutina e quercetina. Souza et al. (2015), fizeram
um estudo comparativo das partes da [ paraguariensis A. St. Hil
cultivada e comercializada na regido da cidade de Maringa (PA, Brasil)
e encontraram valores para os compostos fenolicos totais de 298 + 3,0,
309 + 1,0 e 188 + 1,0 mg EAG/ g da planta inteira, folhas e caule,
respectivamente. Gomez-Juaristi et al. (2018) trabalharam com erva-
mate cultivada na Argentina e obtiveram um teor de compostos
fenolicos totais de 80,6 + 2,3 mg EAG/ g de amostra.

No que se refere aos processos de extracao, estudos comprovaram
que a solubilidade dos compostos fenolicos totais ¢ um fator dependente
do tipo de tecido do qual é extraido. Os compostos fenolicos totais
menos soluveis sdo encontrados nas paredes celulares e na erva-mate
estdo presentes nos tecidos lignoceluldsicos dos talos, enquanto os
fenolicos soluveis estdo presentes nos vactiolos das células vegetais.
Estas diferengas em termos de solubilidade fazem com que o solvente
utilizado na extracgdo e sua polaridade interfiram na classe de compostos
fenolicos que sdo extraidos (VIEIRA et al., 2010; PAGLIOSA et al.,
2010; NACZK; SHAHIDI, 2006; HARBONE, 1964).

O pH da solu¢do de extragdo dos compostos fenolicos interfere
nos valores obtidos nesta determinacdo, segundo Chirinos et al. (2007)
este pardmetro estd relacionado com a estabilidade e difusdo dos
compostos fenolicos da parede celular das plantas. O extrato de erva-
mate apresentou pH= 5,51 + 0,01, resultado similiar foi reportado por
Reis et al. (2015) no extrato de erva-mate (pH= 5,80). Na literatura
encontra-se diferentes pesquisas que correlacionam os valores do pH
com a extragdo dos compostos fendlicos de espécies vegetais. Murakami
et al. (2011) verificou que o aumento do pH e da temperatura provoca o
aumento do teor dos compostos fendlicos totais em extratos obtidos das
folhas da erva-mate. Santos et al. (2017) observou que os compostos
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fenolicos obtidos do extrato aquoso do bagagco de amora (Rubus
fruticosus) seco por spray dryer ou microencapsulado, possui maior
estabilidade quando armazenados por até¢ 7 dias em pH < 5,0. Logo, o
pH encontrado no presente estudo pode ter favorecido a estabilidade dos
compostos fendlicos do extrato aquoso de erva-mate.

Outro fator que afeta a concentracdo dos compostos fendlicos
totais no extrato ¢ a temperatura em que se realiza a extracdo. O
aumento da temperatura favorece o aumento significativo do rendimento
de extragdo de alguns compostos bioativos. Isto ocorre devido as
temperaturas mais elevadas favorecerem os processos de difusdo do
solvente na matriz solida, além de modificar a solubilidade dos
compostos. Porém, temperaturas muito elevadas ou tempos de extragdo
muito longos, podem ocasionar degradacdo de compostos fendlicos
(SHUYUAN et al., 2017; GONZALEZ et al., 2017, MOKRANTI;
MADANI, 2016).

As propriedades bioativas dos compostos fendlicos da erva-mate
sdo bem conhecidas e a principal delas é a atividade antioxidante. O
extrato apresentou diferentes valores para os métodos de atividade
antioxidante realizados neste estudo, 9,97 + 0,131 ¢ 6,57 £ 0,103 pmol/
mL para DPPH e FRAP, respectivamente. Segundo Ivanovic et al.
(2013), as propriedades antioxidantes dos extratos vegetais sdo atreladas
a presenga e concentragdo dos compostos fenolicos, como também a
estrutura e os mecanismos de interagdo entre estes compostos e outros,
como carboidratos.

Blum-Silva et al. (2015), observaram que existe uma correlacio
inversa entre os valores dos compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante pelo método do DPPHgcsg, quanto maior a concentragio
dos compostos fendlicos totais, menor ¢ a quantidade de extrato
necessaria para reduzir o radical DPPH. Outros autores reportam que os
compostos fenodlicos individuais da erva-mate apresentam diferentes
atividades antioxidantes, como observado por Valerga, Reta e Lanari
(2012), que avaliaram a atividade antioxidante pelo método P-
caroteno/acido linoleico dos compostos fendlicos individuais do extrato
de erva-mate, obtido com acetona/dgua na propor¢do de 80:20. Em
ordem decrescente os compostos individuais com maior atividade
antioxidante foram quercetina, campferol e acido cafeico; rutina e 4cido
clorogénico segundo os autores, ndo tiveram diferenga significativa (p <
0,05). Anesini et al. (2012), estudaram a capacidade antioxidante dos
compostos bioativos individuais (4cido cafeico, acido clorogénico e
rutina) do extrato aquoso da erva-mate a 5 % (m/v) e verificaram que
todos os compostos apresentaram efeito de eliminag¢do de radical pelo
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método do DPPH, o acido clorogénico apresentou maior potencial
redutor que os demais compostos nas mesmas concentragdes.

Outros autores apresentaram os resultados dos compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante em base seca. O extrato aquoso
obtido apresenta 0,01 £ 0,001 g de solidos totais, destes, 180 mg EAG/ g
sdo de compostos fenodlicos totais. Valores aproximados foram
encontrados por Turkmen, Sari e Velioglu (2006), que obtiveram valor
de 120,4 + 1,49 mg de EAG/ g de extrato de erva-mate, extraido com
maceragdo em solu¢do com 50 % de acetona (v/v). Vieitez et al. (2018),
encontraram valor de 158,9 = 0,4 mg de EAG/ g de extrato de erva-
mate, obtido por macera¢do em solugdo etanolica a 75 % (v/v).

Varios outros estudos determinaram a atividade antioxidante da
erva-mate, porém o uso dos diferentes métodos ou a maneira como
expressam seus resultados dificulta a comparagéo entre os dados. Outros
autores relatam a atividade antioxidante em pmol de Trolox/ g de
matéria seca. Bravo, Goya e Lecumberri (2007) avaliaram a atividade
antioxidante de diferentes ervas-mates comerciais da Argentina, pelo
método de FRAP e obtiveram valores para o extrato de erva-mate que
variaram entre 762,02 £ 31,27 e 938,59 + 39,86 umol de Trolox/ g de
matéria seca. Pagliosa et al. (2010), obteve valores para a atividade
antioxidante pelo método de DPPH das partes da folhas e casca da erva-
mate que variaram entre 233 + 3,73 a 621 + 18,45 pmol de Trolox/ g das
amostras secas, respectivamente. Dados estes, que corroboram com os
resultados encontrados no presente estudo, que quando convertidos para
massa seca sdo de: 997 e 657 umol/ g para o DPPH e FRAP,
respectivamente.

