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RESUMO

Biofilmes comestiveis sdo alternativas seguras e ecoldgicas as embalagens
convencionais de plastico oriundo do petréleo, que podem aumentar a durabilidade dos
alimentos de maneira eficiente. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi produzir biofilmes
de polimeros naturais como amido extraido de cara-roxo, alginato de sédio e timol,
caracteriza-los e aplica-los como revestimento de macds e morangos para prolongar sua
conservacao e manter suas caracteristicas organolépticas desejaveis. O amido de cara-roxo foi
extraido com sucesso e, assim como o alginato de sodio, foi submetido ao processo de
geleificacdo gerando solucGes-mée com e sem timol que foram depositadas em placas de Petri
e ao secar formaram os biofilmes, processo conhecido como casting. Essas amostras foram
caracterizadas através de teor de umidade, solubilidade em agua e etanol, microscopia
eletrénica de varredura (MEV), espessura, permeabilidade de vapor d’agua (PVA), opacidade,
colorimetria, espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
termogravimetria (TG). Ja as frutas passaram por um recobrimento com essas solugdes e
ficaram sendo acompanhadas atraves da perda de peso e mudanca de aspecto visual. Os teores
de umidade e solubilidade em agua se apresentaram dentro do esperado para os biofilmes
produzidos com o objetivo visado. Os resultados da solubilidade em alcool indicam uma nova
linha de pesquisa partindo de estudos de digestibilidade mais completos. Foi possivel medir a
espessura micrométrica dos biofilmes através das imagens de MEV, que também permitiram a
observagdo da sua morfologia e como a aplicacdo de ultradispersdo pode ter contribuido para
uma textura porosa e com superficie irregular dos biofilmes. Os resultados também indicam
que o timol pode ter contribuido para o aumento da PVA. As analises das propriedades
Opticas mostraram que os biofilmes foram transparentes sem nenhum tipo de tendéncia de cor
e a adicdo do timol ndo interferiu na opacidade. O FTIR indicou os principais grupos
vibracionais dos materiais utilizados, e mostrou que o timol ndo mudou a composi¢do dos
biofilmes. Através das analises térmicas foi possivel observar que os biofilmes tiveram
estabilidade térmica maior do que os materiais isolados. Considerando que ndo houve grandes
diferencas na performance das amostras, elegeu-se a amostra AC-Br como a mais rentavel e
de facil producdo como um material ecoldgico que contribui para a conservacdo de alimentos

e que nao oferece riscos a satde humana.

Palavras-chave: biofilmes comestiveis, conservacdo de alimentos, polimeros,

biodegradabilidade.



ABSTRACT

Edible biofilms are safe and ecological alternatives to conventional petroleum-based
plastic packaging, which can efficiently increase food shelf life. Therefore, the objective of
this work was to produce biofilms of natural polymers such as starch extracted from yams,
sodium alginate and thymol, characterize them and apply them as a coating for apples and
strawberries to prolong their conservation and maintain their desirable organoleptic
characteristics. The purple yam starch was successfully extracted and, like the sodium
alginate, it was subjected to the gelation process, generating stock solutions with and without
thymol that were deposited in Petri dishes and, when dried, formed biofilms, a process known
as casting. These samples were characterized by moisture content, solubility in water and
ethanol, scanning electron microscopy (SEM), thickness, water vapor permeability (WVP),
opacity, colorimetry, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and thermogravimetry
(TG). The fruits, on the other hand, underwent a coating with these solutions and were
monitored through weight loss and change in visual appearance. The moisture content and
solubility in water were within the expected range for the biofilms produced with the intended
purpose. The solubility results in alcohol indicate a new line of research based on more
complete digestibility studies. It was possible to measure the micrometric thickness of the
biofilms through SEM images, which also allowed the observation of their morphology and
how the application of ultradispersion may have contributed to a porous texture and an
irregular surface of the biofilms. The results also indicate that thymol may have contributed to
the increase in PVA. The analyzes of the optical properties showed that the biofilms were
transparent without any type of color trend and the addition of thymol did not interfere with
the opacity. The FTIR indicated the main vibrational groups of the materials used, and
showed that thymol did not change the composition of the biofilms. Through the thermal
analysis it was possible to observe that the biofilms had greater thermal stability than the
isolated materials. Considering that there were no major differences in the performance of the
samples, the AC-Br sample was chosen as the most profitable and easy to produce as an
ecological material that contributes to the preservation of food and does not pose risks to

human health.

