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RESUMO

Destaca-se a geracao de quantidades significativas de residuos dentre as
principais questdes relacionadas a estratégias para o desenvolvimento e
producdo agro-industrial sustentaveis. Residuos lignocelulésicos séo
abundantes, de baixo custo e amplamente disponiveis. No caso da mandioca
(Manihot esculenta) e de seus residuos, vislumbra-se como alternativa rentavel
a conversao dos mesmos em produtos de interesse para a propria industria,
como, por exemplo, a extragdo de biopolimeros e o0 consequente
desenvolvimento de embalagens plasticas biodegradaveis, sendo neste caso, o
amido a substancia de interesse. A funcionalizacao de tais filmes com agentes
antimicrobianos naturais se mostra promissora uma vez que podem resultar em
embalagens ativas que visam aumentar a vida util dos produtos nelas contidos.
Neste trabalho foi realizada a extracado do amido a partir das cascas de mandioca
coletadas no Mercado Central da cidade de Belo Horizonte/MG, sendo os
extratos submetidos a tratamento oxidativo com hipoclorito de sédio (NaCIlO) e
perdxido de hidrogénio (H202), ambos em trés concentracgdes: 2, 6 e 10% (v/v)
para clarear os extratos obtidos e consequentemente os filmes resultantes. Os
extratos, tanto nativos quanto oxidados, foram caraterizados quanto a cor, perfil
de monossacarideos, leitura em espectroscopia no infravermelho e contetdo
proteico. Os filmes foram elaborados a partir dos extratos, submetidos a
funcionalizacdo a partir da adicdo de 2 g de 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) a sua composi¢do e testados contra Stapylococcus
aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium. Os extratos tratados
com NaClO 6% apresentaram resultados satisfatérios em relagcdo ao
clareamento, resultando em filmes de coloracao clara e que apresentaram halos
de inibicdo de até 11,87 + 1,62 mm de diametro, valor de permeabilidade ao
vapor de agua de 0,14 + 0,06 g.mm/m?.h.kPa e alongamento na ruptura de 48,01
+ 18,77 %. As caracteristicas apresentadas pelos filmes sdo promissoras, porém
S840 necessarios maiores estudos para aprimoramento de suas propriedades e

viabilidade de sua producéao.

Palavras chaves: Residuos Agro-industriais. Amido. Extratos Amilaceos.

Antimicrobianos Naturais. Filmes biodegradaveis.



ABSTRACT
It's highlighted the generation of significant amounts of waste among the main
issues related to strategies for sustainable agro-industrial development and
production. Lignocellulosic residues are abundant, inexpensive and widely
available. In the case of manioc (Manihot esculenta) and its residues, it is
possible to convert them into products of interest to the industry itself, such as
the extraction of biopolymers and the consequent development of biodegradable
plastic packaging, in which case the starch is the substance of interest. The
functionalization of such films with natural antimicrobial agents is shown to be
promising since they can result in active packagings which aim to increase the
shelf life of the products contained therein. The extracts were submitted to
oxidative treatment with sodium hypochlorite (NaClO) and hydrogen peroxide
(H202), both of which were used in this work. The extracts were extracted from
cassava husks collected at the Central Market of the city of Belo Horizonte, MG.
three concentrations: 2, 6 and 10% (v / v) to clarify the extracts obtained and
consequently the resulting films. The extracts, both native and oxidized, were
characterized in terms of color, monosaccharide profile, infrared spectroscopy
reading and protein content. The films were prepared from the extracts, submitted
to functionalization from the addition of 2 g of clove essential oil (Syzygium
aromaticum) to their composition and tested against Stapylococcus aureus,
Listeria monocytogenes and Salmonella Typhimurium. The extracts treated with
6% NaClO presented satisfactory results in relation to bleaching, resulting in light-
colored films with inhibition halos up to 11.87 + 1.62 mm in diameter, water vapor
permeability value of 0.14 + 0.06 g.mm/m2.h.kPa and elongation at break of
48.01 + 18.77%. The characteristics presented by the films are promising, but
more studies are needed to improve their properties and the feasibility of their

production.

Key words: Agro-industrial waste. Starch. Amylaceae extracts. Natural

Antimicrobials. Biodegradable films.
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1 INTRODUCAO

A geracao e escoamento de residuos, tanto sdélidos quanto efluentes, séo
pontos de grande importancia no que se refere ao desenvolvimento sustentavel,
principalmente em assuntos de nivel industrial. A producédo agricola bem como
as industrias de alimentos, mais especificamente a indlstria de alimentos
minimamente processados, se enquadram dentre as principais geradoras de
residuos agroindustriais. Dos residuos produzidos por essa industria, encontra-
se a classe dos lignocelulésicos, que sdo abundantes, de baixo custo e
amplamente disponiveis (BRIONES et al., 2015). O descarte apropriado destes
residuos gera custos para os produtores de alimentos, sendo necessaria, em
diversos casos, uma etapa de tratamento dos mesmos para adequacao as
diretrizes e normas preconizadas por 6rgaos competentes para tal. Como opc¢éo
beneficiaria ao produtor, vislumbra-se como alternativa rentavel a converséo
desses residuos em produtos de interesse para a propria industria, como, por
exemplo, a extracdo de biopolimeros e o consequente desenvolvimento de
embalagens plasticas biodegradaveis utilizando os mesmos (DAI et al., 2015;
LOPEZ et al., 2015; DE MORAES et al., 2013; SELIGRA et al.,2016).

Enquadrando-se na categoria de residuos lignocelulésicos gerados pela
industria de alimentos minimamente processados, encontram-se 0s residuos de
mandioca (Manihot esculenta), que sdo gerados em quantidades significativas
e, devido as respectivas composi¢cdes quimicas peculiares e aos respectivos
baixos custos, se tornam atrativos para a extracdo de amido e producao dos
referidos polimeros (TUMWESIGYE, OLIVEIRA & GALLAGHER, 2016).

O amido é a molécula de interesse quando se utilizam os residuos da
mandioca para a producéo de filmes. Assim sendo, a etapa correspondente a
sua extracdo € uma das principais do processo. Existem diversas metodologias
utilizadas para extrair amido a partir de diferentes fontes, tais como raizes,
tubérculos e cereais. No caso da mandioca e de seus residuos, uma das
metodologias disponiveis trata da extracdo, recuperacdo e cianogénese
simultanea da raiz. O método a ser utilizado para extracdo do amido deve
obedecer a cuidados especificos uma vez que, ao longo das etapas, suas
caracteristicas fisico-quimicas devem ser preservadas (TUMWESIGYE,
OLIVEIRA & GALLAGHER, 2016; VASANTHAN, 2001).
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Além de se elaborar filmes biodegradaveis para a producdo de
embalagens de forma sustentavel a partir dos residuos gerados pela industria de
alimentos, existe ainda a possibilidade de funcionalizacdo desses filmes com
determinadas substancias naturais para dar origem a embalagens ativas. A
producdo dessas embalagens ativas se da pela funcionalizacdo adicional com
substancias antimicrobianas e antioxidantes, promovendo uma melhoria da
seguranca e da vida util dos produtos alimenticios, uma vez que as doencas
transmitidas por alimentos, frequentemente relacionadas a microrganismos
patogénicos, constituem casos de saude publica e um enorme desafio para a
industria de alimentos (BODINI, 2011; CALATAYUD et al., 2013).

As atividades antibacterianas e antifungicas de determinados O6leos
essenciais apresentam vantagens claras para uso em funcionalizacéo de filmes
em fungéo dos respectivos efeitos sinergisticos (DE SOUZA et al., 2014). Um dos
requisitos para o uso de um agente antimicrobiano natural € que este seja de
grau alimenticio, e uma das justificativas para o seu emprego é evitar os efeitos
adversos ocasionados pelo uso de substancias sintéticas (MASCHERONI et al.,
2010).

Com base no exposto, este trabalho se justifica por apresentar uma
alternativa rentavel para o aproveitamento de residuos agro-alimentares,
envolvendo um método de producdo de filmes (para uso em embalagens)
constituidos de polimeros biodegradaveis extraidos destes residuos, com
potencial de aplicacdo na inddstria alimenticia, atendendo a demanda atual por
alternativas sustentaveis. Também por explorar o potencial de antimicrobianos
naturais como agregados na composicdo dos filmes para producdo de
embalagens ativas a serem utilizadas para a preservacéo e/ou aumento da vida

atil de produtos alimenticios.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos gerais do presente trabalho foram o aproveitamento de residuos
sélidos provenientes do beneficiamento de raizes de mandioca para elaboracao
de um filme polissacaridico e sua funcionalizacdo com um agente antimicrobiano

natural.
Os objetivos especificos foram:

e produzir um filme polimérico utilizando material polissacaridico extraido
de cascas de mandioca; e

e funcionalizar o filme polissacaridico preparado com agente
antimicrobiano natural extraido de cravos-da-india (Syzygium
aromaticum), e avaliar o respectivo potencial como inibidor de
crescimento microbiano em testes com Staphylococcus aureus,

Salmonella Typhimurium e Listeria monocitogenes.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Residuos da Producédo Agroindustrial
3.1.1 Utilizac&o e Beneficiamento de Residuos Agroindustriais

Desenvolvimento sustentavel pode ser definido como “uma nova forma de
desenvolvimento na qual s&o integrados o processo de producdo com a
conservagao das fontes e aprimoramento ambiental. Deve compreender as
necessidades do presente sem comprometer nossa capacidade de cumprir as
metas do futuro” (WECD, 1987). Dentro desta definicdo, esforcos tém sido
empregados no desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias para a
utilizacao de residuos agroindustriais para sua transformacdo em produtos de
valor agregado.

Residuos agricolas e alimentares soélidos possuem grande volume,
materiais de baixo valor que sdo propensos a degradacdo microbiana, o que
limita sua exploracdo. Seu uso também é restringido por questdes legais e custos
de secagem, processamento, armazenamento e transporte fazendo com que

sejam direcionados para destinos sem grandes possibilidades como alimentacéo
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animal, material para queima ou dispostos em aterros (FRANCA & OLIVEIRA,
2009).

No que se refere a sua aplicacéo direcionada ao consumo animal, podem
ser citados exemplos como a utilizacdo dos residuos de mandioca como fonte
alternativa de energia na substituicdo total ou parcial de alimentos que sé&o
rotineiramente empregados na alimentacéo de bovinos. Folhas, caule, cascas,
farinha de varredura e massa de fecularia podem ser empregados na
alimentacao de ruminantes (MARQUES et al., 2000; MARQUES & MAGGIONI,
2010). Ha relatos do uso de residuos do processamento de frutas tropicais na
elaboracdo de compostos nutricionais destinados ao consumo humano, ja que
existem estudos mostrando que esses residuos contém altos niveis de varias
substéancias de interesse com possibilidade de extracdo e presenca de fibras,
substituindo aditivos quimicos utilizados na industria (AYALA-ZAVALA et al.,
2011). Como exemplos, vale ressaltar os estudos realizados por Crizel et al.
(2013) e Silva et al. (2014) demonstrando, respectivamente, o uso de fibra
dietética proveniente dos residuos de laranja como substituinte de gordura na
formulacdo de produtos alimenticios e 0 uso de residuos de jabuticaba para
producdo de um pigmento natural com propriedades funcionais.

Uma gama de possibilidades se abre para o aproveitamento de residuos
agroindustriais, convertendo-os em produtos de valor agregado. Na construcao
civil, fibras residuais podem ser utilizadas na elaboracdo de materiais compaésitos
a serem empregados, a exemplo das fibras de casca de coco adicionadas na
preparacao do concreto (GUNASEKARAN, KUMAR & LAKSHMIPATHY, 2011).
Até mesmo a incineracdo de residuos pode ser citada como promissora, pois
pode ser empregada no reforco de materiais para construcao civil. Segundo
demonstrado por estudos, cinzas obtidas a partir de material vegetal residual
como folhas de arvores, grama residual, casca de amendoim e palha de trigo
podem servir como substituintes de cimento em concreto, tendo verificado que
0S materiais vegetais sdo muito ricos em silica por absorverem varios minerais
durante o processo de crescimento (AJAY et al., 2007). Para citar outros
exemplos e aplicacdes, vale mencionar a utilizacdo de residuos de café para a
producdo de carvao (TSAI, LIU & HSIEH, 2012), residuos naturais sélidos para
producdo de biocombustiveis (FRANCA & OLIVEIRA, 2009) e a producéo de
adsorventes a partir de residuos agricolas (FRANCA & OLIVEIRA, 2008).
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A utilizacéo de residuos agro-industriais a fim de converté-los em produtos
para consumo ou até mesmo em opc¢des biodegradaveis se mostra como uma
saida promissora diante da grande e crescente demanda por alternativas que
caminhem ao encontro do chamado desenvolvimento sustentavel. Esses rejeitos
ou subprodutos, ao serem acumulados, podem acarretar diversos problemas de
contaminacdo de solos, proliferacdo de microrganismos e outros problemas
ambientais devido a sua grande producdo, armazenamento inadequado e
opcoes restritas de reaproveitamento. Diante desse cenario, sua utilizacdo na
producdo de polimeros e outros materiais biodegradaveis se torna ainda mais
interessante por sua dupla valia: a capacidade de originar produtos sustentaveis
e aceitaveis, do ponto de vista ambiental; a abertura de um canal de escoamento
de materiais com potencial contaminante para conversdo em produtos de
interesse para a propria industria, ou para os mercados consumidores de modo
geral (BRIONES et al., 2015; TUMWESIGYE, OLIVEIRA & GALLAGHER, 2016).

3.1.2 Utilizacdo de Residuos na Producéo de Polimeros

Conforme mencionado anteriormente, a producdo de alimentos
minimamente processados, envolvendo somente o descascamento de produtos
vegetais e 0 seu fracionamento para exposicdo e venda posteriores, gera uma
grande quantidade de residuos com grande potencial de utilizacdo. Os residuos
provenientes dessa atividade possuem fibras a serem incorporadas a filmes
biodegradaveis a fim de melhorar as propriedades mecanicas destes, sendo uma
alternativa biodegradavel a utilizagdo de fibras sintéticas (IAHNKE et al., 2015).

Ainda ha mais possibilidades na obtencdo de polimeros naturais a partir
de residuos agroindustriais. Um grande numero desses polimeros como
polissacarideos, proteinas e lipideos tém sido largamente explorados no
desenvolvimento de embalagens ativas (SALARBASHI et al., 2016). Proteinas
de origem vegetal podem ser empregadas na elaboracéo de filmes comestiveis
destinados a recobrir alimentos em exposicdo. Nesse objetivo, tem sido relatado
0 uso de proteinas extraidas dos residuos de sementes de girassol utilizadas na
extracdo de oOleo (SONG et al., 2013). Com a finalidade de obter filmes e

revestimentos a serem aplicados nas superficies de alimentos de modo a reduzir
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a permeabilidade ao vapor de agua e aos gases, tem sido apresentada a opgao
de utilizar ligacdes cruzadas entre proteinas e polissacarideos para produzir
esses revestimentos (AZEREDO & WALDRON, 2016).

Polissacarideos sdo o principal polimero natural estudado com fins de
producdo de filmes e revestimentos biodegradaveis a serem empregados na
industria de alimentos. Varias fontes podem ser citadas a partir de estudos que
relatam a extracdo de utilizacdo de polissacarideos para a producao de filmes.
Entre estes exemplos pode ser citada a cevada cuja parede celular é alvo de
métodos de extracdo de polissacarideos, sendo o amido o polissacarideo de
interesse e, neste caso, ha relato de utilizacdo do processo de oxidacdo do
amido de cevada para a producdo de filmes ja que esse processo atribui
caracteristicas adequadas a este fim, sendo estas discutidas posteriormente
neste trabalho (LAZARIDOU et al., 2008; EL HALAL et al., 2015).

Dentro do grupo de polissacarideos de interesse para a producédo de
filmes biodegradaveis se destaca o amido. Este, por apresentar boas
propriedades filmogénicas, conforme dito anteriormente, estar presente numa
grande variedade de vegetais e, consequentemente em seus residuos, ele € o
principal polissacarideo estudado para fins tecnoldgicos, apresentando-se em
alta disponibilidade (BHAT et al., 2013; REALINI & MARCOS, 2014). As
principais fontes pelas quais se pode obter amido s&o cereais como milho, trigo
e arroz; tubérculos e raizes como batata e mandioca, respectivamente (LOPEZ
& GARCIA, 2012). Para a utilizac&o de arroz, ndo s6 o amido € uma molécula de
interesse para a producéo de filmes, mas também proteinas que podem ser dele
extraidas a partir de seu 6leo residual (SHIN, SONG & SONG, 2012). A batata é
tubérculo rico em carboidratos, sendo que o amido é o principal deles e o mais
abundante nesse vegetal (GARCIA, 2013).