Dudonné et al. (2009), avaliaram o teor de compostos fenolicos e
atividade antioxidante de 30 extratos de plantas de interesse industrial.
Dentre elas, a llex paraguariensis se destacou entre as demais, por
apresentar alto teor de fenodlicos e atividade antioxidante avaliada pelos
métodos de DPPH, ABTS, FRAP, ORAC e SOD. Por apresentar estas
propriedades discorridas acima, € interessante o uso do extrato de erva-
mate em produtos alimenticios ou até mesmo em embalagens para uso
em alimentos, para liberac¢do controlada de seus compostos bioativos.

5.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES
Os filmes elaborados apresentaram-se visualmente sem fraturas,

sem poros, sem particulas insoliveis e foram de facil remogao da placa
de petri de acrilico apds a secagem (Figura 5). Observou-se que a
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incorporagdo do extrato de erva-mate ocasionou a mudanca de cor em
relacdo ao filme controle (ALG).

Figura 5. Imagem dos filmes de alginato de sodio reticulados com CaCl, com e
sem adi¢do de extrato da erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire). Onde,
ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG25 correspondem a adi¢do de 0, 10, 15,
20 e 25 % (v/ v) do extrato de erva-mate, respectivamente.
-mq‘ ) W

ALG

Fonte: Elaborado pelc; autor (2018).
5.2.1 Analise da microestrutura dos filmes (MEV)

As micrografias de superficie (subindice a) e da criofratura
(subindice b) dos filmes com e sem adi¢do do extrato de erva-mate sdao
apresentadas na Figura 6. As imagens foram ampliadas em 1500 X para
as micrografias de superficie e 800X para as micrografias de fratura.

As micrografias de superficie dos filmes exibem regides lisas,
homogéneas e sem rachaduras, porém, a incorporacdo do extrato de
erva-mate na matriz polimérica favoreceu a formacdo de poros nos
filmes. Os microporos na matriz aumentaram com a adi¢ao do extrato de
erva-mate, o filme com a maior adicdo do extrato (filme AlG25)
apresentou superficie mais rugosa, quando comparada ao filme sem
extrato (ALG, controle). Este comportamento corrobora com as
observagdes de Gomez-Guillén et al. (2007), que estudaram filmes de
gelatina adicionados de extratos de murtilla (Ugni molinae Turcz) e
relatam que a incorporacdo do extrato modificou a morfologia dos
filmes tornando a superficie dos mesmos mais rugosas e irregulares
quando comparada a dos filmes controle sem o extrato. Outros
resultados similares foram repotados por Han, Yu e Wang (2018),
quando avaliaram as micrografias de superficie e de fratura de filmes de
alginato de s6dio com carboximetilcelulose (CMC), reticulados com
CaCl, e adicionados do 6leo essencial de canela e relatam um aumento
da rugosidade destes filmes quando comparados aos filmes controle
(sem oleo essencial).
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Figura 6. Micrografias dos filmes de alginato de sodio com e sem adigdo do
extrato de erva-mate.

8kv X1,500 10pm LCME-UFSC 8kV X800  20pm LCME-UFsSC

Filme ALG, (aumento de 1500X) Filme ALG, (aumento de 800X)

8kV X1,500  10um LCME-UFSC 8kv X800  20um LCME-UFSC

Filme ALG10, (aumento de 1500X) Filme ALG10,, (aumento de 800X)

8kV X800 20pm ~LCME-UFSC
Filme ALG15;, (aumento de 800x)

8kV X1,500 10um LCME-UFSC

Filme ALG1S5, (aumento de 1500)

Continua.
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8kV X1,500 10pm LCME-UFSC X800  20um LCME-UFSC
Filme ALG20, (aumento de 800X)

Filme ALG20, (aumento de 1500x)

8kV X1,500 10um LCME-UFSC 8kV X800  20pm LCME-UFSC

Filme ALG2S, (aumento de 1500X) Filme ALG2S5;, (aumento de 800X)

Onde, ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG25 correspondem a adicdo de 0,
10, 15,20 e 25 % (v/ v) do extrato de erva-mate, respectivamente.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Em geral, os filmes mostraram uma morfologia similar nas
fraturas, apresentando uma estrutura densa e compacta. Porém,
observam-se diferencas na homogeneidade nas camadas internas e
centrais dos filmes, o que pode estar associado ao efeito do processo de
reticulagdo. Uma vez que, a reticulagdo dos filmes foi realizada pelo
método de imersdo dos mesmos na solugdo de cloreto de célcio, é
possivel que essa diferenca nas camadas internas dos filmes esteja
relacionada com o processo de difusdo do ion na matriz polimérica.

E importante ressaltar que a micrografia de fratura do filme
ALG2S5 revela uma superficie mais densa na interface superior (Figura 7
(a)), que a difere da camada interna (Figura 7 (b)), conforme observado
na ampliagdo de 3000X da fratura (Figura 7).
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Figura 7. Micrografia de fratura do filme com 25% de extrato de erva-mate
(ALG25). Onde, (a) camada superficial escura e (b) camada interna mais clara.

Fo ¥

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

No filme ALG25 observa-se a presenca de uma camada
superficial (a) com morfologia diferente da camada interna (b) o que
pode ser atribuido, a uma separacdo de fases devido a presenca de
compostos apolares, como lipidios provenientes da erva-mate, uma vez
que, na formulagdo desses filmes foi utilizada a maior concentragdo de
extrato. Berté et al. (2011) e Souza et al. (2015) produziram extratos
aquosos de erva-mate e reportam valores entre 1,7 e 4,25 g de
lipidios/100 g de matéria seca, que segundo estes autores podem ter sido
lixiviados da matriz s6lida para a fase aquosa durante o aquecimento.

Acosta et al. (2016) encontraram resultados similares, nas
micrografias de biofilmes ativos elaborados com gelatina e amido de
mandioca, com adi¢ao dos 6leos essenciais de canela, orégano ou cravo
(como agente antimicrobiano). Os autores atribuem as alteracdes
encontradas nas camadas dos filmes, a diferenga de densidade dos
componentes da solugdo filmogénica, principalmente aos Oleos
essenciais, devido a menor miscibilidade. Segundo os autores durante o
processo de secagem dos filmes podem ocorrer os fendomenos da
floculagdo, coalescéncia e creaming, que favorecem a elevacdo da
fracdo lipidica para a superficie dos filmes. O efeito destes fendmenos
também foi observado por Riquelme, Herrera ¢ Matiacevich (2017) nas
micrografias de filmes de alginato de sédio com adicdo do O6leo
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essencial de capim-limdo, dados estes, que corroboram com os obtidos
no presente estudo.