Keywords: edible films, food preservation, polymers, biodegradability.
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1. INTRODUCAO

O cara-roxo é uma espécie de tubérculo amazoénico bastante consumida na culinaria
local, com diversas variedades, rico em amido e antocianinas. O amido é o segundo
biopolimero mais abundante na natureza, atrds apenas da celulose, facilmente encontrado
comercialmente de origens mais convencionais, como milho e mandioca, e mais raramente
encontrado de fontes ndo-convencionais, como das diferentes espécies de card e outras
PANCs, bambus, casca de banana etc. E um bastante material versatil que tem deixado de
estar presente apenas como ingrediente alimentar para também ser explorado como biofilmes
para embalagens e revestimentos de alimentos, assim como o alginato (polimero proveniente
de algas marinhas, atdxico e ja bastante utilizado nas industrias farmacéutica e alimenticia)

ambos carboidratos comestiveis e com propriedades de plastificacdo (1-3)

Embalagens n&o-biodegradaveis sdo responsaveis por grande parte da poluicéo
mundial. Muitas sdo de uso Unico, feitas de derivados de petréleo e demoram de décadas a
séculos para se decomporem totalmente, oferecendo riscos a satde e ao equilibrio ambiental.
Os consumidores tém demandado mais qualidade, seguranca e responsabilidade ambiental
com alimentos, outros produtos e tecnologias em geral. Devido a essa preocupa¢do com 0
meio ambiente, a necessidade de alternativas ecologicas as opc¢des convencionais de
embalagens tem feito crescer a pesquisa e o desenvolvimento de opc¢des biodegradaveis para
reduzir os niveis de poluicdo do meio ambiente, dentre elas os biofilmes de amido e
compositos. Observa-se que os biofilmes de amido ndo apresentam todas as caracteristicas
desejadas, sendo assim, a combinagdo com outros materiais pode trazer beneficios ao seu

desempenho (4).

E ainda, a incorporacéo de bioativos pode elevar a qualidade desses biofilmes, atuando
como conservantes e nutracéuticos. Sao geralmente 6leos essenciais (OE) e seus componentes
isolados ou outros tipos de extratos vegetais (5). O timol é uma substancia presente em
diversos OE e ja € utilizado comercialmente na sua forma sintética por possuir diversas
bioatividade (3,4). Alguns biofilmes de alginato ou amido com timol ja foram produzidos,
mas sua combinacdo utilizando o amido de uma fonte ndo-convencional ainda néo foi testada.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi produzir biofilmes compositos de amido de cara-
roxo com alginato de sodio e timol para utilizacdo como revestimento comestivel de macé e

morango.
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2. OBJETIVOS

Produzir biofilmes comestiveis de amido extraido de cara-roxo e alginato de sodio
enriquecidos com timol visando sua aplicacdo como revestimentos biodegradaveis de macé e

morango.

2.1 Objetivos Especificos:

e Caracterizar o amido do cara-roxo através do seu rendimento e morfologia dos
granulos através de MEV;

e Produzir biofilmes comestiveis e biodegradaveis a partir de amido extraido de cara-
roxo e alginato de sédio com timol através da técnica de casting;

e Quantificar os teores de umidade, solubilidade em agua e em etanol dos biofilmes;

e Medir a espessura dos biofilmes e analisar suas morfologias através de MEV;

e Estimar a permeabilidade de vapor de agua das amostras;

e Mensurar suas caracteristicas Opticas, como opacidade e cor, através de UV-vis e
colorimetro;

e Auvaliar possiveis mudancas fisico-quimicas atraves do FTIR;

e Analisar o perfil comportamental térmico dos materiais de origem e dos biofilmes
atraves de TG;

e Auvaliar a qualidade de amostras de macd e morango revestidos com os biofilmes

através do acompanhamento da perda de peso e caracteristicas visuais.