Dentre os exemplos citados, pode-se destacar a mandioca (Manihot
esculenta), raiz cultivada no Brasil, possui grande potencial no que se refere a
extracdo de amido, sendo uma das principais fontes. O amido proveniente da
raiz € extraido, processado e vendido pela indlstria como matéria-prima ou o
revertido em produtos de consumo direto, a exemplo de alimentos. Assim sendo,
mandioca e seus residuos podem ser utilizados como fonte de polimeros
naturais para a producéo de filmes com potencial biodegradavel, obedecendo

aos requisitos citados anteriormente: grande volume, grande disponibilidade e
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baixo custo (DE MORAES et al, 2013; TUMWEISIGYE, OLIVEIRA &
GALLAGHER, 2016).

3.1.3 Dados de Producgéo de Mandioca, Geracao e Utilizacdo de Residuos

Os dados de producéo de raiz de mandioca séo fornecidos pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e segundo este, no ano de 2016
foram produzidos 23,71 milhdes de toneladas, sendo a estimativa para o ano de
2017 de 20,80 milhdes de toneladas devido a reducdo da area plantada na
maioria dos estados produtores. Os maiores produtores de raiz de mandioca no
Brasil sdo, em ordem crescente de producédo, Para, Parana e Bahia seguidos por
Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (DE SOUZA?, 2017).

A nivel mundial, segundo dados da Organizacéo das Nacdes Unidas para
a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), a producdo de mandioca em 2014 foi de
270,28 milhdes de toneladas, sendo o Brasil responsavel por 54,83 milhdes de
toneladas, ocupando a quarta posicdo num ranking liderado por Nigéria,
Tailandia e Indonésia com 54,83, 30,02 e 23,44 milhdes de toneladas,
respectivamente (DE SOUZA?, 2017). Todo esse volume de producdo vem
acompanhado pela geracéo de residuos ja que metade da biomassa produzida
pelo cultivo da mandioca é abandonada no campo apés a colheita. Em dados de
2010, a producao da raiz ocupava a posicado de nona maior commodity agricola
em producéo (FAO, 2013), o que pode ser diretamente vinculado a consequente
geracdo de um grande volume de residuos. Na Tabela 3.1 estéo relacionados
os residuos gerados por uma industria de beneficiamento das raizes de
mandioca para producdo de farinha localizada no estado da Paraiba. Durante o
processo de descascamento e limpeza das raizes é gerado um grande volume
de cascas, constituidas de uma pelicula celulésica de cor marrom e cepas, um
material fiboroso. Juntamente com as cascas, certas quantidades de solo sao
retiradas e as crueiras, que sédo pedacos de fibras e entrecascas das raizes (DE
ARAUJO et al., 2014).
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Tabela 3.1 - Residuos gerados pelo beneficiamento de raizes de mandioca.

Tipos de residuos identificados Quantidade estimada

Solidos transportados do campo -

Cascas com cepas 77,9 kglt
Crueira 15,9 kgt
Cinzas -

Material particulado -
Residuos de varricao -
Efluente do descascador lavador 3443 LIt
Manipuera 279,1 L/t

(-) ndo quantificados.
Adaptado de: DE ARAUJO et al., 2014

Tendo em vista a questéo, cresce a necessidade de desenvolvimento de
alternativas sustentaveis de aproveitamento de tais residuos como potencial de
utilizacdo para producdo de bioetanol e elaboracdo de materiais poliméricos
biodegradaveis (ELEMIKE, OSEGHALE & OKOYE, 2015; TUMWESIGYE,
OLIVEIRA & SOUSA-GALLAGHER, 2016; VEIGA et al., 2016).

3.2 Caracteristicas e Utilizacdo dos Residuos de Mandioca
3.2.1 Extracdo do Amido em Mandioca e Seus Residuos

A extracdo do amido a partir dos residuos € uma das etapas mais
importantes de todo o processo de producao de filmes, pois juntamente com a
substancia de interesse, outras partes acompanham o extrato, fazendo com que
compostos como proteinas, fibras e mucilagens fagcam parte do extrato bruto.
Assim sendo, o método de extracdo deve ser cuidadosamente definido para que
ndo haja danificacdo do granulo de amido e consequentes alteracdes de suas
propriedades fisico-quimicas (VASANTHAN, 2001).

No processo industrial de extragdo, costuma-se usar um mesmo método
envolvendo maquinério especifico para sua realizacdo. Vale lembrar que o
processo industrial tem como alvo de utilizacdo o maximo da raiz, passando por
lavagem, descascamento, trituracéo e desintegracao (FGV, 2003). De acordo

com a Figura 3.1 podem ser verificadas as etapas do processo industrial.
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Recepgao — De Is_:::s::'\:\tn e Trituragao
|
Purificagio +—] Extragio A E— Desintegragio
|
Concentragao — Desidratagio — Secagem
l
Ensaque

Figura 3.1 - Processo Produtivo Industrial de Processamento da Mandioca.

FONTE: FGV, 2003

A etapa de desintegracdo € o processo que visa romper, por agitacao e
atrito mecanico, as células para consequente liberacdo do amido (FGV, 2003).
Porém, quando o objetivo final € isolamento do amido, mantendo suas
propriedades fisico-quimicas, sdo necessarios métodos mais refinados ja que o
amido extraido precisa apresentar boas propriedades filmogénicas. Dado que as
propriedades fisico-quimicas do amido variam de acordo com a sua fonte e que
etapas de lavagem devem ser empregadas para que determinadas impurezas
sejam removidas, a escolha do método de extracdo deve levar em consideracao
esses fatores (VASANTHAN, 2001).

De acordo com o exposto por Vasanthan (2001), varios métodos de
isolamento de amido foram elaborados, levando em conta as informacdes acima,
sendo dificil a recomendac¢édo de um método universal. A Figura 3.2 compreende
um fluxograma descritivo dos diferentes métodos disponiveis para a extracao de
amido de acordo com as fontes disponiveis (VASANTHAN, 2001).
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Figura 3.2 - Métodos Disponiveis para Extracdo de Amido. Rota A - raizes,
tubérculos e inhame; Rotas B, C e D - gréos, cereais; Rota E - trigo.

Adaptado de: VASANTHAN, 2001

3.2.2 Composicao de Polissacarideos da Parede Celular Vegetal

7

A parede celular de vegetais é composta principalmente pelas trés

maiores classes de polissacarideos, sendo elas celulose, hemicelulose e pectina

qgue, juntamente com a lignina, formam as fibras dietéticas, importantes por

induzirem inumeros efeitos fisiolégicos como aumento do bolo fecal e melhora

na atividade intestinal bem como reducao nos niveis sanguineos de colesterol e
aclUcar (SALVADOR et al., 2000; SCHNEEMAN, 1986; THEANDER & AMAN,

1979).
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A celulose, o polissacarideo fundamental na composicdo da parede
celular vegetal, confere rigidez, impedindo o rompimento osmoético da membrana
plasmatica. A estrutura da celulose é formada por polimeros lineares de varias
unidades de D-glicose com ligagdes (B1-4), agrupados em feixes de cerca de 36
cadeias que se agregam lado a lado para formar uma cadeia (NELSON & COX,
2014).

As hemiceluloses interagem com a celulose através de ligacbes de
hidrogénio ou com outros compostos por meio de ligacdes covalentes, tendo
fungbes variadas como mecanismo de defesa, reserva de carbono, sustentacao
e transporte de nutrientes e adgua no vegetal. Elas derivam principalmente da
celulose, podendo conter outros monossacarideos na cadeia principal, como
manose e xilose, ambos os casos unidos também por ligacées do tipo (31-4), o
que confere as hemiceluloses uma estrutura linear. Podem apresentar
ramificacfes e estruturas de alta complexidade, sendo que os monossacarideos
das cadeias principais predominam em relacdo aos das ramificacdes. A
hemicelulose esta presente de forma predominante na parede celular de
dicotiledbneas e monocotiledéneas nao-gramineas (CARPITA & GIBEAUT,
1993; CRIVELLARI, 2012). As substancias pécticas, grupo de polimeros
encontrado na lamela média das células, sdo formadas por unidades de (1 — 4)-
a-D-galacturonapiranosil, podendo também conter galactanos e arabinanos
(FENIMAN, 2004).

Vale ressaltar a presenca de xiloglucanos, polissacarideos ramificados
formados por unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas (31-4) em sua
cadeia principal, contendo ramificacoes de xilose, xilose-galactose ou xilose-
galactose-fucose e que possuem uma funcédo estrutural, conectando as
microfibrilas de celulose. Os xiloglucanos podem ser encontrados na parede
celular de plantas dicotileddéneas e também de monocotileddéneas, havendo uma
diferenca nos conteudos de xilose e de galactose que sdo menores nestas do
gue nas dicotiledoneas. Portanto, € esperado um namero maior de xiloglucanos
em vegetais como mandioca e feijdo (dicotiledéneas) comprado ao arroz e a
cana-de-agucar (HAYASHI, 1989; JUNIOR, BRAGA & BUCKERIDGE, 2006).
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O amido é definido como um homopolissacarideo presente em diversas

espécies vegetais como um carboidrato de reserva, estando armazenado nos

cloroplastos das células vegetais e composto por cadeias de amilose e

amilopectina. A estrutura linear da amilose é formada por unidades de glicose

unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4 ao passo que a estrutura da amilopectina,

ramificada, possui unidades de glicose unidas por liga¢des a-1,4 e a-1,6, sendo

que a propor¢cdo em que estdo presentes varia em relacdo a fonte vegetal

(Figuras 3.3 e 3.4). Cada granulo de amido possui um centro original de

crescimento denominado hilum no qual sdo depositadas camadas de amido com
diferentes graus de hidratacdo (DENARDIM & DA SILVA, 2008; ROCHA,
DEMIATE & FRANCO, 2008; LAJOLO & MENEZES, 2006).
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Figura 3.3 - Estrutura quimica da amilose. Linear, composta por unidades de

glicose unidas por ligagées a-1,4.

Adaptado de: CORRADINI et al., 2005
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Figura 3.4 - Estrutura quimica da amilopectina. Ramificada, composta por
unidades de glicose unidas por ligagoes a-1,4 e a-1,6.

Adaptado de: DENARDIM & DA SILVA, 2008

A maioria dos amidos possui cerca de 70 — 75% de amilopectina e ha
espécies mutantes desenvolvidas de milho, cevada e arroz contendo
essencialmente nenhum ou alto conteido de amilose. Amidos nativos possuem
conteudos de amilose e amilopectina empacotados em particulas granulares
parcialmente cristalinas e insolGveis em agua, com tamanho, forma, composi¢ao
quimica e organizacao estrutural caracteristicos da planta de origem (BEMILLER
& WHISTLER, 2009). A estrutura molecular do amido interfere em algumas de
suas propriedades fisico-quimicas, sendo que caracteristicas estruturais (teor de
amilose, distribuicdo de comprimento de cadeias de amilopectina e grau de
cristalinidade do granulo) podem estar diretamente relacionadas a eventos
associados a gelatinizacdo e retrogradacdo como inchamento do granulo,
lixiviagdo da amilose e/ou amilopectina e recristalizacdo (DENARDIM & DA
SILVA, 2008). A razdo amilose/amilopectina presente no amido influencia na
microestrutura e, portanto, na viscosidade de solucbes filmogénicas e na
espessura final de filmes polissacaridicos. A transparéncia dos filmes resultantes

esta intimamente ligada a espessura e também a origem do amido utilizado como
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matéria-prima, por exemplo, filmes de amido de batata sd&o mais transparentes
enguanto filmes de amido de milho e trigo sdo mais opacos. As propriedades
mecanicas também estdo ligadas a essa relacdo (BASIAK, LENART &
DEBEAUFORT, 2017).

O amido proveniente da mandioca possui baixo conteudo de amilose
comparado aos oriundos de outras fontes vegetais e, tanto a amilopectina quanto
a amilose possuem alto peso molecular. Tipicamente, o amido de mandioca
possui 17 — 20% de amilose, diferentemente de outras fontes amildceas como o
milho (0 — 70% de amilose) e 0 arroz (0 — 40% de amilose). O amido de mandioca
é diferenciado de outros amidos por seu baixo nivel de materiais residuais, ou
seja, gorduras, proteinas e cinzas (BEMILLER & WHISTLER, 2009).

3.2.4 Perfil de Monossacarideos de Produtos Ricos em Amido

Dentre os principais espécimes vegetais ricos em amido podem ser
mencionados milho, batata, trigo, cevada e mandioca, citados em estudos de
caracterizacao e utilizacéo tecnoldgica de moléculas polissacaridicas (DAl et al.,
2015; DE MORAES et al., 2013; EL HALAL et al.,, 2015; GARCIA, 2013;
LAZARIDOU et al., 2008). Alguns deles foram estudados ao nivel de obtencéo
do perfil de monossacarideos constituintes.

Em estudo feito em batata doce foi determinada a composicao de
monossacarideos da fibra na qual a glicose proveniente de celulose era o
principal carboidrato presente. No referido trabalho, a determinac¢éo do contetdo
de carboidratos foi realizada inclusive nas fibras de batata doce, ressaltando que
estas, de modo geral, sdo consideradas importantes por seus efeitos fisiologicos
e no melhoramento da atividade intestinal, sendo encontrada uma quantidade
predominante de glicose. Os dados obtidos para a batata doce foram
comparados aqueles obtidos para mandioca e batata inglesa (SALVADOR et al.,
2000).
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3.2.5 Perfil de Monossacarideos em Raizes de Mandioca

Conforme mencionado anteriormente, h4 um interesse especial pelo
conhecimento da composi¢do quimica de fibras dietéticas de vegetais devido a
seus importantes efeitos fisioldégicos e para que a industria possa utiliza-las em
seu potencial maximo. Ha estudos informando a composicdo de
monossacarideos presente no amido, celulose, hemicelulose e fibras da polpa
de mandioca (KAJIWARA & MAEDA, 1983; KETIKU & OYENUGA, 1972).

Na estrutura constituinte da amilose e da amilopectina ha unidades de
glicose, carboidrato mais abundante, e maltose, ambas servindo como fonte de
carbono para o metabolismo de bactérias produtoras de polihidréxialcanoatos
(PHAS) que podem ser usados como alternativa biodegradéavel para a producao
de plasticos. Assim sendo, espera-se a presenca desses monossacarideos na
composicao dos polissacarideos provenientes da mandioca, bem como de seus
residuos que apresentem conteudo de carboidratos (ALIAS & TAN, 2005;
HOSTINOVA et al., 2003; JOHNSON, PADMAJA & MOORTHY, 2009;
POOMIPUK, REUNGSANG & PLANGKLANG, 2014).

3.3 Modifica¢gbes Quimicas
3.3.1 Oxidacdo do Amido Nativo

Existem possibilidades quanto a tratamentos fisicos e quimicos do amido
nativo para a obtencdo de determinadas caracteristicas de interesse para sua
utilizacao industrial e tecnologica. Uma delas € a modificacdo quimica estrutural
por meio de oxidagéo. Esse processo pode ser realizado utilizando-se hipoclorito
de sddio (NaClO) ou peréxido de hidrogénio (H202) e, uma vez oxidado, o amido
apresenta propriedades de interesse industrial a exemplo da geragéo de pastas
fluidas, elevada transparéncia e resisténcia a retrogradacgédo, formagéo de filme
e propriedade de retencéao de agua (PEREIRA, 2014).