5.2.2 Isotermas de adsorcio de umidade a 25 °C

A Figura 8 apresenta as isotermas de adsor¢do de umidade
obtidas a 25 °C dos filmes de alginato com e sem adicdo de extrato de
erva-mate e os respectivos ajustes (linhas continuas) dos modelos de
GAB (a) e BET (b).

Em todos os filmes observou-se um aumento da umidade de
equilibrio com aumento da atividade de dgua. Este comportamento ja foi
relatado por outros autores que associam a higroscopicidade de
materiais como amido, alginato, agucares, etc. (AGUIRRE-LOREDO et
al., 2016; BIERHALZ et al., 2014; TEODORO et al., 2015; MOREIRA
et al, 2016). As isotermas de sor¢do de umidade permitem correlacionar
umidade relativa do ambiente ou atividade de agua com a umidade de
equilibrio no material, numa dada temperatura. Para materiais de baixa
umidade e com caracteristicas hidrofilicas as isotermas de adsor¢do sao
as mais empregadas, uma vez que, estes tipos de materiais quando
condicionados em ambientes sem controle de UR, tendem a adsorver
umidade do ar. Sendo assim, o estudo das isotermas de adsorcdo de
umidade de filmes de alginato de sodio é de grande interesse
tecnologico devido que, além de ser higroscopicos, a agua atua como
plastificante deste tipo de polimeros alterando significativamente as
propriedades mecanicas ¢ de barreira dos filmes produzidos a partir
deles (AL-MUHTASEB; McMINN; MAGEE, 2004; MOREIRA et al.,
2016).

O modelo de GAB se ajustou bem aos dados experimentais,
apresentou residuos do modelo (Anexo B) bem distribuidos e nédo
tendenciosos, mostrando pontos aleatorios, positivos e negativos ao seu
entorno. A Tabela 5 apresenta os coeficientes de ajuste (R?) e os
parametros estimados pelo modelo de GAB. Os valores de R? foram
para todos os filmes foram superiores a 0,99 e o ajuste de todos os
parametros do modelo foi significativo (p < 0,05). As isotermas foram
sigmoidal do Tipo II, segundo classificacdo de Brunauer, Emmet e
Teller (1938), -caracteristicas de produtos com alto teor de
polissacarideos e higroscopicos.
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Figura 8. Isoterma de adsorcdo de umidade, (a) ajuste matematico do modelo de
GAB; (b) ajuste matematico do modelo de BET.
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Onde, X, ¢ a umidade de equilibrio (g de dgua/ g de S.S.); A, ¢ a atividade de
agua.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Por outro lado, o modelo de BET subestima os valores de
umidade de equilibrio para a, inferiores a 0,8, ndo se ajustando aos
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dados experimentais. Esta falta de ajuste do modelo de BET aos dados
experimentais é comprovada também pelos baixos valores de R e com a
analise dos residuos (Anexo C) encontrados para todos os filmes. Logo,
o modelo de BET fez com que os valores de teor de umidade da
monocamada (X,;,) apresentados na Tabela 5, ndo tenham sentido fisico.
Este comportamento pode estar associado a que, o modelo de BET
descreve isotermas de adsor¢do de umidade tipo III, caracteristicas de
matrizes com alto teor de aglicares simples, ndo se adequando a
materiais poliméricos (AL-MUHTASEB; McMINN; MAGEE, 2002).

Os valores do teor de umidade na monocamada (X,,) determinado
pelo modelo de GAB dos filmes com e sem adi¢do de extrato de erva-
mate foram da mesma ordem de grandeza que os reportados para filmes
biopolimeros como amido, alginato, quitosana, goma guar, caseina ¢
queratina (MALI et al, 2005; VISHWAKARMA; SHIVHARE;
NANDA, 2011; SABERI et al., 2016; ZHANG; HAN, 2008; FABRA,;
TALENS; CHIRALT, 2010; MARTELLI et al., 2006).

Xiao e Tong (2013) avaliaram as isotermas de sor¢do de umidade
em diferentes temperaturas (25, 35 e 45 °C) em filmes de blendas de
alginato de sédio e pululano e relatam valores de X, entre 0,072 a 0,124
g de agua/g de s.s. para o ajuste do modelo de GAB. Além disso,
verificaram que o aumento da concentragdo de pululano nas blendas
diminuiu a umidade da monocamada dos filmes que associaram a
reducdo da disponibilidade dos sitios hidrofilicos do alginato para
interagir com a agua devido a presenca do pululano. Bierhalz et al.
(2014), estudaram o efeito do método de reticulagdo sobre a umidade de
equilibrio de filmes de alginato e ajustaram o modelo de GAB aos
resultados de isotermas de sorcdo de umidade. Os autores relatam
valores de X, que variaram entre 0,0979 a 0,1417 g de 4gua/ g de s.s,
corroborando os resultados obtidos no presente estudo. Do mesmo
modo, estudos com filmes de amido relatam valores de teor de umidade
da monocamada entre 0,079 e 0,389 g de agua/ g de s.s em fungdo da
fonte e do teor de plastificante adicionado (SABERI et al, 2016;
ZHANG; HAN, 2008).

Os filmes em que foram adicionados 10, 15 e 20 % do extrato de
erva-mate observaram-se uma reduc¢do do teor de umidade da
monocamada de 24, 25 e 12 %, respectivamente, quando comparados
aos filmes sem extrato. Segundo Chaurasia e Bajpai (2013), em
atividades de agua reduzidas e intermediarias a adsorcdo acontece nas
regides da monocamada e multicamadas, pois a adsor¢do fisica nestes
estagios ocorre entre os sitios ativos de sor¢do, que, no caso do alginato
acontece nos grupamentos -COO-Na" e -OH. Em fungo disso, pode ser
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que, nos filmes onde foi adicionado extrato uma parte desses sitios do
alginato esteja interagindo com os compostos fenodlicos e reduzindo,
dessa forma a interagcdes do alginato com a agua. Por outro lado, os
filmes com 25 % de extrato apresentaram teor de umidade da
monocamada da mesma ordem de grandeza que o filme sem extrato,
reduzindo somente 2 % em relagdo a este ultimo. Este comportamento
pode estar associado a uma maior area superficial destes filmes devido a
maior rugosidade observada nestes filmes nas microscopias.