13



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caréa-roxo

O cara-roxo [Dioscorea trifida L.f. (Dioscoreaceae)], apresentado na Figura 1, é uma
planta tuberosa com parte aérea herbacea e trepadeira nativa da Amazoénia. Possui tubérculos
roxos devido a alta concentracdo de antocianinas, mas também brancos ou amarelos em outras
variedades. E bastante consumida cozida pela populagio amazonense (ndo antes disso, pois a
mucilagem do cara-roxo cru causa irritacdo na pele), em forma de puré ou farinha para
preparo de pées e bolos. A demanda de cara-roxo é atendida pelos produtores locais, com
48% proveniente do municipio de Caapiranga-AM (1,2). E dificil encontrar informacdes
sobre o cultivo e nimeros de producdo comercial do card-roxo pois estes valores ndo sdo
tabelados e/ou divulgados, informacGes estas que poderiam ser Uteis para 0s proprios
produtores que poderiam otimizar sua producdo e elevar o potencial econémico que o cara-

roXO0 carrega.

Figura 1: Tubérculos de cara-roxo (Dioscorea trifida L.f)

O género Dioscorea € o principal da familia, abrangendo cerca de 50 % das espécies
de Dioscoreaceae, familia encontrada nos trépicos e subtropicos (6). Muitos amidos de
diferentes espécies do género Dioscorea ja foram caracterizados cientificamente (6,7) e
inclusive usados para producdo de biofilmes, porém raramente sdo encontrados de forma
comercial (8) e considerando regides de dificil acesso, como o norte do Brasil, fontes locais
de amido podem se mostrar boas alternativas as opc¢des convencionais e industriais (milho,
mandioca e batata), que por vezes podem ter o custo elevado devido ao seu transporte e a
variacdo de precos que eles proprios podem ter enquanto commodites. O milho detém a maior

14



producéo mundial de amido (65 a 73%), seguido da mandioca (11 a 14%), trigo (8%) e batata
(4%) (6,9,10).

3.2 Amido

O amido é um polimero natural semicristalino proveniente de diferentes origens como
tubérculos, rizomas, sementes/cereais, gramineas, frutas e colmos (3), e € composto por duas
unidades de glicose denominadas amilose e amilopectina, cuja proporcao entre elas varia de
acordo com a fonte. E um material naturalmente abundante, atoxico, com facilidade de
extracdo, biodegradabilidade e baixo custo (11). Se tratando do género Dioscorea, 0 amido
compde de 20 a 60% da massa da maioria das suas espécies (7). A Tabela 1 lista algumas

espécies de Dioscorea cujo foram extraidos os amidos para caracterizacdo e pesquisa.

Tabela 1: Fontes de amido de diferentes espécies do género Dioscorea.

Espécie Pais Objetivo REF
D. trifida Brasil Caracterizacéo, biofilme 8)
D. rotundata Nigéria Caracterizacéo (12)
D. opposita China Caracterizacéo (7)
D. alata
D. niponica
D. bulbifera
D. septemloba
D. hispida Indonésia Biofilme antimicrobiano (13)
D. pyrifolia Malasia Caracterizacéo (6)
D. opposita China Caracterizacéo (14)
D. alata Indonésia Caracterizacédo de diferentes cultivares (15)
D. alata Colémbia Propriedades organolépticas no iogurte (16)
D. rotundata
D. trifida Venezuela Caracterizagéo e digestibilidade @17