A oxidag&o do amido com NaClO €& um processo comum na industria e
introduz grupos carboxila pela quebra de ligagcbes na cadeia de amilose
responsaveis pela ligacdo entre os mondémeros de glicose, permitindo a incluséo
desses grupos, enquanto a oxidagcdo com H20:2 possibilita a introdugao de

grupos carbonila (SOROKIN et al.,, 2004). Essas modificagcdes quimicas na
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estrutura do amido nativo afetam as propriedades fisico-quimicas do mesmo e
consequentemente podem interferir nas propriedades de produtos
desenvolvidos a partir de amidos modificados (Figura 3.5). A modificacéo
quimica € um fator importante quando o objetivo final é a formacé&o de filmes e
alguns efeitos podem ser obtidos a partir disto como atividade antibacteriana
devido aos aldeidos formados pela adicdo de carboxilas no processo de
oxidacdo e clareamento da pasta de amido, algo que € interessante no que se
refere a producdo de filmes a serem aplicados em embalagens (PEREIRA,
2014).
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Figura 3.5 - Modificagdes estruturais na molécula de amido envolvendo a
insercao de grupos carboxila ou carbonila na molécula.
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Fonte: PEREIRA (2014)
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3.4 Agentes Antimicrobianos de Origem Natural

Oleos essenciais possuem diversas propriedades de interesse em amplas
aplicacbes na producdo industrial, seja de farmacos, ou de alimentos.
Citotoxicidade € uma das principais propriedades contidas em 6leos essenciais
pelo seu efeito bioldgico, mais especificamente no dano a membrana plasmatica
de células bacterianas, alterando sua permeabilidade com consequente perda
de ions, culminando na diminuicdo da producédo de ATP e morte celular (DI
PASQUA et al., 2006; THAPA et al., 2012; TURINA et al., 2006).

A utilizacdo de antimicrobianos naturais para a preservacao de alimentos
vem de longa data com o emprego de peptideos provenientes de bactérias
laticas como substituicdo a produtos téxicos ocasionadores de diversos efeitos
adversos. Bacteriocinas como nisina, bacteriocinas purificadas e utilizadas
comercialmente, e pediocina tém seus efeitos na preservacdo de alimentos
demonstrados contra microrganismos vinculados a toxinfeccfes alimentares
(CLEVELAND et al., 2001; ROLLER, 1996). A necessidade de processamento
fisico de alimentos e seu excesso como técnica de preservacao de alimentos
pode ser diminuida pelo emprego de antimicrobianos naturais de modo a garantir
a vida de prateleira, sem alterar as propriedades sensoriais do produto, ao
contrario da técnica mencionada anteriormente (FERREIRA, 2012).

Metabdlitos secundarios produzidos por espécies vegetais também tém
sido relatados como agentes antimicrobianos empregados como potenciais
ativos na conservacao e aumento da vida de prateleira de produtos alimenticios.
Compostos fendlicos, fendis, este 0 mais importante e abundante grupo de
substancias quimicas extraidos de plantas e que podem ser encontradas em
diversos grupos alimenticios como vegetais, frutas, chocolates e bebidas como
café, cha ou vinho (ANDRADE et al., 2015; BORGES et al., 2013; PLYUTA et
al., 2013). Desse modo, acidos fendlicos obtidos a partir do café, a exemplo do
acido cafeico, possuem capacidade de desestabilizar e alterar a permeabilidade
da membrana plasmatica de células microbianas, além da inibicdo de
determinadas enzimas chave no funcionamento de bactérias gram-positivas e
gram-negativas, tendo demonstrado atividade contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (ANDRADE et al., 2015).
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Ha, ainda, outras espécies vegetais das quais é possivel a extragdo de
Oleos essenciais com comprovada atividade antimicrobiana a exemplo do alho,
que ja possui aplicacdo na industria de alimentos como antimicrobiano e
antioxidante, cujo 6leo possui como substancia ativa, a alicina e, combinado a
outras substancias como nicina, apresentou atividade contra um dos principais
patégenos vinculados a alimentos, a bactéria Listeria monocytogenes (GARCIA-
DIEZ et al., 2016; EL-SAYED et al., 2017; ROHANI et al., 2011). Sung et al.
(2014) demonstraram seu emprego na composi¢cdo de embalagens plasticas
para alimentos.

Ha plantas de origem irlandesa com uma variedade de metabdlitos
secundarios com potencial antimicrobiano. Tais plantas pertencem a familia
Asteraceae cuja distribuicéo é global e na qual determinadas espécies ainda nao
tiveram explorado o potencial antimicrobiano e antioxidante de seus metabdlitos
secundarios. Tais metabdlitos foram testados contra espécies bacterianas
grandemente evolvidas na contaminacdo de produtos alimenticios a saber S.
aureus, Bacillus cereus, Gram-positivas, Escherichia coli e Salmonella
Typhimurium, Gram-negativas, sendo que os resultados mais promissores foram
obtidos a partir da acdo contra bactérias gram-positivas (KENNY et al., 2014).

Vérias outras espécies vegetais sao utilizadas como fonte de dleos
essenciais a serem empregados como antimicrobianos para aplicagéo direta em
filmes destinados a producdo de embalagens ativas. Uma delas é o dleo
essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis), testado contra S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, porém néo
demonstrando atividade antimicrobiana eficiente contra esses microrganismos
(ANGIONI et al., 2004). Conforme demonstrado por Silva et al. (2010), o 6leo de
orégano (Origanum vulgare) também € promissor como antimicrobiano natural
devido a presenca de compostos fendlicos, tendo sido testada sua atividade
contra Salmonella Enteritidis, sendo esta inibida pelo 6leo essencial. Porém,
Ugalde (2014) observou que o 0Oleo de orégano néo inibiu o crescimento de
Klebsiella pneumoniae, mostrando acéo principalmente contra Gram-positivas,

sendo que E. coli foi a Unica espécie Gram-negativa a ser inibida.
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3.5 Filmes Biodegradéaveis e Antimicrobianos Naturais

Embalagens ativas tém por caracteristica principal sua interagdo com o
produto que nelas esta contido. Determinados materiais constituintes dessas
embalagens incorporam componentes que podem ser lancados diretamente no
alimento ou podem absorver substancias que possam promover a deterioracédo
do produto. Os componentes ativos da embalagem podem estar dispostos em
um compartimento da embalagem ou estar diretamente envolvidos em sua
composicao, incorporados ao material (EUROPEAN COMISSION, 2009).

Conforme mencionado anteriormente, antimicrobianos naturais tém sido
grandemente utilizados em conjunto com filmes biodegradaveis de modo a
produzir embalagens ativas que possibilitem maior vida de prateleira a produtos
alimenticios. Uma das substéancias ativas utilizadas em conjunto com polimeros
biodegradaveis se trata do cinamaldeido encontrado no 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum), sendo uma de suas aplicagdes em conjunto com
filmes a base de amido extraido da mandioca (M. esculenta) de modo a produzir
uma embalagem ativa cuja acao antimicrobiana seja o principal objetivo, inibindo
a contaminacao por espécies fungicas, bem como de suas toxinas (DE SOUZA
et al., 2014; MANSO et al., 2014).

Esta tecnologia tem sido desenvolvida ndo somente com fins de promover
a protecdo contra o crescimento de agentes patogénicos como fungos e
bactérias, mas também na utilizacdo de extratos naturais e 6leos essenciais com
efeito antioxidante para desacelerar a deterioracdo quimica de alimentos com
aplicacao realizada em filmes elaborados por ligacdo cruzada com material
celulésico (DE CASTILLO et al., 2015; DE CASTILLO et al., 2016).

Nesta tecnologia de embalagens ativas estdo compreendidos os filmes e
0s revestimentos, sendo estes formados diretamente na superficie do produto e
agueles sao utilizados como embrulhos e embalagens firmes. Como limitagéo de
uso de Oleos essenciais como aditivos em embalagens podem ser citados o seu
odor, que pode limitar sua aplicacdo, ou a quantidade necessaria de 6leo a ser
aplicada para obtencdo de eficacia pode comprometer as propriedades
organolépticas do alimento, excedendo os niveis aceitaveis (RIBEIRO-SANTOS
et al., 2017).



34

3.6 Oleo Essencial de Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O oleo essencial de cravo-da-india é obtido por meio do isolamento a
partir dos botdes florais de Syzygium aromaticum, espécie pertencente a familia
Myrtaceae. As espécies pertencentes a esta familia sdo ricas em 6leos
essenciais, sendo as folhas do craveiro-da-india possuidoras de um grande
namero de glandulas de 6leo que podem ser vistas ao serem posicionadas
contra a luz (ASCENCAO & FILHO, 2013; UGALDE, 2014). A planta é nativa da
india e Indonésia, sendo cultivada em diversos paises de clima tropical, como no
Brasil, mais especificamente no sul do estado da Bahia e utilizado para diversos
fins sejam eles medicinais ou na culinaria (COSTA et al., 2011).

O oOleo essencial do cravo-da-india € composto principalmente por
fenilpropoanoides, eugenol cuja composicéo € dada por 4-alil-2-metoxifenol e 3-
cariofileno e pelo monoterpeno acetato de eugenila (SEBAALY et al., 2015).
Ascencéo et al. (2013), realizando experimentos de caracterizacdo do 6leo por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
encontraram na composi¢cao quimica do 6leo copaeno, cariofileno, humuleno,
acetato de eugenila e o proprio eugenol, sendo este 0 componente majoritario
com um teor de 52,53%.

A atividade antimicrobiana do 6leo de cravo € um dos principais pontos de
interesse na sua utilizacdo atualmente. Tendo sido testado contra Klebsiella
pneumoniae, S. aureus, E. coli, Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, L.
monocytogenes e S. epidermidis, apresentou boa atividade de inibicdo do
crescimento de todas estas espécies bacterianas, apresentando, também,
atividade antifungica em testes realizados contra fungos filamentosos como
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi
(ASCENCAO et al., 2013; UGALDE, 2014). Nisar et al. (2018) também testaram
a acao do Oleo contra S. aureus, L. monocytogenes e E. coli também obtendo
bons resultados de atividade antibacteriana que aumentavam proporcionalmente

ao aumento da concentracao de 6leo.
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Diante da possibilidade de utilizacdo do 6leo essencial de cravo-da-india
como antimicrobiano natural, estudos tém sido desenvolvidos de modo a testar
seu emprego, bem como de outros 6leos essenciais, na formulacéo de polimeros
biodegradaveis com potencial uso na fabricacdo de embalagens que aumentem
a vida de prateleira de produtos alimenticios (ACOSTA et al., 2016; JUNEJA,
DWIVEDI & YAN, 2012; NISAR et al., 2018; REALINI & MARCOS, 2014).

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta e Processamento dos Residuos de Mandioca (M. esculenta)
4.1.1 Residuo Utilizado

Cascas de mandioca (M. esculenta) foram o grupo de residuos
agroindustriais utilizados para a realizagao deste trabalho. O montante de cascas
coletadas compreendeu diferentes variedades de mandioca, sendo estas tanto

de massa branca quanto de massa amarela.

4.1.2 Coleta das Cascas de Mandioca

As cascas de mandioca foram coletadas na banca denominada “Tido Da
Mandioca” localizada no Mercado Central da cidade de Belo Horizonte, Minas
Gerais, no periodo de outubro de 2016 a julho de 2017. Apds a coleta das
cascas, elas foram encaminhadas para o Laboratdrio de Aproveitamento de
Residuos do Departamento de Engenharia Mecanica da Escola de Engenharia
da Universidade Federal de Minas Gerais, no qual foram devidamente
higienizadas para retirada de terra e demais sujidades, ensacadas, pesadas e
armazenadas em freezer a temperatura de —20°C para processamento posterior
(FGV, 2003; TUMWESIGYE et al., 2016).
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4.1.3 Separacao das Cascas

Uma porcao das cascas teve o ténue, porcéo de coloracdo amarronzada,
retirada, permanecendo somente a parte branca e outra porcéo foi mantida na
integra (com a porgdo amarronzada) e, entdo separadas em dois grupos: SPM
(cascas sem parte marrom) e CPM (cascas com parte marrom). NOS processos
gue se seguem, as cascas foram processadas obedecendo a cada uma destas
duas categorias (FGV, 2003; TUMWESIGYE et al., 2016).

4.2 Obtencao dos Extratos
4.2.1 Trituracdo das Cascas

Ambas as categorias (SPM e CPM) foram processadas em liquidificador
industrial (Metvisa Bing Brasil) juntamente com 1 L de agua destilada, tendo sido,
cada uma, processada por 5 min para total trituracéo e formacdo de uma pasta
(TUMWESIGYE, 2016; VASANTHAN, 2001).

4.2.2 Extracao

A pasta obtida na etapa anterior foi colada em agitacdo mecéanica em
agitador mecanico (Quimis). O processo de extracdo ocorreu por 30 min para
cada uma das categorias processadas (TUMWESIGYE, 2016; VASANTHAN,
2001).

4.2.3 Filtracdo

A filtragcédo foi feita em tela de polipropileno para retencéo das fibras e
material bruto proveniente das cascas e obtencdo do chamado “leite de amido”.
O material bruto foi reconduzido a etapa anterior para uma nova extracao para
otimizacao do processo (VASANTHAN, 2001).

4.2.4 Lavagem

O leite de amido obtido em cada uma das duas categorias (SPM e CPM)
foi acondicionado em béqueres de vidro e deixados em decantacao overnight em
temperatura de refrigeracéo (7°C) para evitar a proliferagdo de microrganismos

e consequente deterioracéo dos extratos. Terminado o processo de decantagéao,
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o sobrenadante foi descartado a fim de eliminar impurezas e demais substancias
indesejadas. Cada um dos extratos foi lavado por trés vezes com 100 mL de
agua destilada, sendo, em cada uma delas, descartado o sobrenadante entre as
lavagens (VASANTHAN, 2001).

4.2.5 Desidratacao

Os extratos devidamente lavados foram secos em estufa convectiva com
circulacdo de ar (NewLab) a temperatura de 50°C + 2°C por 12 h. Apés o
processo de desidratacdo, os extratos secos foram macerados em gral de
porcelana para obtencdo do extrato em pé (TUMWESIGYE et al., 2016).

4.2.6 Padronizacao da Granulometria

O extrato em po6 obtido passou por padronizacdo da granulometria em
tamiz de inox (Bertel) com tamanho de poros de 42 mesh e registradas as

massas padronizadas (passantes) e retidas.

4.3 Tratamento Oxidativo dos Extratos
4.3.1 Tratamento com NaClO

Os extratos em p6 (ESPM e ECPM) foram tratados com NaCIlO em trés
concentragdes diferentes, sendo elas 2, 6 e 10% com objetivo final de clarear os
mesmos. Em todos os tratamentos foram utilizados 10 g dos extratos originais.
Para o tratamento com NaClO 2% foram utilizados 8 mL de NaClO (LimpBras,
6% de cloro ativo) e 5,6 mL de agua destilada; para o tratamento com NaClO
6%, foram utilizados 21,6 mL de NaClO e 16 mL de &gua destilada; para o
tratamento com NaCIlO 10%, foram utilizados 36 mL de NaClO e 32 mL de agua
destilada. O processo acorreu sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 h,
tendo o pH ajustado entre 8,4 e 8,5 pela adicdo de solucdo de NaOH 3%
(Dinémica, P.A.). Apos o periodo de agitacdo, o pH da mistura foi abaixado a 6,8
pela adicdo de solucéo de H2SO4 5%(Synth, P.A.), sendo adicionado em seguida
0,44 g de bissulfito de sddio (Synth, P.A.) para remocao do acesso de NaClO
(PEREIRA, 2014).
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4.3.2 Tratamento com H20:

Os extratos em p6 (ESPM e ECPM) foram tratados com H202 em trés
concentracgoes diferentes, sendo elas 2, 6 e 10% com objetivo final de clarear os
mesmos. Em todos os tratamentos, foram utilizados 10 g dos extratos originais.
Para o tratamento com H202 2% foram utilizados 0,5 mL de H202 (Anidro, 180
vol. — 35%) e 13,2 mL de agua destilada; para o tratamento com H202 6%, foram
utilizados 1,53 mL de H202 e 13,2 mL de agua destilada; para o tratamento com
H202 10%, foram utilizados 2,56 mL de H202 e 13,2 mL de agua destilada. O
processo correu sob agitacao por 3 h e em seguida foram adicionados 0,44 g de
bissulfito de sodio (Synth, P.A.) para remocao do excesso de H202 (PEREIRA,
2014).

4.3.3 Lavagem e Secagem

ApOs os tratamentos, os extratos tratados foram lavados por trés vezes
com 20 mL de agua destilada, sendo descartados os sobrenadantes entre as
lavagens. Os extratos tratados foram secos em estufa convectiva com circulacao
de ar a temperatura de 45°C £ 2°C por 12 h e, em seguida, foram macerados em
gral de porcelana para obtencéo dos extratos em pd, sendo subsequentemente

pesados.