Tabela 5. Pardmetros de ajuste do modelo de GAB e BET para os filmes
controle e com extrato de erva-mate.

Pariametros do modelo de GAB Parametros do modelo de BET
Filme
Xm k C R? Xm C R?
(g H0/g S.S.) (g H,0/g S.S.)
ALG 0,105 0,817 5,655 0,996 7,089 0,013 0,833
ALG10 0,078 0,914 6,559 0,994 6,303 0,016 0,931
ALGI15 0,079 0,894 13,874 0,997 6,578 0,015 0,884
ALG20 0,092 0,902 7,525 0,999 7,551 0,015 0,917
ALG25 0,103 0,861 6,214 0,999 7,484 0,015 0,880

Valores de Aw de 0,11 a 0,9; onde X,,, (g HyO/ g de S.S.), C e k correspondem
aos coeficientes de ajuste dos modelos de GAB e BET.

Onde, ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG25 correspondem a adicdo de 0,
10, 15,20 e 25 % (v/ v) do extrato de erva-mate, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

O modelo de GAB apresenta mais dois parametros de ajuste: o
parametro C, denominado constante de Guggenhein, que ¢ caracteristico
da matriz e se relaciona com o calor de adsor¢do da monocamada ¢ o
parametro k que se relaciona com o calor de adsor¢do das multicamadas
(BARBOSA-CANOVAS; SHIMIDT; FONTANA, 2008)

Os valores do parimetro C apresentam uma ampla faixa de
variagdo mesmo em filmes poliméricos onde outros autores reportam
valores de entre 26,0 a 67,0 para filmes de quitosana (LECETA et al.,
2014), 3,9 a 30 para filmes de amido de ervilha (ZHANG; HAN, 2008);
9,65 e 3222 para filmes de amido de mandioca (MULLER;
LAURINDO; YAMASHITA, 2009a).

O parametro k apresentou, para todos os filmes avaliados valores
menores que 1 e que corroboram com os resultados de outros autores
que trabalharam com filmes hidrofilicos. Shih, Daigle e Champagne
(2011), relatam que filmes de pululano e goma ardbica com diferentes
concentragdes de cera de arroz apresentaram valores de k entre 0,85 e
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0,91. Dias et al. (2011), trabalharam com filme de farinha de arroz
refor¢ados com fibras de celulose e obtiveram valores de k que variaram
entre 0,85 a 0,92 e Shirai et al. (2013) produziram filmes biodegradaveis
a base de amido termoplastico de mandioca (TPS), poli (acido lactico)
(PLA) e poli (butilenoadipatoco-tereftalato) (PBAT) e encontraram
valores de k que variaram entre 0,923 a 0,980; Miiller, Laurindo e
Yamashita (2011), elaboraram filmes com amido de mandioca e
avaliaram a influéncia da adicdo de nanoargila nas propriedades de
barreira e mecanicas dos filmes, obtiveram na analise dos parametros do
ajuste do modelo de GAB, valores de k que variaram entre 0,851 e
0,915.

Contudo, os filmes ALG20 e ALG25 foram os mais
higroscdpicos. Ambos os materiais sdo mais suceptiveis a sofrerem
alteracdes significativas nas suas propriedades mecanicas e de barreira,
devido ao efeito plastificante ocasionado pela adsor¢do de umidade.

5.2.3 Permeabilidade ao vapor de agua (K")

Os resultados obtidos para a permeabilidade ao vapor de dgua
estdo apresentados na Tabela 6. Segundo Ren et al. (2017), este
parametro desempenha um papel fundamental na verificagdo das trocas
de umidade entre os produtos embalados e a atmosfera em que se
encontra condicionado. Os valores da permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes de alginato reticulados com cloreto de calcio com e sem
adicdo de extrato de erva-mate variaram de 3,57 + 0,04 x107 a 4,64 +
0,05 x10"g.m.m".h™" .Pa’".

Estes resultados de permeabilidade corroboram com os resultados
de Parris et al. (1995), que avaliaram a permeabilidade ao vapor de agua
de filmes de alginato e reportam valores de 5,4 x10” a 2,7 x10° g.m.m"
*h”'.Pa’, porém sdo inferiores aos reportados por Rhim (2004), que
avaliaram a permeabilidade ao vapor de agua de filmes de alginato
reticulados e relatam valores de 3,35 x10° a 5,33 x10°g.m.m™h ™" .Pa”.
Esta diferenga na permeabilidade dos filmes pode estar associada, entre
outros fatores, ao gradiente de umidade relativa utilizados na
determinacdo deste parametro, uma vez que, neste estudo usou-se 2-75
%, enquanto Rhim (2004), utilizaram 0-100 %. Segundo Miiller,
Laurindo e Yamashita, (2009a) alteragdes no gradiente de UR
(deslocamento para UR proximas a saturacdo) modificam a
permeabilidade ao vapor de agua devido as mudangas que ocorrem no
coeficiente de solubilidade e no coeficiente efetivo de difusdo da agua
nos filmes. Outro fator que pode interferir na permeabilidade dos filmes
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de alginatos se refere a concentragdo e plastificante empregado, além do
método de reticulagdo e temperatura (BONILLA et al., 2013;
GALDEANO et al., 2009; MULLER; LAURINDO; YAMASHITA,
2009b; NESIC et al. 2017; GARCIA et al., 2014).

Tabela 6. Permeabilidade ao vapor de dgua (K) dos filmes com diferentes
concentragdes do extrato de erva-mate, a 25 °C e 75 % de umidade relativa.

Filme ALG ALG10 ALGI15 ALG20 ALG25

K" (x 107)

a ab b c c
(@ma iyl 56+003 3,62 £0,12 3,85+0,17 4,64 £ 0,05 4,59 + 0,09

*Valores médiostdesvio padrdo de determinagdes em triplicata, médias
seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 %
de significancia (p < 0,05) do teste de Tukey.