As propriedades fisico-quimicas almejadas dos amidos para aplicacdes alimenticias e
ndo-alimenticias sdo principalmente gelatinizacdo, aglutinacdo, solubilidade, absorcdo e
comportamento reol6gico. Essas propriedades estdo correlacionadas aos teores de amilose e

amilopectina que variam de acordo com espécie e idade planta (3), formato e distribui¢do de
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tamanho dos granulos, estrutura molecular e origem do amido. Diferentes arranjos e
proporcdes da amilose amilopectina geram diferentes comportamentos de gelatinizacdo e

comportamento reologico (7).
3.2.1 Fontes nao-convencionais de amido

E compreensivel a utilizacdo de uma fonte padrdo de amido no mundo (geralmente o
milho), pois otimiza processos industriais, padroniza a qualidade e o rendimento do produto e
fortalece a agricultura de larga escala, mas justamente por esse Gltimo motivo isso pode ser
um problema pois reforca 0 uso de transgénicos e agrotdxicos comumente usados na
agricultura convencional que estd atrelada a poluicdo do meio ambiente, desmatamento,
invasdo de terra indigenas, extingdo de espécies, contaminacdo da populacdo, aumento da
resisténcia de pragas e doencas, aumento dos casos de céancer, deformidades e natimortos,
entre outros problemas que esse modelo de agricultura carrega. Sendo assim, a exploragéo da
producdo de amido de fontes diversas oferece ao mercado uma variabilidade de produtos
maior, fortalece pequenos e médios produtores, refor¢a o consumo cultural e tradicional sobre
espécies locais, fortalece a agricultura agroecoldgica e fornece a pesquisa e a inddstria novas
possibilidades de materiais e solugdes para 0s problemas que a sociedade possui ou pode vir a
possuir no caso de uma crise no sistema de producdo que se confia em poucas fontes de

recurso (3).

Aumentar a quantidade de publicacdes sobre fontes ndo-convencionais de amido
adicionam valor a esses materiais, criando meios de facilitar sua escala de producéo (3).
Diversos trabalhos exploram fontes alternativas de amido. Os trabalhos dos autores Kinupp,
V. F.; Lorenzi, H., 2014 (18) e Tagliapietra et al., 2021 (3) apresentam diversas espécies
como potenciais fontes de amido e comida, por exemplo: proveniente de frutas como jaca,
manga, banana verde, pupunha; tubérculos: mandioquinha, araruta, arid, inhames, gengibre;
sementes: l6tus, urucum e abacate; cereais: ervilha, fava, feijdo, quinoa e sorgo; e colmo de
bambus (3,19,20)

3.2.2 AplicagOes do amido

O amido ¢é o segundo polimero natural mais abundante na natureza, atrds apenas da
celulose e € um material j& bastante explorado na pesquisa e nas industrias. Esta presente na
producdo de papel, pléstico, adesivos, tecidos, bebidas, remédios e biotecnologia (6).
Recentemente, com 0 avango da nanotecnologia, as pesquisas tém reavaliado as propriedades

dos materiais em sua escala nano, uma vez que podem apresentar propriedades elétricas,
16



térmicas, mecanicas e Opticas totalmente diferentes, como nanocompositos e
nanoencapsulacdo. Uma das areas de concentracdo da pesquisa cientifica com amido sdo os
biofilmes direcionados para diversas aplicagdes (21). Mas apesar da alta quantidade de
pesquisa nessa area, encontrar comercialmente produtos a base de amido propostos nas
pesquisas (curativos, carreadores de bioativos cosméticos e medicinais, sacolas descartaveis
biodegradaveis, embalagens e revestimentos de alimentos etc.) é mais raro e quando se

encontra vém de origens de baixo financiamento como a startup “Ja Fui Mandioca”.