4.4 Caracterizacdo dos Extratos
4.4.1 Colorimetria dos Extratos

Os extratos foram submetidos a medida de cor em colorimetro
(HunterLab, ColorFlex) para diferenciacédo e quantificacdo da cor e clareamento
obtidos pelos tratamentos. As medidas foram feitas em triplicata, utilizando as
coordenadas do sistema CIEL*a*b*, as quais foram utilizadas para calculo das
coordenadas CIEL*C*h*, em que C* designa a medida do Chroma e h* designa
a medida do angulo Hue. Por meio das férmulas Chroma (C*) = [(a*2 + b*?)12 e
angulo Hue = [actg (b*/a*)], as coordenadas obtidas em CIEL*a*b* foram
transformadas em CIEL*C*h* (MINOLTA, 2007; SA et al., 2008; TRIGO et al.,
2012). As medidas foram feitas em triplicata e a analise estatistica foi feita pelo

Teste de Tukey a 95% de confianca.
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4.4.2 Determinagéo do Teor de Nitrogénio Total

O método utilizado para determinacgéo do teor de nitrogénio total presente
nas amostras foi o de Micro-Kjeldahl que se fundamenta na digestdo da matéria
organica com acido sulfurico, transformacéo do nitrogénio organico em sulfato
de amodnio, seguida de uma etapa de destilacdo e uma de titulacdo (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Para a etapa de digestdo, pesou-se 0,25 g de amostra para cada
tratamento utilizado. As amostras adicionou-se 0,3 g da mistura digestora
composta por 96 % de K2SO4 e 4 % de CuSOa. As pesagens foram realizadas
em quadrados de papel manteiga medindo 6 x 6 cm, fechando cuidadosamente
e, posteriormente, os cartuchos (papel manteiga + amostra + mistura digestora)
foram colocados nos respectivos tubos digestores com o cuidado de deposita-
los no fundo do tubo. Adicionou-se 5 mL de acido sulfarico ao tubo de digestdo
contendo o cartucho em seguida levado para o bloco de digestor (Marconi), no
qual foram aquecidos gradualmente até que atingissem 350°C (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Seguiu-se a etapa de destilacédo, pipetando 10 mL de solucédo de acido
bérico juntamente em frasco Erlenmeyer juntamente com 10 gotas do indicador
misto, fazendo com que a solugcdo adquira coloracdo laranja/amarronzada.
Mediu-se 50 mL de agua destilada em proveta e que foram adicionados a cada
tubo digestor afim de prosseguir a destilacdo. Para o processo, foi utilizado o
destilador de Kjeldahl (Quimis, modelo Q328S21). Acoplado ao equipamento, o
tubo digestor recebeu 20 mL de solucdo de hidroxido de sodio a 40 % para
neutralizacao e alcalinizacdo do produto da digestdo, produzindo gas amoniaco
gue é coletado no frasco Erlenmeyer contendo acido bérico e o indicador misto.
A coloracdo laranja/amarronzada da solucdo contida no frasco tornou-se
verde/azulada devido a presenca de borato de amonio, produto da reacao entre
0 acido bérico e a amobnia (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Realizou-se a titulagdo com 25 mL de &cido cloridrico 0,1 mol/L medidos
em bureta até a viragem de cor de verde/azulado para laranja. O calculo do
percentual do nitrogénio total e consequentemente de proteinas foi feito pelo uso
da equacao (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).



40

(Va—-Vb)xFx0,1x0,014x100 (4.1)

NT (%) = —

em que NT representa o teor de nitrogénio total, Va e o volume da solugao de
acido cloridrico (mL) gasto na titulagdo da amostra, Vb € o volume da solucéo de
acido cloridrico (mL) gasto na titulacdo do branco, F é o fator de correcéo da
solucdo padronizada de HCI 0,001 mol/lL e m é a massa de amostra (Q)
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Para a determinacédo da proteina bruta da amostra, multiplicou-se o valor
de nitrogénio total pelo fator de conversao de nitrogénio para proteina (%). O
fator de conversédo depende da matriz da amostra, na auséncia de um fator de
conversdo especifico para a casca de mandioca, foi utilizado o fator de

conversao universal no valor de 6,25.

4.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os extratos obtidos tanto pelos procedimentos de extracdo quanto de
tratamentos quimicos foram levados ao espectrémetro no infravermelho com
transformada de Fourier (Shimadzu IRAffinity — 1) com detector DLATGS (Sulfato
de Triglicina Deuterado Dopado com L-Allanina), resolucdo de 4 cm™. Os
extratos ECPM (extrato de amilaceo com pele marrom), ESPM (extrato amilaceo
sem pele marrom), ECPM NaClO 6% (extrato amilaceo com pele marrom tratado
com hipoclorito de sédio 6%) e ESPM NaClO 6% (extrato amilaceo sem pele
marrom tratado com hipoclorito de sédio 6%) foram analisados em acessorio
ATR (Attenuated Total Reflectance), com cristal de seleneto de zinco (ZnSe)
para obtencéo dos espectros e analise do perfil de grupos funcionais presentes
nos extratos e verificacdo de possiveis modificacfes estruturais geradas nas
moléculas de amido a partir dos tratamentos realizados (WARREN, GIDLEY &
BERNARDINE, 2016).
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4.4.4 Determinacao do Perfil de Monossacarideos

O material utilizado durante o processo de analise consistia de acido
trifluoroacético (TFA) (grau de pureza maior que 99,9%), metanol (grau de
pureza maior que 99,9%), borohidreto de sodio (grau de pureza maior que 96%),
dimetilssulfoxido (DMSO) (grau de pureza maior que 99,5%), 1-metilimidazol,
diclorometano (grau de pureza maior que 99,9%), 4cido acético (grau de pureza
maior que 99%), padrbes de acucares eritritose, 2-deoxy-D-ribose, raminose,
fucose, ribose, arabinose, 2-deoxy-Dglicose, xilose, alose, manose, galactose,
glicose, galactose e mio-inositol, sendo o0s reagentes descritos até aqui
pertencentes a marca Sigma Aldrich e o hidroxido de aménio (50%) e o acido
sulfirico concentrado utilizados pertencendo as marcas Tec-Lab e Neon,
respectivamente.

O método foi realizado a partir de adaptacdes do descrito por Melton &
Smith (2001). Por meio da hidrolise acida dos polissacarideos constituintes da
amostra, os monossacarideos séo liberados e convertidos a seus acetatos de
alditois a fim de passarem por etapa de identificacdo por meio de cromatografia
a gas. Realizou-se primeiramente a hidrélise com TFA para digestéo parcial das
amostras e, em seguida, utilizou-se acido sulfarico para hidrolise total do
material, ou seja, do residuo da digestao da hidrélise com TFA. Pesou-se 5 mg
de amostra, em triplicata, em frascos de politetrafluoretieno (PFTFE) e
adicionou-se 0,5 mL de solucdo de TFA 2 M, seguida de uma etapa de incubacéo
a 121°C conduzida em bloco digestor Marconi. Apos a etapa de digestéo, foram
adicionados 25 pL de solucdo 20 mg/mL de alose, empregada como padrdo
interno. A cada frasco adicionou-se 2 mL de metanol, aguardando 30 min para a
decantacé@o do material residual (insolivel em TFA).

Apés a decantacdo do material insolivel em TFA, o sobrenadante foi
removido utilizando-se uma pipeta Pasteur, transferindo-o para novo frasco. Foi
feita uma nova adicdo de metanol sobre o pellet seguida de decantagéo e o
sobrenadante foi novamente removido e combinado com o anterior. Os
sobrenadantes combinados foram, entdo, evaporados sob fluxo suave de gas
nitrogénio, enquanto o material insolivel em TFA foi conduzido a hidrélise com
acido sulfurico. A partir de entdo, as diferentes fragdes foram identificadas como

Fracdo-T (hidrolisadas pelo TFA) e Fracao-F (hidrolisadas pelo acido sulfarico).
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4.4.4 Processamento Das Fragbes-T

As Fracdes-T, anteriormente evaporadas sob fluxo de gés nitrogénio,
foram acrescidas, cada uma, de 100 pL de agua mili-Q, sendo que dois tubos
foram definidos como controles, um contendo somente 100 yL de agua mili-Q e
outro contendo 100 pL de mistura dos 13 acUcares estabelecidos como padrées.
Posteriormente, acrescentou-se 20 yuL de amdnia 15 M a cada tubo, em capela
de exaustdo, 1 mL de borohidreto de sddio 0,5 M em dimetilsulféxido (DMSO) e
levou-se a uma etapa de incubacdo a 40°C por 90 min. Apés a incubacéao,
acrescentou-se 100 pL de &cido acético 18 M.

Iniciou-se a etapa de acetilagéo das fracdes, adicionando-se 200 L de 1-
metilimidazol e 2 mL de anidrido acético a cada tubo, seguido de incubacédo a
temperatura ambiente por 10 min. Adicionou-se 5 mL de agua mili-Q para
eliminacdo do excesso de anidrido acético, e nova incubacdo a temperatura
ambiente por 10 min até o resfriamento. A extragdo dos acetatos de alditois se
deu pela adicao de 1 mL de diclorometano, observando-se a separacao de fases
e, em seguida, transferindo-se, com uma pipeta Pasteur, a fase inferior (fase
organica) para um novo frasco. Repetiu-se a adicdo de 1 mL de diclorometano a
fase aquosa e o processo de extracdo e combinou-se as fases organicas obtidas.

Aos extratos organicos obtidos na etapa anterior, adicionou-se 4 mL de
agua mili-Q, havendo nova separacdo de fases e remocdo da fase aquosa.
Repetiu-se este procedimento por mais 3 vezes. Em seguida, evaporou-se as
fases organicas completamente por fluxo suave de gas nitrogénio. Com as
fracbes evaporadas, efetuou-se a adicdo de 2 mL de diclorometano para

realizacdo da leitura no cromatografo a gas.
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4.4.5 Obtencédo Das Fragoes-F Pela Hidrdlise Com Acido Sulfurico

Adicionou-se ao material insolivel em TFA 125 L de solucdo de &cido
sulfarico 72%, sendo estabelecido um tubo controle contendo somente 125 pL
de acido sulfarico 72%. Para remoc¢ao de quaisquer tracos de ar dentro dos
frascos, foi pulverizado gas nitrogénio dentro de cada um deles, sendo incubados
a 30°C por 3 h, com intervalos de agitacao para promover a completa dissolucdo
do material. Apos o resfriamento, adicionou-se 1,375 mL de agua mili-Q
misturando-se rapidamente, seguido de nova pulverizacdo com gas nitrogénio e
nova incubacao a 100°C por 3 h.

Apbs as 3 h de incubacado a 100°C, adicionou-se 300 pL de aménia 15 M
para neutralizar a solugéo, em capela de exaustao. Adicionou-se 50 L de alose
(padrdo interno) 20 mg/mL, seguindo-se a filtracdo das fracdes com seringa
acoplada a um filtro de porosidade de tamanho 0,22 um, um filtro para cada
fracdo. Transferiu-se 200 pL dos hidrolisados filtrados para frascos limpos,
estabelecendo-se dois controles, um contendo 200 pL de &gua mili-Q, outro
contendo 100 pL da mistura dos 13 padrées, 100 pL de agua mili-Q e 20 L de
amonia 15 M.

Posteriormente, acrescentou-se 20 uL de amoénia 15 M a cada tubo, em
capela de exaustdo, 1 mL de borohidreto de sédio 0,5 M em dimetilsulfoxido
(DMSO) e levou-se a uma etapa de incubacdo a 40°C por 90 min. Apés a
incubacéo, acrescentou-se 100 L de acido acético 18 M.

Iniciou-se a etapa de acetilacéo das fracdes, adicionando-se 200 uL de 1-
metilimidazol e 2 mL de anidrido acético a cada tubo, seguido de incubacgéo a
temperatura ambiente por 10 min. Adicionou-se 5 mL de agua mili-Q para
eliminacdo do excesso de anidrido acético, e nova incubacédo a temperatura
ambiente por 10 min até o resfriamento. A extragdo dos acetatos de alditois se
deu pela adicao de 1 mL de diclorometano, observando-se a separacao de fases
e, em seguida, transferindo-se, com uma pipeta Pasteur, a fase inferior (fase
orgéanica) para um novo frasco. Repetiu-se a adicdo de 1 mL de diclorometano a

fase aquosa e o processo de extracdo e combinou-se as fases organicas obtidas.
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Aos extratos organicos obtidos na etapa anterior, adicionou-se 4 mL de
agua mili-Q, havendo nova separacdo de fases e remocédo da fase aquosa.
Repetiu-se este procedimento por mais 3 vezes. Em seguida, evaporou-se as
fases organicas completamente por fluxo de suave de gas nitrogénio. Com as
fracbes evaporadas, efetuou-se a adicdo de 2 mL de diclorometano para

realizacdo da leitura no cromatografo a gas.

4.4.6 Leitura de Amostras em Cromatografia a Gas

Os acetatos de alditois das fracdes T e F foram identificados utilizando-se
o cromatografo a gas Varian 3900 equipado com detector por ionizacdo de
chamas (Figura 1). A coluna utilizada foi uma BPX-70 (30 m de comprimento X
0,75 mm de didametro). A configuracdo do método foi feita em temperatura inicial
do forno de 38°C, com rampa de aquecimento de 50°C.min' até atingir a
temperatura de 170°C. Em seguida, aumentou-se a temperatura para 230°C com
rampa de aquecimento de 2°C.min, sendo mantida por 20 min (AZEVEDO,
2017).

A atividade do detector ocorreu a temperatura de 250°C. O tempo de
duracdo de cada corrida foi de 42 min e o gas de arraste utilizado foi o nitrogénio
com fluxo de 1,5 ml.min-1. O calculo da area dos picos foi realizado pelo software
de aquisicdo de dados Galaxie Workstation. Todas as amostras foram realizadas
em triplicata (AZEVEDO, 2017).

4.5 Elaboracéao dos Filmes
4.5.1 Obtengéo dos Filmes

Tanto os extratos originais (nativos) quanto os extratos tratados com
NaClO e H202 seguiram a mesma metodologia para elaboracao dos filmes. Para
a producao da solucéo filmogénica, foram utilizados 2 g dos extratos aos quais
foram adicionados 0,6 g de glicerol (Synth, P.A.) e 37,4 mL de agua destilada,
totalizando uma massa de 40 g de solucéo filmogénica. Em seguida, a solucao
foi levada a agitacdo em agitadores magnéticos Nova Etica e Fisatom por 45 min

a temperatura ambiente, sendo, apds esse periodo, aquecidos ainda sob



45

agitacao até alcancarem a temperatura de 70°C. Ap0s aquecimento, a solucéo
filmogénica foi transferida para moldes circulares de polipropileno e, entéo,
acondicionados em estufa sem circulacdo de ar a temperatura de 40°C + 2°C

por 24 h (SELIGRA et al., 2015).

4.6 Caracterizacédo dos Filmes
4.6.1 Colorimetria dos Filmes

Tanto os filmes obtidos a partir dos extratos nativos quanto os obtidos a
partir dos extratos tratados foram submetidos a medida de cor em colorimetro
para diferenciagdo e quantificagdo da cor e clareamento obtidos pelos
tratamentos. As medidas foram feitas em triplicata, utilizando as coordenadas do
sistema CIEL*a*b* através das quais foram utilizadas para calculo das
coordenadas CIEL*C*h* em que C* designa a medida do Chroma e h* designa
a medida do angulo Hue. Por meio das formulas Chroma (C*) = [(a*? + b*?)12 e
angulo Hue = [actg (b*/a*)], as coordenadas obtidas em CIEL*a*b* foram
transformadas em CIEL*C*h* (MINOLTA, 2007; SA et al., 2008; TRIGO et al.,

2012). A analise estatistica foi feita pelo teste de Tukey a 95% de confianca.

4.6.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os filmes produzidos com extratos nativos e os tratados quimicamente
foram levados ao espectrémetro no infravermelho com transformada de Fourier
(Shimadzu IRAffinity — 1) com detector DLATGS (Sulfato de Triglicina Deuterado
Dopado com L-Alanina), resolugdo de 4 cm™. Os filmes FCPM (filme de amido
com pele marrom), FSPM (filme de amido sem pele marrom), FCPM NaClO 6%
(filme de amido com pele marrom tratado com hipoclorito de sédio 6%) e FSPM
NaClO 6% (filme de amido sem pele marrom tratado com hipoclorito de sédio
6%) foram analisados em acessorio ATR, com cristal de seleneto de zinco
(ZnSe) para obtencdo dos espectros e analise do perfil de grupos funcionais
presentes nos extratos e verificacdo de possiveis modificagBes estruturais
geradas nas moléculas de amido a partir dos tratamentos realizados (WARREN,
GIDLEY & BERNARDINE, 2016).
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4.6.3 Propriedades Mecanicas de Tragao

Os ensaios mecéanicos dos filmes produzidos com os extratos tratados
com hipoclorito de sodio a 6% (FCPM NaClO 6% e FSPM NaClO 6%), com e
sem o Oleo essencial de cravo-da-india, foram realizados no Laboratorio de
Compositos (DEMEC/UFMG), de acordo com a norma ASTM D 882 —12 (ASTM,
2012) a temperatura de 26,6°C e umidade relativa de 44%.