Onde, ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG25 correspondem a adicdo de 0,
10, 15,20 e 25 % (v/ v) do extrato de erva-mate, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

E importante ressaltar que a adi¢io de mais de 15 % de extrato de
erva-mate nos filmes aumentou significativamente (p < 0,05) a
permeabilidade ao vapor de agua. O comportamento da permeabilidade
estd em concordancia com os resultados obtidos nas isotermas de
adsor¢do de umidade onde os filmes ALG20 e ALG25 apresentaram
maior umidade de equilibrio quando condicionados a 75 % de umidade
relativa (mesma umidade relativa usada para avaliar a K¥). Quando se
estabelece o gradiente de UR, para a determinacdo da permeabilidade
em filmes higroscopicos, devido a afinidade do polimero pela dgua a
concentracdo de interface € considerada a umidade de equilibrio
interferindo significativamente na taxa de permeacio (MULLER;
LAURINDO; YAMASHITA, 2009a, SHIRAI et al. 2013;
LAROTONDA et al. 2005; KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-
CARRIEDO, 1994).

Jaramillo et al. (2015), observaram que a adi¢do do extrato de
erva-mate em filmes de amido de mandioca reduziu os valores de K%
com a adi¢cdo de 15 % do extrato, os valores diminuiram de 8,8 + 0,8
x10™'? do filme sem extrato, para 4,5 £ 0,4 xlO'lOg.s'l.m'l.Pa'l. Reis et al.
(2015), elaboraram filmes de amido de mandioca com diferentes
concentracdes de polpa de manga e extrato de erva-mate, os autores
relataram valores de K" entre 5,74 x10® ¢ 9,55 x10™® g.mm.m’z.h'l.kPa'1
e observaram que a adigdo minima dos extratos (2,9 % de polpa de
manga ¢ 4,4 % de extrato de erva-mate) aumentou a permeagdo em 11%
com relacao ao controle.
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5.2.4 Ensaio de tracio

Os resultados de tensdo, elongacdo na ruptura e modulo de
Young dos filmes de alginato com e sem adi¢do do extrato de erva-mate
sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Tensdo na ruptura (Ty,), elongagdo na ruptura (g,,) € modulo de
Young (Y), dos filmes sem e com adi¢do do extrato de erva-mate.

Filme Trup (MPa) Erup (%) Y (MPa)
ALG 62 + 8 52+2,0° 3066 + 283°
ALG10 82 + 5% 5,0+ 1,1° 3377 £274%
ALG15 80 + 3% 54+0,8 3464 + 218
ALG20 77 £ 10° 45+1,2 3132 + 445°
ALG25 88 +4° 59+0,7° 3616 + 333"

Resultados expressos em média + desvio padrdo.

Letras seguidas com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si ao nivel
de 5 % de significancia pelo Teste de Tukey.

Onde, ALG, ALG10, ALG15, ALG20 e ALG2S5 - filmes de alginato de sodio
com a adi¢ao de 0, 10, 15,20 e 25 % de extrato da erva-mate, respectivamente.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

A tensdo na ruptura mede a resisténcia ao esfor¢o de um material,
quando uma forga ¢ aplicada e o alongamento representa a capacidade
de um filme para esticar antes de romper (PARK; DAESCHEL; ZHAO,
2004). As propriedades mecanicas de filmes incorporados de extratos
sdo modificadas, pelas caracteristicas intrinsecas do filme tais como
polimero empregado e grau de plastificacdo, além das caracteristicas do
extrato no que se refere a quantidade adicionada, natureza quimica do
extrato e interagdes entre matriz e extrato.

Os resultados de tensdo na ruptura indicam que a incorporagio de
extrato de erva-mate nos filmes de alginato afetou significativamente (p
< 0,05) a resisténcia mecanica sem comprometer a extensibilidade dos
mesmos. O maior aumento na resisténcia a tragdo em relagdo ao filme
sem extrato foi observado nos filmes ALG25 que apresentaram tensdao
na ruptura 41 % maior que o filmes controle. Esse comportamento ja foi
observado por Siripatrawan e Harte (2010) que estudaram filmes de
quitosana adicionados de 5, 10 e 15 % de extratos de cha verde e
reportam um aumento da tensdo de ruptura quando comparados aos
filmes controle. Os autores atribuem esse comportamento as intera¢des
entre a matriz polimérica e os compostos fenolicos provenientes do
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extrato que tornam o filme mais resistente. Por outro lado, Giménez et
al. (2013) adicionaram extratos de cha verde em filmes de agar e
agar/gelatina observaram uma diminui¢do da tensdo de ruptura e
aumento da elongagdo quando comparados aos filmes controle e
atribuem esse comportamento ao um efeito plastificante do compostos
fenolicos na matriz polimérica.

Conforme os dados da Tabela 7, a incorporacdo de extrato de
erva-mate nos filmes de alginato ndo alterou significativamente a
elongacdo na ruptura, indicando que este extrato ndo atua como
plastificante na matriz polimérica de alginato, como observado em
outros estudos com filmes biodegradaveis a base de amido de mandioca
com extrato de erva-mate (JARAMILLO et al., 2016; JARAMILLO et
al., 2015).

Arrieta et al. (2018), estudaram filmes a base de acido polilactato
(PLA) adicionados de 5 % do extrato de erva-mate a 3 % (m/v)
liofilizado, e verificaram que a adigdo do extrato liofilizado aumentou a
rigidez dos filmes (~2000 MPa no filme controle, para 2750 MPa no
filme PLA com extrato) e a tensdo na ruptura (~27 MPa no filme
controle para 50 MPa no filme PLA com extrato), ¢ manteve a
elongacdo (~4 %) sem diferencas significativas (p < 0,05) quando
comparada ao filme controle. Neste caso o extrato, por estar liofilizado,
atua como carga ¢ as modificacdes que os autores observaram sio
caracteristicas de filmes compositos onde as particulas atuam
aumentando a resisténcia e a rigidez.

E importante ressaltar que somente com adi¢io de 25 % de
extrato nos filmes de alginato foi observado um aumento na rigidez dos
mesmos em relacdo ao controle. Ndo foram encontrados trabalhos que
avaliem o modulo de Young em filmes de alginato adicionados de
extratos de erva-mate. Entretanto, estudos de Norajit, Kim e Ryu (2010)
com filmes de alginato observaram uma diminui¢do da rigidez dos
filmes incorporados de extrato de ginseng (raiz das plantas de Panax da
familia Araliaceae), quando comparados aos filmes controle (sem adicao
de extrato). Estes autores atribuem esse comportamento ao efeito
plastificante do extrato empregado na elabora¢do dos filmes o que é
corroborado pelas modificagdes nas outras propriedades mecanicas
avaliadas (diminui¢do de tensdo de ruptura e aumento da elongagdo)
contrariamente ao observado no presente estudo.