3.3 Alginato

O alginato é um biopolimero extraido de algas marinhas marrons ou de bactérias
Azotobacter sp. e Pseudomona sp. composto por unidades alternantes de acido a-L-
gulurénico e acido B-D-manurénico. Sua estrutura esta apresentada na Figura 2. A sequéncia
das unidades monoméricas e peso molecular depende da sua origem (22,23). E
comercializado na forma de sal do 4cido alginico (alginato de sddio) e na presenca de cations
polivalentes, como o célcio, torna-se insoltvel em &gua devido a formacdo de uma estrutura
feita de ligacdes cruzadas, passando a ser chamado de alginato de calcio (24). E um material
comestivel, biodegradavel, biocompativel, atdxico, possui 6tima capacidade de formacdo de
filme e baixo custo e por isso tem sido utilizado em diversas areas da medicina, cosmética e
alimentos, como para estabilizantes, geleificantes e biofilmes comestiveis que substituem as

embalagens de alimentos (4,25).

Figura 2: Estrutura do alginato de sdédio composta pelos acidos p-D-manurénico (M) e a-L-gulurénico(23)
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E um material seguro para usos alimenticios e medicinais. O alginato de sodio tem
sido continuamente utilizado em produtos para cicatrizagdo devido a sua capacidade de
protecdo e hidratacdo, fornecendo oxigénio e agua para as células, o que auxilia na

regeneracdo de tecidos (26). Mesmo sendo usado comercialmente como curativo, o alginato
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sozinho possui baixa resisténcia mecanica e ndo possui atividade antioxidante e

antimicrobiana (25).
3.4 Biofilmes

A demanda e o consumo de materiais ecologicamente sustentaveis crescem cada vez
mais, substituindo as embalagens tradicionais que geram toneladas de poluicdo anualmente
devido a falta de reciclagem e coleta seletiva, e possuem origem em recurso féssil ndo
renovavel (13). A producdo global de plastico chegou a 348 milhdes de toneladas em 2017.
Plastico confere de 60 a 95% dos dejetos marinhos e se desfazem em microplasticos dificeis

de serem captados e que entram na cadeia alimentar (27).

Os biofilmes sdo materiais biodegradaveis, comestiveis e nao-toxicos, com
propriedades equivalentes, ou até superiores aos diferentes tipos de polimeros convencionais.
Sdo produzidos a partir de polimeros naturais como polissacarideos (amido, alginato,
celulose, quitosana) e proteinas (gelatina, zeina, WPI ou WPC) (8-10,24,25,28,29).

Eles sdo capazes de manter a firmeza de alimentos vegetais, reduzir sua perda de
massa e umidade, manter suas boas caracteristicas organolépticas, retardar o crescimento
microbiano, diminuir a troca de gases e consequentemente, aumentar sua durabilidade
(13,24). Para promover essas acdes no alimento, o material utilizado deve possuir algumas
caracteristicas como: ter boa tendéncia a formacdo de filme; ter baixo custo; ter resisténcia
mecanica e térmica; resisténcia manipulavel a &gua; ser biocompativel, ndo toxico e
comestivel; ndo alterar significativamente o aspecto visual do alimento; ndo alterar suas
propriedades organolépticas; ser abundante na natureza e de fonte renovavel; ser facil de

manipular; ser escalonavel para industria; e de preferéncia ser capaz de carrear bioativos (30).

Alguns exemplos do uso de biofilmes para revestimento de alimentos séo: biofilmes
de amido+alginato em pimentdo-verde (31); alginato em melancia cortada (32); alginato+gel
de Aloe vera e 6leo essencial de alho em tomates (24); alginato em maca cortada (25),
alginato e nanoparticulas em cenoura cortada (8), alginato com 0leo de orégano em melao
cortado (33), (34) quitosana com proteina de quinoa e nanoemulsdes de timol para tomates-

cereja (35), amido de mandioca em morangos entre outros.

N&o apenas para embalagens de alimentos, a tecnologia de producdo biofilmes
também pode ser direcionada para outras areas de conhecimento como tratamento de doencas

dérmicas, biossensores e potencializadores de ativos cosméticos (36,37).