Para a realizacdo dos ensaios, foi utilizada a maquina de ensaios
universal da marca EMIC, modelo DL, com célula de carga de 20 N e velocidade
de separacdo das garras de 12,5 mm.min? (Figura 4.1). Foram testados seis
corpos de prova para cada grupo, tendo eles dimensdes de 10 cm x 2,5 cm,
medidos com auxilio de régua graduada (Figura 4.2). As medidas de espessura
dos filmes foram feitas utilizando micrémetro Mitutoyo, N° 103 — 137, em cinco
pontos distintos e aleatérios de cada corpo de prova. As medidas feitas forma
utilizadas para realizacdo dos calculos referentes as propriedades mecéanicas de
tracao (BATISTA, 2017).

Figura 4.1: Corpo de prova durante ensaio das propriedades mecénicas de tracéo.

FONTE: Acervo pessoal.
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Figura 4.2: Corpos de prova para ensaios de tragéo.

FONTE: Acervo pessoal

4.6.4 Permeabilidade a Umidade

As analises de permeabilidade dos filmes a umidade foram realizadas
segundo especificacdes da norma E96/E96 — 15 (ASTM, 2015), aplicando o
método dessecante com algumas adaptacdes (ASTM, 2015).

No procedimento foram utilizadas capsulas circulares, com paredes
impermeaveis, contendo em seu interior 5 g de cloreto de célcio anidro (Anidrol),
o qual foi previamente seco em estufa convectiva com circulacdo de ar. A
vedacao do sistema cépsula/filme foi feita utilizando cera de abelha sendo, em
seguida, pesado em balanca analitica e acondicionado a 21°C em dessecadores
contendo solucdo saturada de cloreto de sodio de modo a manter a umidade
relativa a 75 %. Foram registradas 10 pesagens durante 4 horas e 30 minutos,
em intervalos para pesagem de 30 minutos, periodo este determinado por meio
de testes preliminares (BATISTA, 2017).

O ganho de massa de cada sistema esta associado a umidade permeada
pelo filme e, portanto, foi utilizado para o célculo da taxa de transmissao ao vapor
de agua (TTVA) e a permeabilidade ao vapor de 4gua das amostras por meio da
equacao 3.2 e equacdo 3.3, respectivamente. As andlises foram executadas em
quintuplicatas.
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TTVA = i (3.2)
t.A

em que G/t representa o coeficiente angular da reta ganho de massa (g) versus
tempo (h) e A representa a area de permeacdo de cada fiime (m?). A

permeabilidade ao vapor de agua foi calculada por

_ TTVAe
~ Psat. URL—UR2) 33

PVA

em que PVA representa a permeabilidade ao vapor de agua, e € a espessura
meédia (mm) de cada corpo de prova, (UR1 — UR2) representa a diferenca da
umidade relativa entre o interior do sistema capsula/filme e o dessecador, € Psat
representa a pressdo de saturacdo do vapor de agua (kPa) na temperatura do
ensaio (BATISTA, 2017).

4.7 Incorporagdo de Antimicrobiano Natural e Testes de Atividade

Antimicrobiana
4.7.1 Extracéo do Oleo Essencial de Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Utilizou-se a técnica de destilacdo simples adaptada para a extracdo do
O0leo essencial de cravo-da-india, tendo sido realizada em triplicata para
obtencédo de um rendimento médio de extracdo. Foram pesados 30 g de cravo-
da-india adquiridos no Mercado Central de Belo Horizonte - MG, transferidos
para um baldo de fundo redondo e acrescidos de 250 mL a ser acoplado ao
sistema de destilacdo. O processo ocorreu sob aquecimento a uma temperatura
de 110°C por um periodo de 5 h.

Apobs o processo de destilacdo, utilizou-se um funil de separagéo ao qual
foram levados o conteudo total da extracdo acrescido de 10 mL de cloroférmio
(P.A. — Anidrol), seguido de agitacdo mecénica para promover a separagao entre
fase aquosa e a fase organica, esta ultima contendo o 6leo e recolhida
posteriormente a separacao. Este procedimento foi repetido por mais trés vezes,
sendo toda a fase organica recolhida em frasco erlenmeyer ao qual foram

adicionados 3,007 g de sulfato de sédio anidro (P.A. — Synth) e deixado em
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repouso por 15 min para remocao de residuo aquoso na fase organica. Apés
esse tempo, utilizou-se papel filtro pregueado para separar a fase organica do
sulfato de soédio e posteriormente levado ao evaporador rotativo (Fisatom) para

remocao do cloroférmio e consequente obtengéo do 6leo essencial.

4.7.2 Funcionalizacdo Dos Filmes

Os filmes foram funcionalizados por meio da adi¢cdo do 6leo essencial
previamente extraido no processo de elaboracéo da solucédo flmogénica, para o
qual foi seguido o mesmo procedimento descrito na secao 4.5.1.

4.7.3 Testes Preliminares

A atividade antimicrobiana dos filmes foi avaliada através do método de
difusdo em discos contra Staphylococcus aureus CCCB S007. Essa cultura foi
previamente reativada em caldo BHI a 37°C por 48 h e diluida até a concentracdo
102 em agua peptonada tamponada.

A semeadura da cultura foi realizada por swab estéril (Labor Swab) a partir
do tubo de diluicdo 102 do caldo BHI em placas de Petri contendo 12 mL de
caldo BHI (Brain-Heart Infusion, Prodimol) acrescido de agar a 0,9 % (m/v).
Posteriormente, foram confeccionados discos feitos a partir dos filmes FSPM
NaClO 6% e FCPM NaClO 6%, ambos contendo trés medidas diferentes de 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum), sendo elas 0,25, 0,50 e 1,0
g. Esse discos possuiam, em média, 5,38 mm de diametro. Para o controle,
foram utilizados discos de papel filtro de diametro de 5,30 mm embebidos em
0,0491 g de eugenol (Biodinamica). Tanto os discos de papel filtro quanto os
discos obtidos a partir dos filmes foram submetidos a radiagao ultravioleta por 30
minutos. Os discos foram colocados sobre o agar jA semeado, em quatro
repeticbes para cada tratamento (Figura 4.3). As placas foram incubadas em

estufa a 37°C por 24 horas.
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Posteriormente, as placas forma observadas quanto a formacéo de halo

ao redor dos discos. O diametro dos halos foi medido com paquimetro digital.

Figura 4.3: Discos feitos a partir dos filmes FSPM NaClO 6% para os testes
preliminares com S. aureus.

FONTE: Acervo pessoal.

4.7.4 Testes de Atividade Antimicrobiana

Foi repetido o mesmo procedimento descrito anteriormente nos testes
preliminares, sendo, desta vez, testados fiimes (FSPM NaClO 6% e FCPM
NaClO 6%) contendo 2 g de 6leo essencial de cravo-da-india. Apés as 24 h de
incubacgéo e verificagdo de atividade antimicrobiana, os respectivos halos de
inibicdo foram medidos com auxilio de um paquimetro. Os microrganismos
utilizados para os testes de atividade antimicrobiana foram cepas previamente
reativadas, conforme descrito anteriormente, de Staphylococcus aureus (CCCB
S007), Salmonella Typhimurium (CCCB S004) e Listeria monocytogenes
sorotipo 4 b (ATCC 19115) cedida pela FIOCRUZ.

Para estes testes, realizou-se um experimento controle, além do controle
com 0,0491 g de eugenol aplicados em discos de papel filtro com 5,30 mm de
diametro, discos de mesma dimensao foram embebidos também em 0,0491 g
do proprio 6leo essencial de cravo-da-india previamente extraido e testado
contra cada espécie bacteriana mencionada anteriormente. Tanto os discos de
papel filtro quanto os discos obtidos a partir dos filmes foram submetidos a
radiacdo ultravioleta por 30 min para esterilizacdo. Todo o procedimento foi
realizado me cabine de seguranca bioldgica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Utilizac&o dos Residuos de Mandioca (Manihot esculenta)

Segundo Franca e Oliveira (2009), o aproveitamento de residuos € algo
demonstrado como alternativa para escoamento apropriado dos mesmos e
respectiva conversao em produtos de valor agregado. Conforme descrito em
varios estudos, a extracdo de polimeros naturais para elaboracdo de filmes com
potencial biodegradavel € uma via interessante de emprego de residuos
agroindustriais, sendo o amido o principal polissacarideo com grande potencial
demonstrado para tal atividade (AZWA et al., 2013; BRIONES et al., 2015; DAI
et al., 2015; HASHIZUME et al., 2015). Baseado nas informacdes descritas
anteriormente, foi escolhido o residuo oriundo da producéo e venda de mandioca
(M. esculenta) que, segundo Marques et al. (2000), vinha tendo a alimentacao
animal como principal via de utilizacao.

Ainda, conforme descrito por Marques e Maggioni (2010), cascas, raspas,
massa de fecularia Umida e massa de fecularia seca seriam residuos da
producdo de mandioca a serem empregados nessa atividade. Boscolo, Hayashi
e Meurer (2002) demonstraram que a farinha de varredura, residuo proveniente
da producéo de farinha de mandioca, tinha como destino a producdo de racao
para piscicultura. Diante do exposto, para este trabalho, foi escolhida a casca de
mandioca como residuo-alvo para extracao de amido e subsequente producéo
de filmes hipoteticamente biodegradaveis.

Na primeira extracdo realizada, em carater de teste e verificacdo de
eficiéncia e viabilidade, foram adotados dois métodos de extracao diferentes: um
denominado “via seca” no qual as cascas foram secas em estufa a 50°C
overnight e outro denominado “via umida”, processo comumente utilizado na
industria. Na “via seca”, foi utilizada uma massa de 376,97 g da categoria SPM
(cascas sem a parte marrom) e uma massa de 544,43 g da categoria CPM
(cascas com a parte marrom), totalizando 921,40 g de casca, sendo obtidos
44,13 g de extrato no total (SPM + CPM). A diferenca de massas entre as
categorias se deve a retirada da parte marrom na categoria SPM e a diferenca
na absorcdo de agua, sendo que a massa de parte marrom correspondente foi

de 46,71 g retirados na categoria SPM. Porém, este método nao foi continuado
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ja que foi observado na literatura que o método de extracdo mais comumente
utilizado em escala industrial e laboratorial € a “via umida” (DAl et al., 2015; FGV,
2003; TUMWESIGYE et al., 2016) e que este método envolve um gasto maior
de energia por envolver etapa longa de secagem e em temperaturas que podem
comprometer a estrutura da matéria-prima e do amido que € o principal alvo da
extracdo. De acordo com Vasanthan (2001), temperaturas de secagem elevadas
podem danificar a estrutura do amido nativo e alterar suas propriedades fisico-
quimicas.

Diante do exposto, a “via umida” de extracao foi priorizada, tendo sido
utilizada uma massa total de 1477,80 g de cascas somando as duas categorias
(SPM + CPM) e obtidos 86,40 g de extrato no total. Este método de extracdo
esta bem descrito na literatura, havendo rotas especificadas para extracdo de
acordo com o tipo de matéria-prima que estd sendo processada conforme
demonstrado na Figura 3.2 (vide secdo 3.2.1) sendo que, para materiais
classificados como macios como a mandioca, a rota especificada € a Rota A
(utilizada neste trabalho). Houve adaptac6es no método como a opcdo pela
decantacdo em vez da centrifugagcdo por aquela ndo necessitar do
fracionamento das amostras, permitindo a purificacdo do extrato em uma Unica
vez. Os extratos obtidos foram denominados como ESPM (Extrato Sem Parte
Marrom) e ECPM (Extrato Com Parte Marrom).

5.2 Oxidagao do Amido Presente nos Extratos

5.2.1 Amidos oxidados
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Filmes escuros e plasticos de cor escura ndo sao de interesse para
aplicacdo em embalagens de alimentos, uma vez que o consumidor tende a
escolher embalagens que o permita verificar o aspecto visual dos alimentos
contidos nas mesmas. Para superar esta limitacdo encontrada para os filmes
produzidos a partir de cascas de mandioca, foi necessario fazer a oxidagédo do
amido presente nos extratos. O processo de oxidacdo do amido pode ser
realizado por meio de dois agentes quimicos: hipoclorito de sodio (NaClO) ou
peréxido de hidrogénio (H202), sendo que, na industria de alimentos, o NaClO é
empregado de modo mais frequente do que o H202 (HALAL et al., 2015;
PEREIRA, 2014).

Amidos oxidados séo indicados para aplicacdo em materiais
biodegradaveis, pois a oxidacdo confere um melhoramento das propriedades
mecanicas e propriedades de barreira quando comparados a filmes de amido
nativo; o processo deve acontecer em pH e temperatura controlados. Os efeitos
nas propriedades mecanicas e de barreira sdo produzidos por modificacdes
estruturais ocorridas no amido. O NaClO atua na clivagem das ligagdes entre os
mondmeros de glicose que formam a cadeia polimérica do amido, oxidando os
grupos hidroxila especificamente ligados ao carbono C6 ou diois nos carbonos
C2 e Cs, envolvendo a clivagem da ligacao C2-Cs e introduzindo grupos carbonila
ou carboxila na estrutura. A adicdo desses grupos a estrutura original do amido,
no fim, confere aos filmes as caracteristicas citadas, bem como um caréater
hidrofébico ao amido (HALAL et al., 2015; SOROKIN et al., 2004).

De acordo com Pereira (2014), o tratamento oxidativo tem como um de
seus efeitos o clareamento da pasta de amido. Os extratos obtidos (ESPM e
ECPM) foram submetidos ao tratamento oxidativo com NaClO ou H202, ambos
em concentracdes diferentes (2, 6 e 10%), com o principal objetivo de clarear a
pasta de amido e consequentemente obter flmes mais claros, aplicando um
gradativo de concentracdo de oxidantes para conferir qual deles teria o maior
efeito no clareamento dos extratos e, em seguida, dos filmes. Os extratos
utilizados, em cada tratamento, no geral, sofreram perdas em massa partindo de
10 g iniciais (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 - Registro de massa dos extratos tratados com NaClO e H.02 (2, 6 e

10%)
Massa Apos
Extrato Tratamento P Perda (%)
Tratamento (g)
NaClO 2% 6,45 35,5
NaClO 6% 7,93 20,7
ESPM NaClO 10% 8,99 10,1
H>0, 2% 8,45 15,5
H>0, 6% 8,72 12,8
H2.0, 10% 8,80 12,0
NaClO 2% 5,22 47,8
NaClO 6% 8,18 18,2
NaClO 10% 8,74 12,6
ECPM
H>0., 2% 8,17 18,3
H>0. 6% 8,38 16,2
H20, 10% 8,54 14,6

ESPM: Extrato Sem Parte Marrom.
ECPM: Extrato Com Parte Marrom.
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5.2.2 Caracterizagdo Colorimétrica dos Extratos

A coloragéo dos extratos nativos e tratados foi quantificada de acordo com
as coordenadas do espaco de cor CIEL*a*b* no qual L* designa a luminosidade
ou brilho da amostra, a* e b* designam as coordenadas de cromaticidade e
posteriormente calculadas as coordenadas C* e h* compreendidas no espaco de
cor CIEL*C*h* (MINOLTA, 2007). As medidas podem ser verificadas para os
extratos nativos e tratados com NaClO e H202 na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Colorimetria dos extratos nativos e tratados com NaClO e H,O, -2, 6
e 10% (espaco de cor CIEL*C*h*)

Caracteristica Tipo de Medidas
do Extrato Tratamento L* C* h*

ESPM Sem 82,32 + 0,03¢ 12,27 + 0,02¢ 1,27 £ 0°
ECPM Tratamento 74,55 + 0,309 17,95 + 0,60° 1,18 + 0°
NaClO 2% 85,63 + 0,07° 11,01 £0,12° 1,36 £ 02

ESPM NaClO 6% 88,97 + 0,202 10,67 £ 0,20¢ 1,32 +0P
NaClO 10% 83,25+ 0,41° 16,06 + 0,544 1,27 £ 0°

NaClO 2% 77,61 +0,32° 15,36 + 0,11¢ 1,20 + 0¢

ECPM NaClO 6% 83,68 = 0,06° 16,03 + 0,14¢ 1,15 + Of
NaClO 10% 76,62 + 0,32 22,24 + 0,202 1,10 £ 0¢

H20:2 2% 85,76 + 0,17° 11,07 £ 0,16° 1,22 +0d

ESPM H20. 6% 85,44 + 0,19° 12,22 +0,21¢ 1,23 +0¢
H202 10% 85,78 + 0,36 13,85 £ 0,22° 1,25+ 0°

H20, 2% 78,52 + 0,06¢° 17,38 £ 0,19¢ 1,13+ 0f

ECPM H202 6% 78,43+0,33° 17,34 +0,33° 1,12 £ 09
H>0> 10% 77,84 + 0,16° 18,85 + 0,16" 1,12 £ 09

Valores médios + desvio padréo (n=3).
ESPM: Extrato Sem Parte Marrom.
ECPM: Extrato Com Parte Marrom.