Sendo assim, a adi¢do de extrato de erva mate a filmes de
alginato promoveu um aumento na resisténcia mecanica dos filmes, sem
alterar a elongacao e a rigidez dos mesmos.
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5.3 CINETICA DE LIBERACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS IN VITRO

A fim de se estudar os mecanismos que interferem na liberagao
dos compostos fenolicos totais nos filmes de alginato de sédio com
extrato de erva-mate, foram realizados ensaios cinéticos de liberagao in
vitro, com quatro simulantes de alimentos, durante 48 h a 40 °C para os
simulantes A, B, C e 20 °C para o simulante D, devido sua volatilidade.

Para estes ensaios foram utilizados filmes de alginato com 25 %
de extrato de erva-mate (ALG25), este foi ecolhido por conter maior
quantidade do extrato, além de resultados preliminares mostraran que
este filme foi o mais higroscopico e permeavel ao vapor de agua.
Processos estes, que sdo fundamentais para que ocorram os fendmenos
de migragdo e solubilizagdo do extrato no simulante alimenticio. Os
resultados dos ensaios de liberagdo dos compostos fenolicos totais nos
simulantes A, B, C e D sdo apresentados em mg de compostos fendlicos
totais liberados em fung¢do do tempo (h) (Figura 9).

Os simulantes sdo solventes ou misturas de solvente que so
utilizados para representar uma classe de alimento. Assim o simulante A
(agua) ¢ utilizado para simular alimentos aquosos com pH > 4.5, o
simulante B (etanol 10 % v/v) representa os alimentos que contém
alcool, o simulante C (acido acético a 3 % m/ v) representa os alimentos
que possuem pH < 4,5 e o simulante C (isooctano P.A) é o solvente
mais apolar e representa os alimentos gordurosos.

A diferenca de polaridade entre os simulantes ocasionou
diferengas nas cinéticas de liberacao dos compostos fendlicos, devido ao
carater polar dos compostos fendlicos e a afinidade com o solvente
utilizado. O carater hidrofilico dos simulantes A, B ¢ C ocasionou uma
maior liberagdo dos compostos fendlicos totais, apresentando
comportamento de curvas assintotas (Figura 9). O simulante D de
carater mais hidrofobico teve um comportamento diferente em relagao
aos demais, uma vez que, ndo apresentou curva assintota caracteristica
dos simulantes A, B e C.

O filme ALG25 colocado nos simulantes A, B, C ¢ D
apresentaram 58 £ 11 %, 50 + 11 %, 81 = 6 % ¢ 19,09 £ 3% de
compostos fenolicos totais liberados na primeira hora de ensaio, em
relagdo ao teor total de compostos fendlicos adicionados no filme (2,97
mg), respectivamente. Estes valores também estdo relacionados com a
natureza hidrofilica da matriz polimérica de alginato de sédio e dos
compostos fenolicos totais contidos no extrato de erva-mate. Segundo
Ramos et al. (2014), a alta afinidade entre o simulante ¢ o polimero
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aumenta as taxas de migracdo dos compostos antioxidantes. Isto ocorre
devido ao fendomeno de intumescimento da matriz polimérica que
modifica os processos de difusdo. Neste processo, o simulante (solvente)
¢ absorvido pela matriz polimérica aumentando a mobilidade,
promovendo o intumescimento, e assim, aumentando a taxa de migracao
do composto bioativo para a fase liquida (simulante).

O filme ALG25 apresentou maior taxa inicial de migracdo dos
compostos fenodlicos totais até 24 h de liberagdo quando utilizou-se o
simulante C (solugéo de acido acético a 3 % m/v). Este comportamento
pode estar associado ao carater acido (carater cationico) deste simulante,
que pode ter favorecido a relaxag@o das cadeias poliméricas do alginato
e desta forma promovido a liberagdo dos compostos fenolicos. Este
comportamento ja foi relatado por Ching et al. (2008), onde verificaram
que a modificagdo do pH da solugdo de liberagdo em matrizes de
alginato de sodio, pode ocasionar a relaxagdo ou a contragdo da cadeia
polimérica e causam mudangas nos mecanismos de liberacdo dos
compostos ativos. Tendo em vista que, no presente estudo, o alginato
passou por uma geleificag@o i6nica, possivelmente quando o filme foi
colocado em contato com o excesso de cations monovalentes (H") do
simulante C, pode ser que haja interagdes com os grupamentos -COO" e
-OH" do alginato, que causaram um rapido intumescimento da matriz
polimérica acarretando uma maior migragdo de compostos fenolicos
totais. Sriamornsak e Kennedy (2006), verificaram que mudangas no pH
de 6,8 para 1,2 influenciam no processo de hidratagdo do alginato de
sodio, devido a conversdo dos &nions carboxilato (COO’) em grupos
carboxilicos livres (COOH) na medida que aumenta a concentragdo de
ions de hidrogénio na solugdo de liberagdo. Este efeito pode ser
observado ja na primeira hora de analise quando, 80,62 % dos
compostos fenolicos totais do filme migraram para a solucdo de acido
acético (pH= 2,5), o que indica que o filme no simulante C tem baixo
controle de liberacdo.

Nos simulantes A ¢ B observa-se uma taxa de liberacdo
intermediaria e crescente com relagdo aos demais simulantes. Porém, o
simulante B, ao final da cinética, apresentou a maior liberagdo de
compostos fendlicos totais (98,9 %), em 48 h. Apesar da solucdo de
etanol a 10 % ser considerada um solvente polar, simulante de alimentos
alcoolicos e/ou bebidas segundo a norma Européia EN 13130-1:2004, o
mesmo possui polaridade intermediaria entre a agua (simulante A) e o
isooctado (simulante D) (JAMSHIDIAN; TEHRANY; DESOBRY,
2012). Estas caracteristicas de polaridade do simulante influenciam nos
processo de liberagdo dos compostos fenolicos contidos na matriz
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polimérica para o solvente. Alguns estudos que avaliaram processos de
extracdo de compostos fenolicos de matrizes vegetais indicam que as
solugdes binarias de etanol e agua, combinadas com temperaturas
médias promovem maior eficiéncia de extracdo de compostos fendlicos
totais (RODRIGUEZ-CABO et al, 2018; DO et al, 2014). Esse
comportamento foi observado por Turkmen, Sari e Velioglu (2006), que
extraindo compostos fendlicos de erva-mate reportam os melhores
resultados quando utilizaram solugdes de etanol-agua a 25°C quando
comparado a extragdo com agua na mesma temperatura.