18



3.4.1 Biofilmes de amido e/ou alginato

Como ja explicado, o amido nativo ou modificado pode ser transformado em material
termopléastico através da presenca de um plastificante juntamente com a aplicacdo de energia
termomecanica, que depois da retirada de umidade se transformam nos biofilmes. O amido
ndo é solivel em &gua em temperatura ambiente, mas 0 aumento da temperatura faz relaxar a
regido cristalina, ou seja, 0 espagamento intramolecular aumenta, o que aumenta a interacao
do amido com a agua (11). Entretanto, apesar da baixa solubilidade em agua, os biofilmes sdo
altamente hidrofilicos, o que evidencia seu potencial de absorcdo, permeabilidade de vapor
d’agua e baixa resisténcia mecénica. Esses obstaculos podem ser superados através da
insercdo de um plastificante, como sorbitol, polietilenoglicol ou glicerol, tratamento fisico-
quimico ou combinagdo com outros polimeros ou nanoparticulas (38,39). Trabalhos prévios
elucidaram que a capacidade de formacdo de biofilme se deve a amilose, componente com
cadeias lineares que formam as regides cristalinas do amido. Quanto maior o teor de amilose,
mais rigido e forte é o biofilme formado e menos soltvel (9). Porém, biofilmes de amido
podem vir a ficarem frageis e quebradicos, por isso a necessidade de plastificantes para torna-

los maleaveis e manipulaveis (10).

Geralmente, apenas um material a formar o filme ndo gera as caracteristicas ideais
para atuar como embalagem de alimentos. Sendo assim, a combinacdo de dois ou mais
materiais formam matrizes poliméricas com propriedades melhores do que com eles sozinhos
e a maioria das pesquisas tém se baseado nas diversas possibilidades de combinagdes entre
carboidratos, proteinas, lipideos, fibras e polimeros sintéticos (4,10,27,40) Assim com 0
amido, o alginato sozinho também produz bons biofilmes, porém com alguns empecilhos
como hidrofilicidade, alta permeabilidade, baixa protecdo antimicrobiana e propriedades

mecanicas ruins (24).

Com a quantidade de informacdes geradas nas pesquisas de biofilmes, ja se pode
prever alguns comportamentos dos biofilmes baseados nos materiais com os quais eles sao
combinados. A adi¢do de glicerol enfraquece a ligagdo de hidrogénio da amilose; a adigdo de
nanocelulose e quitosana torna mais resistente mecanicamente; gelatina e alginato aumentam
a PVA, solubilidade e transparéncia; &cido citrico age como crosslinking, diminui a PVA e a

degradacéo e confere acéo antibacteriana (21) entre outros.
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A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos de biofilmes de amido e/ou alginato, os

materiais usados em combinacgdo, a presenca ou ndao de bioativos e indica a aplicabilidade

estudada no trabalho.

Tabela 2: Trabalhos que produziram biofilmes de amido ou alginato

Fonte Compdsito Bioativo Objetivo REF
Batata- - Caracterizacédo (28)
doce
Cara-roxo Quitosana - EA (8)
Milho P6 da casca de Caracterizacéo (11)

laranja
D. hispida Quitosana OE capim-liméo EA (13)
Milho - Timol Caracterizacéo 9)
Milho Nanocelulose Timol Caracterizacédo (10)
Pinhédo - Farinha de EA (39)
jabuticaba

Acafréo - Curcuminas Biofilmes (41)
Batata- Timol Biofilmes (42)
doce

Alginato Gel de Aloe vera OE de alho R.A. em tomates (24)
Alginato Timol E.A. de maca cortada (25)
Alginato Goma tragacanto Gel de Aloe vera Caracterizacédo 4
Alginato Oleo de tomilho R.A. antimicrobianoem  (33)

mel&o cortado
Alginato R.A. de melancia cortada  (32)
Alginato Amido e celulose R.A. de pimentdo-verde  (31)
microscristalina
Alginato NP de prata- R.A. de cenoura cortada  (43)
montmorillonita