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam
diferenca significativa entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o
programa computacional Minitab.
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Os espacos de cor mais utilizados para quantificacdo da coloragcéo de
amostras sdo o CIEL*a*b* e CIEL*C*h*. Conforme mencionado anteriormente,
L* designa a luminosidade ou o brilho da amostra, a* é a coordenada de
cromaticidade para verde e vermelho na qual os valores +a* estado na dire¢éo do
vermelho e os valores -a* na direcdo do verde; b* € a coordenada para amarelo
e azul na qual os valores +b* estdo na direcdo do amarelo e os valores -b* na
direcéo do azul conforme o diagrama (Figura 5.1) (MINOLTA, 2007).

(Amarelo)
+n*

TIIT
TIIT

13T

Tonalidade
-60 60 +3*
(Verde) (Vermelho)

80
(Azul)

Figura 5.1 - Diagrama de Cor do espac¢o CIEL*a*b*
Adaptado de: MINOLTA, 2007

Os valores de a* e b*, dependendo da matriz analisada, ndo séo utilizados
para expressar as medidas de cor de maneira precisa, sendo utilizados para o
calculo das coordenadas compreendidas no espaco de cor CIEL*C*h* no qual
C* designa o Chroma, que corresponde a saturacéo da cor; h* designa Hue ou
angulo Hue que corresponde a cor propriamente dita. Pa, os valores expressos
por C* e h* permitem a quantificagdo mais préxima ao que é transmitido pelo
aspecto visual da amostra (MINOLTA, 2007).
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O principal objetivo dos tratamentos foi observar o clareamento dos
extratos e qual deles proporcionaria maior efeito neste sentido. Baseado nisto,
dando maior destaque para os valores da coordenada L*, foi observado que os
maiores valores obtidos para esta coordenada correspondem ao tratamento do
extrato sem a parte marrom com NaClO 6% (ESPM - NaClO 6%). Segundo
Minolta (2007), os valores de L* variam de 0 a 100, sendo O para escuro e 100
para claro. Assim, os tratamentos ESPM — NaClO 6% e ECPM — NaClO 6%
demonstraram, para L*, valores médios de 88,97 e 83,68, respectivamente.
Numericamente esses resultados apontam para a utilizagdo do NaClO a 6%
porém, os valores obtidos para o tratamento com H202 a 6% também se
mostraram promissores em relacdo ao clareamento dos extratos, principalmente
para o extrato sem a parte marrom (ESPM). Pela realizacdo do Teste de Tukey,
foi verificada diferenca estatistica nos valores a 95% de confianca entre os dois
grupos de extratos, para ambos os tratamentos (NaClO e H202). Nas analises
seguintes, os extratos tratados com H202 n&o foram utilizados ja que, conforme
previsto na literatura, a oxidagcdo com NaClO é a mais comum utilizada
industrialmente (HALAL et al., 2015; PEREIRA, 2014).
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5.2.3 Determinacao de Nitrogénio Total — Proteinas

Do perfil bromatolégico e fisico-quimico possivel de ser determinado em
um produto de origem vegetal a exemplo dos residuos agroindustriais, o teor de
proteinas foi parametro escolhido e determinado diretamente pelo conteudo de
nitrogénio total das amostras analisadas. Na Tabela 5.3, estdo dispostos os

resultados obtidos para a quantificacdo de proteinas.

Tabela 5.3: Determinacdo do teor de proteinas nos extratos nativos (ESPM e
ECPM) e extratos oxidados (ESPM NaClO 6% e ECPM NaClO 6%).

Teor de Proteinas

Extratos Proteinas (%)
ESPM 1,83+£1,252
ECPM 3,710,812

ESPM NaClO 6% 1,48 £ 0,782
ECPM NaClIO 6% 1,56 £ 1,572

Valores expressos em porcentagem.

Valores médios + desvio padrédo (n=3).

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam
diferenca significativa entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia, utilizando o programa
computacional Minitab®.

Conforme pode ser observado na Tabela 5.3, ndo houve diferenca
significativa entre os valores obtidos para os extratos nativos e os tratados com
hipoclorito de sodio a 6%. Porém observando-se os valores numéricos
encontrados, o maior valor obtido foi de 3,71% para a amostra ECPM, referente
aos extratos obtidos a partir da casca na integra, um valor semelhante ao
determinado por Marques e Maggioni (2010), de 3,7%, num estudo de
composi¢do bromatolégica de cascas de mandioca utilizadas na alimentacgdo
animal, sendo que Marques et al. (2000) encontraram 0 mesmo valor em estudo
de substituicAo do milho por residuos industriais de mandioca na racdo de
oVvinos.

O valor numericamente inferior para a amostra ESPM (1,83%), extratos
obtidos a partir da casca sem a parte marrom, pode ser justificado por esse fator
ja que a parte marrom da casca compreende a maior parte do conteudo proteico
da casca (GONCALVES et al., 2014). Dentre as amostras dos extratos tratados,
ESPM NaClO 6% e ECPM NaClO 6%, os valores encontrados foram
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numericamente inferiores comparados aos extratos nativos, porém o mesmo foi
observado entre os extratos nativos, com ECPM NaCIlO 6% apresentando 1,56%
de proteinas enquanto ESPM NaClO 6% apresentou 1,48%. A diferenca de valor
numérico entre os valores dos extratos nativos e tratados pode ser justificada
pela perda de massa decorrente do processo oxidativo e a consequente perda
de material nitrogenado no processo (GONCALVES et al., 2014).

5.3 Analise Por Espectroscopia No Infravermelho

5.3.1 Espectros Obtidos Para Extratos Nativos e Extratos Oxidados

Os espectros, em triplicata, obtidos neste trabalho para as amostras de
amido nativo, com parte marrom (ECPM) e sem parte marrom (ESPM), bem
Como 0s espectros obtidos para os extratos tratados (ESPM NaCIlO 6% e ECPM

NaClO 6%) podem ser visualizados na Figura 5.2.

1300-900 (fingerprint)

1200-1000

670-600

Absorbancia

3700-3000 -
:I : “.')\J 0,2
200 1700-1200 |/ | Y,
R 25?0 2300 L0 LA - >
o _n/‘ J = \1300

4500 4000 . 3500 3000 2500 2000 1500 1000 300
Niamero de Ondas {cm™)
ESPM —— ECPM ESPM NaClO 6% ECPM NaClO 6%

Figura 5.2: Espectro das amostras dos extratos ESPM, ECPM, ESPM NaCIlO 6% e ECPM
NaCIlO 6%.
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De acordo com Warren et al. (2016), o espectro obtido para amostras de
amido secas demonstrou grande numero de bandas de absor¢édo na regido de
1700-1200 cm?, provavelmente provenientes de componentes menores
presentes em conjunto com o amido como lipideos e proteinas, bem como picos
na regido de 2900 cm indicando estiramentos de ligagdes C-H. As maiores
bandas de absorcdo podem ser observadas na regido de 1200-1000 cm,
bandas estas provenientes de ligacdes C-O e C-OH.

Liu et al. (2012) obtiveram o espectro no infravermelho para amostras de
amido de batata, sendo os dados fornecidos por tais espectros, de bandas largas
de absorcdo entre 3000 cm™ e 3600 cm?, bandas atribuidas a ligacées OH
provenientes das hidroxilas presentes nas moléculas de amido.

Ao serem comparados os espectros com os dados obtidos por Warren et
al. (2016), pode-se atestar a semelhancga entre eles, também apresentando
grandes bandas de absorcdo na regido entre 1700-1200 cm?, revelando a
presenca de outras moléculas como proteinas e lipideos; bandas de absorcao
na regido de 2900-3000 cm, sendo uma regido caracteristica de ligacdes C-H
e bandas de estiramento de C-O (localizadas na regido entre 1300-1000 cm™) e
também de grupos hidroxila, caracteristicas esperadas nas moléculas de amido
(BARBOSA, 2007; WARREN et al., 2016). Os picos na regido de 670-600 cm™*
também mostram flexdo de grupos OH fora do plano comuns em biomateriais e
0 pico em 3000-2800 cm* mostra estiramento de grupos metilicos e metilénicos,
comuns em estruturas lignocelulésicas (NETO et al., 2013). Também podem ser
mencionados os picos na regido entre 1300-900 cm™* denominada regido de
fingerprint, que também sdo compativeis com o espectro de amido obtido por
Warren et al. (2016).

A interpretacdo exata de espectros no infravermelho para amostras de
amido se torna complexa, ndo sendo, por vezes, possivel extrair informacdes
com exatidao ja que os picos e bandas de absorcao verificados se apresentam
de forma ambigua e pouco definidos, oferecendo mais de uma possibilidade de
interpretacdo (WARREN et al., 2016). Os espectros para as quatro amostras
coincidem na maioria dos picos destacados, porém, ha particularidades entre os
espectros expostos acima, incluindo o obtido por Warren et al. (2016) que sao
dois picos curtos e largos na regido entre 2500-2000 cm™ que aparecem nas
amostras ECPM e ESPM NaClO 6%. Os mesmos sao bem menos pronunciados,
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guase inexistentes nas amostras ESPM e ECPM NaClO 6%, localizados na
mesma regido (2500-2000 cmt), mais especificamente em 2400 cm™ e 2300 cm-
1, Tais picos sdo descritos como indicios de interacdes entre o amido e as
proteinas que podem ocorrer em materiais de origem vegetal, a exemplo das
cascas de mandioca. Esses picos ndo sao observados no espectro de amido
obtido por Warren et al. (2016). Ao serem comparados 0S espectros expostos
acima, podem-se observar caracteristicas muito semelhantes entre as amostras
de extratos nativos e extratos tratados.

Pode-se verificar uma inversdo no que ser refere ao aparecimento de
picos na regido entre 2500-2000 cm™, sendo que esses picos sdo bem menos
pronunciados no espectro para ECPM NaClO 6% em relacdo ao observado para
ESPM NaClO 6%. Vale ressaltar que os picos presentes nessa regiao sao mais
pronunciados na amostra ESPM NaClO 6% do que para as demais amostras
demonstradas anteriormente. Os tratamentos oxidativos em amido comumente
realizados na industria de alimentos, utilizando hipoclorito de sédio (NaClO) ou
peroxido de hidrogénio (H202) modificam a estrutura do amido nativo,
modificando os grupos hidroxila presentes e inserindo grupos funcionais cetona
ou aldeido em tratamentos envolvendo H202, ou ainda grupo funcional acido
carboxilico em tratamentos envolvendo NaClO (PEREIRA, 2014; SOROKIN et
al., 2004). Para os espectros das amostras ESPM NaCIO 6% e ECPM NaCIlO
6%, a presenca de picos formando uma banda de absorcdo na regido de 1700
cm ! também s&o um indicio da insercdo de grupos carboxilicos na estrutura do
amido, conforme esperado no tratamento realizado com NaClO 6%. Os picos
observados na regido de 1300-1000 cm ou 1300-1200 cm%, caracteristicos de
estiramento de C-O, podem ser tomados como confirmacao para os indicios da
insercado de grupos carboxilicos. Podem ser mencionadas as bandas largas,
caracteristicas de OH proveniente de acido carboxilico, presentes na regido
3200-2500 cmt, bem como a banda de absorcéo presente na regido 1820-1630
cm?, caracteristica de estiramento de ligacdes C=0, para a confirmacéo de tais
insergbes, em ambas as amostras tratadas (ECPM NaClO 6% e ESPM NaClO
6%). Mesmo ndo havendo total confirmagdo, é possivel inferir a presenca de
grupos carboxilicos na estrutura de amidos modificados, principalmente para
ESPM NaClO 6% (BARBOSA, 2007; LOPES & FASCIO, 2004; WARREN et al.,
2016).
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5.6 Determinacdo do Perfil de Monossacarideos em Extratos Nativos e

Oxidados por Cromatografia a Gas

As amostras obtidas dos extratos nativos (ESPM e ECPM) bem como as
amostras dos extratos oxidados mediante tratamento com NaClO 6% (ESPM
NaClO 6% e ECPM NaClO 6%) foram submetidas a duas etapas de hidrélise,
sendo a primeira com hidrolise utilizando acido trifluoracético (TFA) e a segunda
com a hidrolise do residuo insolivel em TFA utilizando H2SO4 (para mais
detalhes vide secéo 4.4.3). Tanto as fragOes hidrolisadas com TFA quanto as
hidrolisadas com H2SO4 foram derivatizadas a acetatos de alditéis para analise
por cromatografia a gas. Na Tabela 5.4, estdo dispostos os dados do perfil de
monossacarideos referente as hidrolises com TFA e H2SOa4, além da composi¢cao
total de cada amostra.

Conforme pode ser visualizado na Tabela 5.4, a maior porcentagem molar
paratodas as fracdes analisadas, tanto na hidrélise com TFA quanto no processo
com H2SO4, corresponde a glicose. Nas fragbes ESPM e ECPM, amostras
provenientes de extratos nativos e sem tratamentos oxidativos, a glicose foi o
monossacarideo majoritario em ambos os casos com 94,90% e 93,72% em
hidrolise com TFA, respectivamente. Xilose e galactose aparecem como
constituintes de importancia menor em relacdo a glicose ja que se apresentam
em porcentagens menores, sendo que xilose e glicose foram os detectados em
ambos os processos de hidrélise para todas as fracbes, nativas ou oxidadas.
Vale ressaltar o exposto na secéo 3.2.1 a respeito da presenca de xiloglucanos
como componentes da parede celular de dicotiledéneas, como é o caso da
mandioca, sendo eles ramificacfes de um polissacarideo que tem como cadeia
principal unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas p 1-4 (HAYASHI,
1989; JUNIOR, BRAGA & BUCKERIDGE, 2006).
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Os valores de porcentagem molar encontrados para a glicose
demonstram que esta € proveniente tanto da composicado de polissacarideos
estruturais presentes na casca, a saber o material celulésico presente neste tipo
de material, principalmente como constituinte da parede celular vegetal, sendo a
glicose um dos monossacarideos intrinsecamente envolvidos nessa funcéo
juntamente com arabinose, manose, xilose e galactose (SALVADOR et al.,
2000). Além de sua func&o na composicao da parede celular, a glicose também
€ um carboidrato abundante em produtos ricos em amido ja que é o Unico
componente deste polissacarideo (DENARDIN & DA SILVA, 2008;
NUWAMANYA et al., 2010; ROCHA, DEMIATE & FRANCO, 2008). Adetuniji et
al. (2016), em estudo de caracterizacdo dos efeitos de degradacdo enzimatica
da parede celular da raiz de mandioca juntamente com fermentacao latica,
realizando experimentos de caracterizacao do perfil de monossacarideos por
cromatografia a gas, encontraram um perfil composto por glicose, arabinose,
ramnose, Xxilose e galactose. Também foi encontrada uma composicao
majoritaria de glicose (85%), enquanto monossacarideos como xilose e
galactose foram encontrados em porcentagens bem menores, 3% e 8%,
respectivamente.