Figura 9. Cinética de liberagdo dos compostos fenolicos totais presentes no
filme ALG25 em sistemas acelerados com os simulantes A, B, C e D.
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Onde, simulante A, B, C e D, correspondem a agua, etanol a 10 %, acido
acético a 3 % e isooctano P.A.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

Devido a natureza mais apolar do isooctano utilizado como
simulante de alimentos gordurosos (simulante D), neste solvente a
liberagdo dos compostos fendlicos, além de mais lenta, apos 48h, a
quantidade liberada foi menor quando comparada as liberacdes
realizadas nos outros simulantes avaliados.

Finalmente, é importante ressaltar que os filmes com 25 % de
extrato de erva-mate apresentaram maiores taxas de liberagdo em meios
aquosos indicando que podem ser utilizados como embalagens ativas em
alimentos hidrofilicos acidos ou ndo, com a finalidade de atuar como
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antioxidantes naturais, evitando ou retardando as reacdes de oxidacdo de
compostos presentes nestes alimentos. Além disso, mesmo com baixas
taxas de liberagdo em sistemas apolares, estes filmes poderdo ser
utilizados em alimentos lipidicos com a mesma finalidade. Como
exemplo pratico, esta embalgem poderia ser aplicada em queijos,
embutidos carneos, castanhas e nozes, entre outros produtos
alimenticios que sdo suceptiveis a degradacao oxidativa.

5.3.1 Modelagem matematica

Com a finalidade de determinar as taxas e influéncia relativa dos
mecanismos de transferéncia de massa na liberagdo dos compostos
fenolicos contidos nos filmes de alginato, foram ajustados os modelos
empiricos de Higuchi, Korsmeyer e Peppas e Sahlin aos dados
experimentais cinéticos de liberagdo para os simulantes A (Figura 10), B
(Figura 11), C (Figuras 12) e D (Figuras 13). A qualidade dos ajutes foi
avaliada através da andlise dos residuos dos modelos (Anexos D, E, F e
G), do coeficiente de determinagdo (R?), do desvio médio quadratico
(DMQ) e o Teste Qui-Quadrado (X?) para cada modelo, cujos resultados
sdo apresentados na Tabela §.

Observa-se que o modelo que melhor se ajustou aos resultados
experimentais foi o modelo de Peppas e Sahlin, para todos os simulantes
estudados, uma vez que, este modelo apresentou residuos ndo
tendenciosos, os maiores coeficientes de determinacio (R?) e os
menores valores de DMQ e X% quando comparado aos demais modelos
avaliados. Porém, ao avaliar o modelo de Peppas e Sahlin entre os
simulantes estudados, observa-se que o simulante D teve o menor ajuste.
Esta diferenca de ajuste esta associada ao comportamento da liberagdo
dos compostos fendlicos do simulante D, que teve as menores taxas de
liberagdo e ndo apresentou curva caracteristica (assintota) quando
comparado aos demais simulantes.

O modelo de Higuchi ndo se ajustou aos resultados experimentais
para todas as condigdes avaliadas, o que pode estar relacionado a que
este modelo descreve o mecanismo difusional sem considerar as formas
de transporte ocasionadas pela relaxac¢do/erosdo da matriz polimérica.
Por outro lado, o0 modelo de Korsmeyer (1981) que se ajustou melhor
aos dados experimentais que o modelo de Higuchi, considera as duas
formas de transporte de massa. Porém, o modelo ndo se ajustou aos
dados experimentais do simulante D, que apresentou as menores taxas
de liberagdo. Portanto, os melhores ajustes em ordem decrescente foram
Peppas e Sahlin > Korsmeyer > Higuchi, logo, podemos considerar um
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forte indicio de que os processos de liberagdo dos compostos fenolicos
contidos em filmes de alginato ocorrem tanto pelos mecanismos
difusivos quanto por mecanismos de relaxagdo/erosao.

O modelo de Peppas e Sahlin (1989) foi proposto com a
finalidade de quantificar as contribuicdes dos processos de difusdo
Fickiana e dos processos de erosdo/relaxag@o na liberagdo de farmacos
contidos em matrizes poliméricas. Neste modelo, os pardmetros K1 e
K2 estdo associados a contribuicdo difusional e relaxagdo,
respectivamente. Os maiores valores de K1 quando comparados aos
valores de K2, observados em todos os simulantes indicam que, embora
ocorram processos de transferéncia de massa associados a
relaxagdo/erosdo das cadeias poliméricas, o processo que domina o
transporte de massa através da matriz ¢ difusional.

No que se refere aos valores dos pardmetros estimados observa-se
que, por ser uma taxa com expoente m ¢ dificil comparar com outras
referéncias a ndo ser em termos de grandeza ¢ no mesmo sistema. Se
considerarmos os sistemas avaliados neste estudo observa-se que o
maior valor de K1 foi observado no sistema de liberacdo com o
simulante C, conforme observado nos resultados experimentais
indicando que o modelo representou adequadamente estes sistemas.
Além disso, este sistema apresentou o maior valor de K2 indicando que
neste sistema houve uma contribuigdo relativa maior dos processos de
relaxacdo/erosdo no transporte de massa dos compostos fenolicos
através da matriz de alginato. Este comportamento, conforme discutido
anteriormente pode estar associado ao efeito do meio de liberagao
(acido) sobre as cadeias macromoleculares do alginato conforme
observado por Chan e Neufeld (2009), e Sriamornsak ¢ Kennedy (2006).
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Tabela 8. Ajuste dos modelos aplicados aos dados experimentais e seus respectivos coeficientes de determinag@o (R?), desvios
quadraticos médios (DQM) e teste Qui-Quadrado (X?).

Parametros’
Simulantes Modelos K 5 N K < - R? DMQ X2
Higuchi 0,0818 0,4177 - - - - 0,6987 0,1600 0,0288
A Korsmeyer 0,5903 0,0008 0,0938 - - - 0,9935 0,0250 0,0007
Peppas e Sahlin - - - 0,5711 -0,0003 0,1208 0,9960 0,0212 0,0005
Higuchi 0,1178 0,2919 - - - - 0,8870 0,1179 0,0156
B Korsmeyer 0,4456 0,0045 0,2047 - - - 0,9837 0,0483 0,0026
Peppas e Sahlin - - - 0,4589 0,0001 0,1882 0,9841 0,0476 0,0026
Higuchi 0,0842 0,5804 - - - - 0,5927 0,2204 0,0546
C Korsmeyer 0,8117 -0,0002 0,0502 - - - 0,9960 0,0231 0,0006
Peppas e Sahlin - - - 0,7954 0,0005 0,0680 0,9973 0,0212 0,0005
Higuchi 0,0089 0,1695 - - - - 0,2277 0,0740 0,0062
D Korsmeyer - - - - - - - - -
Peppas e Sahlin - - - 0,2065 -0,0008 0,0567 0,9010 0,0339 0,0013

'Corespondem aos coeficientes dos ajustes dos modelos matematicos.