Alginato OE de Caracterizacdo e (44)

tomilho/capim-

santo/salvia

antimicrobiano
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N&o s6 a combinacdo de dois ou mais materiais podem melhorar o desempenho dos
biofilmes, mas a incorporacdo de bioativos também (Gleos essenciais, antioxidantes,
antimicrobianos, repelentes e barreiras a luz UV), o que tem levado a pesquisa e 0
desenvolvimento desses biofilmes a um novo patamar, expandindo suas funcionalidades
como embalagens de alimentos (9). Istiqgomah et al., 2022 (13) explica que a inser¢do de OE
em biofilmes além de conferirem as acbes citadas também atua como plastificante
(crosslinking) na matriz polimérica. Muitos trabalhos j& inserem conservantes sintéticos
(benzoato de sddio, nitrato de sodio) e antioxidantes sintéticos (beta hydroxyacid, butylated
hydroxytoluene) (13).

Esses ativos, apesar de potencializarem a a¢do dos biofilmes ou de outras formas de
encapsulantes, sdo geralmente substancias volateis e susceptiveis a luz, temperatura, reacoes
oxidativas, atividade enzimatica, processos quimicos de digestdo, entre outros. Logo, sua
encapsulacdo ou associacao a matrizes poliméricas 0s protegem por mais tempo, aumentando

sua biodisponibilidade e enriquecendo a a¢éo dos biofilmes (45).

3.5 Timol

O timol (2-isopropil-5-metilfenol), cuja estrutura esta apresentada na Figura 3, € um
composto isdbmero do carvacrol, volatil e ja bastante conhecido pela presenca abundante em
6leos essenciais de orégano, tomilho e erva-do-marajo e outras espécies dos géneros Thymus,
Ocimum, Origanum, Satureja, Thymbra e Monarda (Lamiaceae). E classificado pela Food
and Drug Administration (FDA) como generally recognized as safe (GRAS) e devido a essa
seguranca, tem sido bastante explorado nas industrias medicinal, cosmética e alimenticia

(10,46,47). Estudos realizados em camundongos, coelhos e cachorros mostraram que a maior

Figura 3: Estruturas do timol e seu isbmero carvacrol

OH
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Timol Carvacrol
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parte do timol ingerida ja havia sido eliminada nas primeiras 6 h, e o restante em torno de 24

h, sem aparicao de efeitos colaterais negativos (47).

Quando puro, é uma substancia cristalina com odor e sabor intensos, e assim como
o0leos essenciais, é altamente volatil e oxidavel quando exposto ao ar e a luz, hidrofébico, mas

solivel em etanol e outros solventes organicos (30).

Como citado anteriormente, o timol apresenta atividades antioxidantes (radical
scavenging activity DPPH) (25) (cupric ion reducing antioxidante capacity CUPRAC), (ferric
reducing antioxidante potential FRAP) (46—48), devido a presenca do grupo hidroxila em sua
estrutura, capaz de absorver e neutralizar radicais livres (48); anti-inflamatoria, reduzindo
edemas (46) antimicrobianas (fungos, protozoarios e bactérias se ligando as proteinas
bacterianas e dando origem a desintegracdo e permeabilidade da membrana celular) (49), e
antimacrobianas (insetos e 4caros). E reportado também como antimutagénico,
anticonvulsionante, analgésico, cicatrizante, digestivo e radioprotetor (47). O estudo do uso
do timol nos meios agricolas e veterinarios tem se tornado cada vez mais comum, como
carrapaticida para bovinos (50), equinos (51) e cachorros domesticos (52); como anti-

helmintico em ovinos (53,54); e para tratar coccidiosis (protozoario) em aves (55,56).