Salvador et al. (2000) realizaram um estudo comparativo do perfil de
monossacarideos existente em amostras de batata doce, mandioca e batata
inglesa. Para a bata doce, foi encontrada uma quantidade aproximada de glicose
e xilose, sendo elas 40,2% e 44,9%, respectivamente. Nas amostras de batata
inglesa, foram encontradas principalmente glicose (32,8%), galactose (35,2%)
juntamente com &cido galacturdnico (22%) e, em menores quantidades, foram
detectadas arabinose (5,6%) e xilose (2,2%). Nas amostras de mandioca, a
glicose apareceu como monossacarideo majoritario com a maior porcentagem
(82%) seguida por galactose, xilose, arabinose, manose, ramnose e fucose, em
ordem decrescente de porcentagem, um perfil semelhante ao encontrado neste
trabalho com excecao da presenca de manose, ramnose e fucose que aqui néo
foram detectados. Kajiwara e Maeda (1983) encontraram o mesmo perfil de
monossacarideos em amostras de mandioca, sendo que também encontraram
ramnose, fucose e manose diferentemente do perfil encontrado neste trabalho.

Vale ressaltar que os trabalhos de Salvador et al. (2000) e de Kajiwara e Maeda



65

(1983) foram realizados com a raiz de mandioca na integra e o perfil de
monossacarideos determinado neste trabalho foi referente somente a casca.

Wang et al. (2017) encontraram os mesmos monossacarideos compondo
o perfil de cinco amostras incluindo bagaco de maca, esta com razdes molares
de 4,65% para arabinose, 3,08% para xilose, 0,04% para manose, 3,25% para
glicose e 3,02% para galactose. Em duas das amostras analisadas, a glicose
também foi detectada como componente majoritario do perfil de
monossacarideos determinado. Xilose e glicose, bem como outros
monossacarideos podem ser facilmente obtidos a partir da hidrélise de celulose
e hemicelulose ja que estes sdo polissacarideos primarios e materiais
provenientes de biomassa vegetal (LODI et al., 2017).

Os resultados obtidos por meio das analises em FTIR podem ser
correlacionados aos obtidos por cromatografia a gas (CG). As bandas de
estiramento presentes na regido entre 1300-1000 cm? caracterizam as ligacdes
C-O presentes no amido, um polimero rico em glicose e abundante nas raizes
de mandioca, o que corrobora com o encontrado na analise por CG mostrando
este como principal monossacarideo no perfil (BARBOSA, 2007; WARREN et
al., 2016). O pico existente na regido entre 3000-2800 cm™ é caracteristico de
grupos metilicos e metilénicos comuns em estruturas lignoceluldsicas. Conforme
mencionado anteriormente, xilose, galactose e glicose, detectados no perfil de
monossacarideos determinado, estdo envolvidos na composi¢cdo do material
lignoceluldsico constituinte da parede celular vegetal (ALVES, 2011; NETO et
al., 2013).
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5.7 Elaboracgéo dos Filmes

A partir da obtengao dos extratos (ESPM e ECPM), seguiu-se para a
elaboracao dos filmes. A utilizacéo do glicerol como agente plastificante e agua
destilada como solvente garantiu a formacéao dos filmes. Inicialmente, a faixa de
temperatura para preparacdo dos filmes durante a etapa de aquecimento da
solucéo filmogénica era de 75°C a 85°C de acordo com metodologia proposta na
literatura para filmes elaborados a partir do amido de mandioca (SELIGRA et al.,
2016). Porem, foi verificado que ocorria forte gelatinizacdo do amido, fazendo
com que as solugcbes apresentassem alta viscosidade e, apresentando
problemas na homogeneidade de secagem, que os filmes mostrassem
rachaduras ou superficie irregular. A temperatura de gelatinizacdo do amido de
mandioca estd na faixa de 59°C a 70°C (FENNEMA, 2008). Assim sendo, foi
necessario diminuir a faixa de temperatura de aquecimento da solucao
filmogénica, permitindo que prosseguisse até atingir a temperatura de 75°C. A
circulacdo de ar durante o processo de secagem dos filmes também foi retirada
sendo observado que a rapida secagem aliada aos fatores descritos a respeito
do aquecimento da solucéo contribuiu para a presenca de rachaduras nos filmes,
além da presenca de materiais particulados (Figura 5.3 e Figura 5.4).

Uma das limitagdes no trabalho com extratos provenientes de casca de
mandioca foi o escurecimento dos filmes durante a etapa de aquecimento da
solucéo filmogénica. De acordo com Marques e Maggioni (2010), as cascas de
mandioca apresentam em sua constituicdo 3,7 % de proteina bruta em matéria
seca, 0 que indica a hipétese de que estas proteinas estariam reagindo com
carboidratos na presencga de calor, formando melanoidinas responséaveis pelo
escurecimento num processo denominado reacdo de Maillard (GAVA, 1998). A
presenca de pigmentos naturais das cascas pode ter contribuido para o

escurecimento dos filmes (Figura 5.5).
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Figura 5.3 - Filme elaborado a partir de ESPM Figura 5.4 - Filme elaborado a partir de ECPM
(extrato sem a parte marrom). (extrato com a parte marrom).

Figura 5.5 - Presenca de pigmentos nas cascas de mandioca (M. esculenta).
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5.8 Caracterizacao dos Filmes Produzidos
5.8.1 Caracterizagdo Colorimétrica dos Filmes Nativos e Tratados

Para estes filmes, era esperado um aspecto mais claro comparado aos
filmes de extratos nativos, por isso, também foram realizadas medidas de
coloragéo dos filmes a fim de verificar se o efeito obtido nos tratamentos dos
extratos seria continuado nos filmes. Os resultados da colorimetria dos filmes

estdo apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5: Colorimetria dos filmes nativos e tratados com NaClO e H:0; - 2, 6 e
10% (espaco de cor CIEL*C*h*)

Caracteristica Tipo de Medidas
do Filme Tratamento L* C* h*
FSPM Sem 49,03 +0,08¢ 18,90 + 0,33 1,26 + 0,01¢
FCPM Tratamento 36,91 + 00,71 20,54 + 0,35 1,03 +0°
NaClO 2% 49,12 +0,11¢ 31,12 + 0,08° 1,27 + O°
FSPM NaClO 6% 58,50 + 0,672 25,95 + 0,464 1,40 + 02
NaClO 10% 55,66 + 0,30° 29,63 + 0,40° 1,35+ QP
NaClO 2% 35,42 + 0,03 23,52 +0,15° 0,94 + 09
FCPM NaClO 6% 48,05+ 0,13¢ 38,97 + 0,182 1,14 + 0¢
NaClO 10% 42,26 + 0,58¢ 37,98 + 1,522 1,00 + 0,01f
H.0, 2% 55,67 +1,40° 27,56 + 1,609 1,28 + O°
ESPM H.0, 6% 55,13 +1,36* 31,26 +0,19° 1,29 + 0¢
H.0, 10% 57,73+0,512 31,93 +0,34° 1,36 + QP
H.0, 2% 40,77 £ 0,159 31,58 + 4,01° 0,95 + 0,099
ECPM H.0, 6% 36,40 + 0,34F 35,04 + 1,22° 0,92 + 0,019
H.0, 10% 38,55+ 0,02¢ 32,90+ 0,53¢ 0,90 + 0,019

Valores médios + desvio padréo (n=3).

FSPM: Filme de Amido Sem a Parte Marrom.
FCPM: Filme de Amido Com a Parte Marrom.

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam
diferenca significativa entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significAncia, utilizando-se o
programa computacional Minitab.
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Os efeitos dos tratamentos foram reproduzidos nos filmes, havendo
clareamento dos mesmos. Novamente, conforme era esperado, os filmes
produzidos a partir do extrato FSPM NaClO 6% e FCPM NaClO 6%
apresentaram valores medios de L* de 58,50 e 48,05, respectivamente, 0s
maiores dentre todos os valores estabelecidos para os demais filmes entre
tratados e ndo tratados com agentes oxidantes dentro de cada categoria. Pela
realizacdo do Teste de Tukey, foi verificada diferenca estatistica nos valores a
95% de confianga entre os dois grupos de filmes, para ambos os tratamentos
(NaClO e H20y2).

5.8.2 Obtencéo dos Espectros Para Filmes de Amido

Na Figura 5.6, podem ser vistos 0s espectros para os filmes produzidos a
partir dos extratos tratados com NaClO 6%. Pode ser verificado que os espectros
para os filmes sdo muito semelhantes ao espectro obtido por Warren et al.
(2016), ndo havendo picos na regido de 2500 cm™ e apresentando um grande

pico descendente na regido do fingerprint.
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Figura 5.6: Espectros das amostras dos filmes FSPM, FCPM, FSPM NaCIlO 6% e FCPM
NaClO 6%.
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Pode-se observar que os espectros obtidos para os filmes foram bem
semelhantes aos obtidos para os extratos nativos e tratados e, de igual modo,
semelhantes ao espectro obtido por Warren et al. (2016), porém, existem picos
mais pronunciados, principalmente aqueles compreendidos na regido que
caracteriza o fingerprint, conforme dito anteriormente. As bandas de absorcéo
pronunciadas nas regides entre 1200-1820 cm™? que indicam as alteracbes
guimicas na estrutura ocasionadas pelo tratamento oxidativo podem ser
observadas principalmente nos espectros referentes aos filmes FASPM NaClO
6% e FACPM NaClO 6%, ambos provenientes de extratos tratados. E possivel
observar ainda que os espectros dessas duas amostras coincidem nas bandas
presentes entre 1700-1200 cm?, apresentando um perfil semelhante. As bandas
de absorcdo entre 1630-1820 cm? também foram mais pronunciadas
comparadas aquelas encontradas nos espectros obtidos para os extratos (Figura
4.6).

5.9 Atividade Antimicrobiana dos Filmes Funcionalizados com Oleo de

Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Os filmes produzidos a partir dos extratos oxidados com NaClO 6% foram
funcionalizados com 2 g de 6leo essencial de cravo-da-india (S. aromaticum)
extraido dos botdes florais. Os filmes funcionalizados foram, entdo, submetidos
a teste de atividade antimicrobiana contra trés espécies bacterianas, sendo elas
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes sorotipo 4B e Salmonella
enterica serovar Typhimurium, respectivamente, Gram-positivas e Gram-
negativa. Na Tabela 5.6, estdo dispostos os valores médios dos didametros dos

halos de inibigdo do crescimento microbiano associados aos filmes.



71

Tabela 5.6: Atividade antimicrobiana de filmes funcionalizados com 6leo essencial
de cravo-da-india (S. aromaticum)

Atividade Antimicrobiana dos Filmes

Filme Espécie Bacteriana Halo de inibicéo
(mm)
Staphylococcus aureus 11,00 £ 5,042
FSPM NaClO 6% Listeria monocytogenes 11,80 £ 2,962
Salmonella enterica Typhimurium 11,72 + 0,872
Staphylococcus aureus 9,10 £ 5,502
FCPM NaClO 6% Listeria monocytogenes 3,21 + QP

Salmonella enterica Typhimurium 11,87 + 1,622

Valores médios + desvio padrédo (n=3).

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam
diferenca significativa entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significAncia, utilizando-se o
programa computacional Minitab®.

Foram observados halos de inibic&o para os dois tipos de filmes testados,
sendo que os maiores efeitos de inibicdo do crescimento microbiano foram
observados para o filme FSPM NaClO 6% com halos medindo 11,00 mm, 11,80
mm e 11,72 mm para S. aureus, L. monocytogenes e S. Typhimurium,
respectivamente (Figura 5.7 e Figura 5.8). As espécies bacterianas que
demonstraram maior sensibilidade ao 6leo essencial de cravo-da-india, dentro
do teste com os filmes FASPM NaClO 6%, foram L. monocytogenes e S. enterica
Typhimurium. Song, Zuo e Chen (2018), testando filmes de amido de milho e
trigo funcionalizados com Oleo essencial e surfactante encontraram halos de
inibicdo para S. aureus de 2,40 mm e para Escherichia coli de 2,18 mm. Para os
filmes FCPM NaClO 6%, o efeito de inibi¢cdo foi menor que para o filme do grupo
citado anteriormente, sendo que, para este filme, S. Typhimurium foi o
microrganismo mais sensivel aos efeitos do dleo de cravo e L. monocytogenes
demonstrou menor sensibilidade com halo de 3,21 mm. Rabélo (2010) encontrou
maior suscetibilidade de Salmonella spp. isoladas de alimentos a filmes
polissacaridicos funcionalizados com 0Oleo essencial de cravo-da-india com halo
de inibicdo de 18 mm. Biruel e Nascimento (2012) analisaram a sensibilidade de

Salmonella spp. a trés tipos de antimicrobianos naturais decorrentes do processo
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de fermentacdo do cacau, com o microrganismo demonstrando sensibilidade a

todos os compostos testados.

Figura 5.7: Agao do 6leo essencial no filme FSPM NaClO 6% contra S. Typhimurium
(esquerda) e S. aureus (direita).

Figura 5.8: A¢&o do Oleo essencial no filme FSPM NaClO 6% contra
L. monocytogenes.

Houve diferenca significativa entre FSPM NaCIlO 6% e FACPM NaClO 6%
no que se refere a acdo do 6leo essencial contra L. monocytogenes ja que a
medida do halo de inibicdo para este microrganismo foi menor para este filme
(Figura 4.10). Em estudo testando a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais
de alecrim (Rosamarinus officinalis) e tomilho (Thymus vulgaris) contra este
microrganismo, foi encontrado alta sensibilidade a ambos os 6leos testados
medida em niveis dos efeitos sobre a populagéo de células, sendo que a inibicdo
do crescimento era proporcional ao tempo de exposi¢cédo dos microrganismos aos
Oleos essenciais (GOUVEIA et al., 2016). Em filmes funcionalizados com 6leo

essencial de alho (Allium sativum), o crescimento de L. monocytogenes foi
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inibido de modo eficiente pelo 6leo, com os efeitos sendo medidos pela reducéo
no numero populacional de células em Unidades Formadoras de Col6nias por
grama de oleo (UFC/g) presentes na superficie de produtos carneos embalados
com o filme funcionalizado (SUNG et al, 2014). A sensibilidade de L.
monocytogenes ao 6leo essencial de cravo-da-india foi detectada em estudos
de atividade antimicrobiana juntamente com outros 6leos essenciais (BERALDO
et al., 2013).

Figura 5.9: Comparativo entre as replicatas para o filme FCPM NaClO 6% testado contra
L. monocytogenes.

Os filmes FCPM NaClO 6%, conforme exposto anteriormente, sao filmes
gue apresentam maior variedade de compostos fibrosos e poliméricos do que os
filmes FSPM NaClO 6% devido a presenca dos elementos constituintes da parte
marrom da casca, processados durante as etapas de obtencdo dos extratos e
elaboracao dos filmes. Esses compostos podem promover o aprisionamento dos
compostos ativos do 6leo na microestrutura do filme, comprometendo sua
migracdo e difusdo pelo meio de cultura, fazendo com que a inibicdo do
crescimento microbiano seja ineficiente (QUINTAVALLA & VICINI, 2002).



74

Tabela 5.7: Comparativo entre os controles utilizados - eugenol e 6leo essencial
de cravo-da-india (S. aromaticum).

Controles
Substancia Espécie Bacteriana Halo de Inibicéo
(mm)
Staphylococcus aureus 23,75 + 3,372
Eugenol o
. Listeria monocytogenes *
comercial _ o
Salmonella enterica Typhimurium *
Staphylococcus aureus 19,37 £ 2,682
Oleo de Cravo Listeria monocytogenes *
Salmonella enterica Typhimurium 22,50 + 2,052

Valores médios * desvio padréo (n=4).

*Valores ndo determinados devido a inibicAo total de crescimento na placa para os
antimicrobianos usados. Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os
valores apresentam diferenga significativa entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia,
utilizando-se o programa computacional Minitab®.

N&o houve diferenca significativa entre as medidas dos halos de inibigdo
observados nas duas substancias controle para S. aureus, e, para S. enterica
Typhimurium (Tabela 5.7). Foi observado halo de inibicdo apenas no controle
com Oleo essencial de cravo extraido diretamente dos botdes florais de Syzygium
aromaticum. A auséncia de halo de inibicdo nos casos demonstrados se deu
devido a inibicdo total do crescimento microbiano. Tal resultado pode ter sido
verificado, entre outros fatores, devido a diferencas de difusdo existentes entre
os discos feitos a partir dos filmes e os discos de papel de filtro utilizado nos
experimentos com os controles. O eugenol € o componente majoritario do 6leo
essencial de cravo, sendo esperado que seu efeito inibitério seja maior do que o
do dleo essencial que possui outros componentes como copaeno, cariofileno,
humuleno, acetato de eugenila e o préprio eugenol, sendo este o componente
majoritario com um teor de 52,53 % (ASCENCAO et al., 2013; SEBAALY et al.,
2015).