Onde, A: liberagdo no simulante A (agua); B: liberag@o no simulante B (etanol); C: liberagdo no simulante C (4cido acético); e D:
liberag@o no simulante D (isooctano).

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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Figura 10. Ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais da
liberagdo em dgua (Simulante A).
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Figura 11. Ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais da
liberagdo em etanol (Simulante B).
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Figura 12. Ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais
liberagdo em acido acético (Simulante C).
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Figura 13. Ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais
liberagdo em isooctano (Simulante D).
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6 CONCLUSOES

O método utilizado para elaboragdo do extrato de erva-mate (90
°C/ 3 min) foi eficiente para extragdo dos compostos fenolicos totais
presentes nas folhas de Ilex paraguariensis Saint Hilaire e apresentaram
elevada atividade antioxidante determinada pelos métodos do DPPH e
FRAP.

Os filmes de alginato de sodio, com e sem extrato de erva-mate
apresentaram caracteristicas subjetivas de filmes homogéneos, flexiveis,
e sem rachaduras. Nas micrografias (obtidas por MEV), observou-se que
a incorporacdo do extrato de erva-mate nos filmes aumentou a formagao
de poros e o filme ALG25 apresentou a superficie mais rugosa quando
comparado aos demais.

Observou-se nas isotermas de adsor¢do que os filmes ALG20 e
ALG25 apresentaram maiores valores para Xqq (g de dgua/ g de sélido
seco) em todas as atividades de agua analisadas. As isotermas foram
classificadas como sigmoide tipo II. O modelo de GAB teve um melhor
ajuste aos dados experimentais quando comparado com o modelo de
BET. A incorporagdo de até 20 % de extrato reduziu a umidade na
monocamada X,, quando comparados com o filme controle. A
permeabilidade ao vapor de a4gua aumentou com o aumento da
concentrac¢do de extrato no filme. A adi¢do de mais de 15 % de extrato
na matriz polimérica teve diferenca significativa quando comparado ao
filme controle.

As propriedades mecanicas avaliadas pelo ensaio de tracdo
mostraram que o pardmetro da tensdo na ruptura teve um efeito
significativo (p < 0,05) com a incorporagdo do extrato de erva-mate, o
que tornou os filmes mais resistentes. Porém, a adigdo do extrato ndo
comprometeu a elongagdo da ruptura, ¢ apenas a adi¢cdo de 25 % do
extrato de erva-mate promoveu um aumento significativo na rigidez (p <
0,05), observada pelo modulo de Young.

Quanto a cinética de libera¢do dos compostos fenolicos totais da
matriz polimérica, verificou-se que o filme ALG25 apresentou maior
taxa de liberagdo nos simulantes mais hidrofilicos. O simulante C
apresentou maior taxa de liberagdo na primeira hora e ao final das 48
horas de ensaio, o simulante B liberou 98,9 % do total de compostos
fendlicos adicionados no filme. O simulante D de carater mais apolar
obteve as menores taxas de liberagdo durante todo ensaio. O modelo de
Peppas e Sahlin foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais da
cinética e descreveu o processo de transferéncia de massa do filme como
difusivo e de relaxagdo/erosdo da matriz polimérica, mas segundo os
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valores dos parametros de Kl e K2 estimados pelo modelo, o
mecanismo predominante é o difusivo.

Contudo, as embalagens desenvolvidas neste estudo apresentam
potencial para uso como embalagem bioativa. Em virtude das suas
propriedades de barreira e mecénicas, e ainda, por apresentar elevada
taxa liberag@o dos compostos fenolicos totais em sistemas hidrofilicos, o
filme ALG25 seria indicado para uso como embalagem biodegradavel
ativa, podendo atuar como sistema de liberagdo controlada de
antioxidante natural em alimentos, como por exemplo, em queijos,
embutidos carneos, nozes, castanhas ou qualque outro alimento que seja
suceptivel a degradagio oxidativa.
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ANEXO A - Formulacgdes elaboradas nos testes preliminares

Tabela 9. Formulagdes dos filmes elaborados nos ensaios preliminares de
reticulagao.

- Agua Alginato Glicerol Método de Solucio de Te.mpo d~e
Formulagdes  destilada (g/ g de RSP A reticulagio
reticulag: reticulag:

(mL) ® alginato) (min)
15 ml de

ce CaCl a
F1 100 1,5 0,6 Solubilizagdo 0.,8% (m/v) -

10 ml de
e CaCl, a
F2 100 1,5 0,6 Solubilizagao 0,8% (m/v) -

100 mL de
CaClL a5

F3 100 2 0,5 Imersdo % (mv)
0

60

100 mL de
s CaCl, a3

F4 100 1,5 0,3 Imersdo % (mv)
100 mL de
. CaCl, a3

F5 100 1,5 0,3 Imersao % (miv)
100 mL de
. CaCl a 1,5
F6 100 1,5 0,3 Imersao % (miv)
100 mL de
. CaCl, al,5
F7 100 1,5 0,3 Imersao % (miv)
100 mL de
CaCl a3

% (m/v) +
30 % (v/v)
de etanol

F8 100 1,5 0,3 Imersdo

100 mL de
CaClL a3
% (m/v) +
30 % (v/v)
de etanol

F9 100 1,5 0,3 Imersdo

*Solubilizagdo: o agente reticulante (CaCl,) foi adicionado junto a solucdo
filmogénica. Imersdo: A solugdo filmogénica (4gua, alginato e glicerol) foi
colocada em placas de acrilico e secas, ¢ posteriormente, os filmes foram
imersos na solugdo reticulante.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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ANEXO B - Residuos gerados pelo ajuste do modelo de GAB

Residual Values

Modelo de GAB
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ANEXO C — Residuos gerados pelo ajuste do modelo de BET

Modelo de BET
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ANEXO D - Residuos gerados pelo de ajuste dos modelos cinéticos
para o simulante A

Modelo de Higuchi
Simulante A
Predicted versus Residual Values
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ANEXO E-Residuos gerados pelo de ajuste dos modelos cinéticos
para o simulante B

Residual Values
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ANEXO F - Residuos gerados pelo de ajuste dos modelos cinéticos
para o simulante C

Modelo de Higuchi
Simulante C
Predicted versus Residual Values
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ANEXO G - Residuos gerados pelo de ajuste dos modelos cinéticos

para o simulante D
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