75

Oleos essenciais que apresentam halo com didametro minimo entre 8 e 10
mm sdo considerados eficientes para testes pelo método de difusdo em disco
(RABELO, 2010). Além disso, a presenca do eugenol na composicéo do 6leo de
cravo faz com que ele seja capaz de interferir na sintese das enzimas
bacterianas, além de provocar danos a parede em sua estrutura. Em estudo
analisando as diferencas entre Gram-positivas e Gram-negativas na
sensibilidade a oOleos essenciais, foi encontrado maior sensibilidade de S.
aureus, cocos Gram-positivos, as substancias testadas, incluindo o 6leo
essencial de cravo-da-india, do que para Escherichia coli que necessitou de
concentracfes mais elevadas para que fosse inibido o seu crescimento uma vez
gue sdo bastonetes Gram-negativos. A explicacao possivel para a diferenca esta
na diferenca estrutural da parede celular entre os dois grupos, sendo que a
existéncia de uma membrana lipopolissacaridica (LPS) presente em Gram-
negativas e ausente em Gram-positivas torna mais seletiva a entrada de
substancias, o que torna E. coli menos sensivel, por exemplo (MATAN et al.,
2006; SILVA et al., 2009). Vale ressaltar que as comparacgdes entre resultados
de estudos anteriores se tornam dificeis devido aos parametros adotados nos
diversos estudos, bem como diferencas entre metodologias. No entanto, podem
existir diferencas mesmo quando as metodologias sdo semelhantes, uma vez
que existem também diferencas em relacdo a sensibilidade de estirpes de um
determinado microrganismo diante de um mesmo antimicrobiano natural (SILVA
et al., 2009).
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5.10 Permeabilidade a Umidade

Os filmes produzidos a partir de dos extratos tratados com hipoclorito de
sédio a 6% foram submetidos aos testes de permeabilidade ao vapor de agua
em dessecadores contendo solucdo saturada de cloreto de sédio e em umidade
relativa de 75% conforme pode ser visto na Figura 5.10 e Figura 5.11. Foram
testados tanto os filmes contendo 2 g de dleo essencial de cravo-da-india quanto
filmes sem o 6leo afim de verificar que alteragdes na permeabilidade dos filmes
sua presenca poderia conferir.

Figura 5.10: Sistemas cépsula/filme formados por filmes FSPM NaClO 6% e FCPM NaClO
6% contendo 2 g de 6leo essencial de cravo-da-india (S. aromaticum).

Figura 5.11: Sistemas capsula/filme formados por filmes FSPM NaClO 6% e FCPM NaCIlO
6% sem o Oleo essencial de cravo-da-india (S. aromaticum).
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Segundo Janjarasskul e Krochta (2010), se comparados a filmes
produzidos a partir de materiais sintéticos, aqueles obtidos a partir de materiais
polissacaridicos podem apresentar elevada permeabilidade ao vapor de agua
devido ao carater hidrofilico dos polissacarideos. Filmes provenientes de
materiais sintéticos podem apresentar valores de PVA entre 0,05
mg.mm/m?.h.kPa e 0,010 mg.mm/m?.h.k.Pa ou ainda 0,012 mg.mm/m?2.s.Pa
(DELASSUS, 1997; NENADALOVA et al., 2016).

Os coeficientes de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes
FSPM NaClO 6% e FCPM NaCIlO 6%, com e sem 0leo essencial de cravo-da-

india, estdo apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8: Espessura e coeficiente de permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
dos filmes desenvolvidos.

Grupo Espessura (mm) PVA (g.mm/m?.h.kPa)
FSPM NaCIO 6%* 0,270 £ 0,062 0,14 + 0,062
FCPM NaClO 6%* 0,236 + 0,022 0,15+ 0,032
FSPM NaClIO 6% 0,206 £ 0,062 0,23 + 0,142
FCPM NaClO 6% 0,207 £ 0,032 0,27 + 0,082

Valores médios + desvio padréo (n=5).

*Filmes contendo 2 g de 6leo essencial de cravo-da-india.

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam
diferenca significativa entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia, utilizando o programa
computacional Minitab.

Conforme indicado pelos dados expostos na Tabela 5.8, ndo houve
diferenca significativa entre os valores obtidos para o coeficiente de
permeabilidade ao vapor de 4gua, mostrando que a insercéo de 6leo essencial
de cravo-da-india na composicdo dos filmes ndo provocou alteragbes nas
propriedades de barreira a umidade dos filmes produzidos. Pode-se observar
gue os valores obtidos para os filmes sem 6leo de cravo foram numericamente
maiores que aqueles filmes aos quais o 6leo foi incorporado. A permeabilidade
de filmes hidrofilicos depende tanto da diferengca de umidade relativa existente
entre o interior do sistema capsula/filme e o ambiente externo a ele quanto da
umidade absoluta em ambos os lados do filme (SLAVUTSKY & BERTUZZI,
2012).
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Slavutsky e Bertuzzi (2016) analisaram a permeabilidade a umidade de
filmes de amido tendo incorporado em sua estrutura uma nanocamada de 0leo
a fim de melhorar as propriedades de barreira, tendo sido testados dois tipos
diferentes de Oleos essenciais, a saber Oleo essencial de limdo e dleo de
sementes de girassol. Os filmes apresentaram maior valor de PVA para o 6leo
de semente de girassol do que para o Oleo essencial de lim&o. Foi observado
um comportamento similar entre os filmes que continham a nanocamada de 6leo
e os filmes que ndo a continham, porém, os valores de PVA para os filmes
acrescidos de 6leo cairam pela metade em relacdo aos anteriores, havendo
também uma relacdo proporcional entre a quantidade de plastificante e a
permeabilidade ja que a substancia utilizada foi o glicerol, um reagente hidrofilico
(SLAVUTSKY & BERTUZZI, 2016). Isto porque o glicerol pode se inserir entre
as cadeias do polimero, promovendo maior mobilidade nestas regides o que
favorece o agrupamento de moléculas de agua na matriz polimérica (BATISTA,
2017).

Filmes de amido por si s6 ndo apresentam boas propriedades de barreira
a umidade devido a presencga de inumeros grupos hidroxila nas cadeias de
amilose e amilopectina conferindo carater altamente hidrofilico (ROMPOTHI et
al., 2017). Rompothi et al. (2017) encontraram valores de PVA para filmes de
amido extraido de brotos de feijao, sem acréscimo de qualquer agente de carater
hidrofébico para melhoramento de propriedades de barreira, de 0,20
mg.mm/m?.h.kPa até 0,46 mg.mm/m?2.h.kPa, valores bem menores comparados
aos filmes FSPM NaClO 6% e FCPM NaClO 6% sem 0leo essencial de cravo-
da-india que apresentaram valores de 0,23 g.mm/m2hkPa e 0,27
g.mm/m?2.h.kPa, respectivamente. Em filmes de amido de mandioca acrescidos
de extrato de alecrim em trés concentracdes diferentes (5, 10 e 20%), ndo houve
diferenca significativa entre os valores de PVA apresentados entre os que
continham o extrato a 5% e aqueles que ndo continham o extrato, porém foi
observada uma relacdo na qual a permeabilidade aumentou a medida que a
concentracdo de extratos nos filmes foi aumentada ja que os filmes com as
maiores concentracdes de extrato testadas (10 e 20%) apresentaram pequenas
rachaduras na microestrutura dos filmes, o que contribuiu para o aumento da
permeabilidade (HERNANDEZ et al., 2017).
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5.11 Propriedades Mecéanicas de Tragcao

Os valores encontrados como resultados dos ensaios mecanicos de
tracdo apresentaram diferencas significativas entre si (p <0,05) para os filmes
com e sem o Oleo essencial de cravo-da-india. Os resultados estao apresentados
na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: Média dos valores da resisténcia a tracao dos filmes.

Grupos Resisténcia a tracéo Alongamento Tenséo
(N/mm?) na Ruptura (%) Maxima (MPa)
FSPM NaClO 6% 8,61x10* + 4,63x104 21,40 + 33,02 0,32+ 0,132
FCPM NaCIO 6% 5,15x10* + 0,89x10“*> 40,24 + 11,382 0,21 + 0,04aP
FSPM NaClO 6%* 4,50x10* + 1,14x10% 32,90 + 14,312 0,17 + 0,04°
FCPM NaClO 6%* 3,66x10* + 1,05x10% 48,01 + 18,772 0,15 + 0,04°

Valores médios + desvio padrédo (n=6).

*Filmes contendo 2 g de 6leo essencial de cravo-da-india.

Médias com letras diferentes em uma mesma coluna indicam que os valores apresentam
diferenca significativa entre si pelo Teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o programa
computacional Minitab.

Os valores determinados pelas analises foram, em geral, inferiores em
relacdo aos encontrados na literatura, ndo sendo observadas diferencas
significativas entre valores de resisténcia a tracdo e tensdo maxima. Vu e
Lumdubwong (2016), por exemplo, analisaram as propriedades mecanicas de
tracao de filmes de amido produzidos utilizando diferentes tipos de plastificantes
tendo determinado o valor de 2,85 MPa para tensdo maxima na ruptura de filmes
de amido produzidos, utilizando glicerol como plastificante. Para o alongamento
na ruptura, o maior valor encontrado foi de 48,01% para os corpos de prova do
grupo FCPM NaClO 6%?*, enquanto no trabalho citado foi determinado um valor
de 18,82%. Vale mencionar que o valor obtido para os corpos de prova do grupo
FCPM NaClO 6%* pode ser explicado pelo conteido de fibras presente na
composicao desses filmes ja que foram produzidos a partir de extratos obtidos
pelo processamento das cascas de mandioca na integra, ou seja, incluindo a
parte marrom. A casca de mandioca tem grande quantidade de fibras, o que
pode conferir ao filme oriundo do extrato integral da casca um carater mais
elastico (MARQUES et al., 2000; MARQUES & MAGGIONI, 2010).
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Luchese, Spada e Tessaro (2017) encontraram valores maiores para
flmes de amido de milho e de mandioca. No parametro tensdo, foram
encontrados 2,9 MPa para filme de amido de milho, 1,6 MPa para filme de
mandioca e no parametro alongamento, 70% para filme de amido de milho e
25% para filme de amido de mandioca. Os valores determinados para 0s corpos
de prova deste trabalho foram, com excecéo do grupo FSPM NaClO 6%, maiores
no parametro alongamento na ruptura do que os descritos pelo trabalho citado.
Porém, para filmes de amido de mandioca, quanto maior for o contetdo de amido
presente no extrato, h4 uma tendéncia no aumento da elasticidade do filme, ou
seja, maiores valores para alongamento na ruptura, e também aumento nos
valores para tensdo. A quantidade de amido também influencia na espessura
dos filmes e na respectiva permeabilidade ao vapor de agua (LUCHESE, SPADA
& TESSARO, 2017).

Pode-se observar pelo exposto na Tabela 5.9 que, no parametro
alongamento na ruptura, o desvio padrao foi alto para todas as amostras. Isso
demonstra que existe heterogeneidade entre as amostras testadas conforme

pode ser visto nas curvas de forca versus deformacgéo expostas na Figura 5.12.
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Figura 5.12: Curvas de forga versus deformacédo das amostras dos filmes: (a) filmes FSPM NaClO
6%; (b) filmes FCPM NaClO 6%; (c) filmes FSPM NaClO 6%*; (d) filmes FCPM NaCIlO 6%*.
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Pode-se observar que as curvas das amostras pertencentes ao grupo
FSPM NaClO 6% representam as diferencas no comportamento dos corpos de
prova entre si, com curvas apresentando picos de forca e com baixo grau de
deformacé&o na ruptura, o que pode ser correlacionado com o exposto na Tabela
5.9, da qual se observa que este mesmo grupo apresentou o menor valor no
pardmetro alongamento na ruptura. O grupo que apresentou maior
homogeneidade no comportamento demonstrado pelas curvas, no parametro
forca, foi o das amostras FCPM NaClO 6%. Porém, os resultados expostos na
Tabela 5.11 mostram que o grupo apresentou o maior valor no parametro
alongamento na ruptura com um desvio padrédo alto, o que demonstra grande
variacdo dos valores individuais em torno da média. Esse comportamento
também pode ser verificado das curvas (Figura 5.12 d) que mostram essas
variacdes nos valores de deformacgéo, variando entre 40 mm e 95 mm.

Pode-se inferir, pelos resultados expostos na Tabela 5.9, que os filmes de
ambos os grupos produzidos a partir do extrato integral da casca de mandioca
(FCPM) apresentaram melhores caracteristicas mecanicas que os demais por
apresentar conteudo mais fibroso, sendo que o grupo de amostras que
continham o 6leo essencial de cravo-da-india (FCPM NaClO 6%*) apresentaram
maior valor de alongamento, o que permite inferir que o 6leo pode interferir nas
propriedades mecénicas dos filmes. No entanto, a variabilidade, que pode ser
observada tanto pelos dados estatisticos apresentados quanto pelos dados
graficos demonstrados na Figura 5.12, mostra uma dificuldade de padronizacéo
no processo de produc¢éo dos corpos de prova que pode estar ligada a diferencas
no grau de gelatinizacdo do amido durante o processo de aquecimento da
solucéo filmogénica em cada batelada experimental realizada, o que interfere na
composicdo estrutural dos filmes e, por consequéncia, influencia em suas

propriedades mecanicas.



82

6 CONCLUSAO

A utilizacdo de cascas de mandioca, residuo da producéo, beneficiamento
e comercializacdo das raizes pode ser empregada para sua conversdo em
produtos de valor agregado e de cunho tecnoloégico como a producdo de
polimeros e consequentemente de filmes a base de materiais naturais e
potencialmente biodegradaveis, uma alternativa ao seu destino comum, a saber,
a alimentacdo animal. A formacéo dos filmes a partir de extratos amilaceos

obtidos a partir do processamento das cascas de mandioca foi alcancada.

Entre os dois tipos de tratamentos quimicos realizados, tanto o tratamento
com hipoclorito de sédio (NaClO) quanto com peréxido de hidrogénio, ambos na
concentracdo de 6%, apresentaram mais eficiéncia no clareamento dos extratos.
No entanto, o tratamento com NaClO 6% foi priorizado ja que este antioxidante
€ comumente utilizado na industria, sendo que as amostras ESPM, provenientes
das cascas das quais a parte marrom foi removida, apresentaram melhores
resultados do que as amostras ECPM conforme demonstrado pelos resultados
de colorimetria obtidos, algo desejavel na producao de filmes de biopolimeros.
O mesmo foi encontrado na realizacdo das analises colorimétricas nos filmes
produzidos a partir dos extratos tratados.

O d6leo essencial de cravo-da-india apresentou boas condi¢cdes de
incorporacdo aos filmes, mostrando atividade antimicrobiana contra o0s
microrganismos testados a partir da utilizacdo de 2 g do 6leo. Nao houve
diferenca significativa entre os didmetros dos halos de inibicdo observados para
os filmes FSPM NaClO 6% e FCPM NaClO 6% em relagédo a S. aureus e S.
Typhimurium, exceto para o microrganismo L. monocytogenes que foi menos
sensivel ao efeito do 6leo nos testes com os filmes FCPM NaClO 6%. Os
resultados obtidos, porém, ndo estdo distantes daqueles encontrados na
literatura para atividade antimicrobiana de filmes de amido funcionalizados com

antimicrobianos naturais.
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Para as propriedades de permeabilidade ao vapor de agua e propriedades
mecanicas de tracdo, é necessario maior estudo de alternativas para o
melhoramento das mesmas, ja que os resultados obtidos foram, de modo geral,
inferiores aos disponiveis na literatura, o que demonstra uma caracteristica
indesejavel se os filmes tiverem como destino final a aplicagdo em embalagens
utilizadas na industria de alimentos.

Sao necessarios, ainda, maiores estudos como, por exemplo, verificar e
quantificar da capacidade de migracdo do 6leo, determinando que efeitos sua
incorporagao pode exercer sobre o produto contido numa embalagem formada
a partir dos filmes em questdo e que alteracdes desejaveis ou ndo podem ser
exercidas sobre as propriedades sensoriais do mesmo, o que pode restringir seu
campo de utilizacdo como embalagem ativa na industria de alimentos. Vale
mencionar a realizacdo dos mesmos estudos aqui descritos em filmes
produzidos a partir de extratos tratados com H202 6%, como método de oxidacéo
alternativo em relacéo ao NaClO, afim de verificar as propriedades de tais filmes
ja que o tratamento oxidativo apresentou resultados promissores no clareamento

dos extratos.
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