As caracteristicas do timol citadas anteriormente o tornam o candidato perfeito para
micro/nanoencapsulacdo e incorporacdo em matrizes poliméricas a fim de torna-lo
biodisponivel por mais tempo, com maior controle da dosagem, com especificacdo dos sitios
de atuacéo, aperfeicoando sua bioatividade e diversificando suas possibilidades de aplicacfes
(36). Se tratando de biofilmes comestiveis para embalagens de alimentos, o timol pode atuar
como plastificante do biofilme tornando-o menos sollvel e pode contribuir com uma barreira
antimicrobiana e a luz ultravioleta que causam degradacdo, ajudando a conservar o alimento

por mais tempo e ainda servindo como nutracéutico, sem trazer perigo a saide humana (10).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os tubérculos de cara-roxo foram obtidos no comercio local no més de maio de 2022,
fim do periodo chuvoso. Alginato de sodio P.A. (Dinamica, Lote: 106616); Glicerina P.A. —
ACS (Dinamica, Lote: 109948); Tween80 (Synth, Lote: 194605); Timol (Synth, Lote:
248552); Clorito de sodio (Sigma-Aldrich, Lote: MKBX4964V); Alcool Etilico Absoluto
P.A. — ACS (Dinamica, Lote: 106988); Cloreto de sddio P.A. — ACS (Dinamica, Lote:
95982).

4.2 Extragdo de amido

Para o estudo do amido em sua forma nativa, os tubérculos foram descascados,
pesados (4,5 Kg), lavados em solucdo de hipoclorito de sodio 0,1% por 10 min e
posteriormente com agua corrente e triturados com agua destilada diversas vezes para que a
agua lixiviasse o amido junto com ela. A agua extraida do processo foi posta para decantagédo
do amido e sua separacdo da mucilagem por diversos dias sob refrigeracdo, com troca diaria
da agua destilada sobrenadante. Observado o amido limpido, este foi posto em bandejas na
estufa a 45°C até sua completa secagem. Depois a massa de amido foi moida em almofariz e
peneirada para homogeneizacdo dos granulos e retirada de possiveis impurezas (3,8,12). Este

passo a passo esta demonstrado na Figura 4 a seguir:

Figura 4: Etapas da extracdo do amido do card-roxo

Etapas: a) descasque e limpeza; b) trituragdo com agua destilada; c) filtragem; d) decantacdo do amido e retirada

da mucilagem; e) secagem; f) amido extraido.
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4.3 Producéo dos biofilmes

O amido de cara-roxo ou o alginato de sddio ou ambos e 2g de glicerol foram vertidos
em 90 mL de agua e aquecidos por 20 ou 30 min para gelatinizagdo da solucdo. As amostras
AS-Br e AS foram aquecidas até 60° C e as amostras AC-Br, AC, AC-AS-Br e AC-AS até
80° C (essa temperatura foi escolhida baseada na temperatura de gelatinizacdo encontrada em
outros trabalhos (6,15). Passado esse tempo, a solucdo foi resfriada a 35°C. 100 mg de timol
foram solubilizados no Tween80 e depois suspendidos em 10 mL de agua. Essa emulsdo foi
vertida na solucdo do material de parede sob agitacdo no ultradispersor Turrax a 15.000 rpm
para encapsulacdo do timol por 30 s. Para as amostras Branco (sem timol), apenas o Tween80
foi solubilizado na agua e identificadas como AC-Br, AS-Br e AC-AS-Br e as amostras com
timol s&o as respectivas AC, AS e AC-AS.

Em seguida, 20 mL das sinteses foram depositados em placas de Petri de 14,5 cm de
didmetro (8) e secos em temperatura ambiente com circulacdo de ar durante 8 h para formacao
dos biofilmes. O passo a passo esta demonstrado na Figura 5, seguida da Tabela 3 com a
composic¢do de cada férmula:

Figura 5: Etapas da producéo dos biofilmes

Etapas: a) gelatinizacdo doa materiais de parede; b) solubilizacdo do timol, Tween80 e agua em paralelo com a
etapa a); ¢) solugdes-méae finalizadas apos a ultradispersdo; d) deposi¢do das solugdes nas placas de Petri para

secagem (casting); e) retirada dos biofilmes da placa (peeling).
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Tabela 3: Composicdo das amostras

Material AC AS AC-AS Funcao
Amido de cara-roxo 39 - 2,19 Material filmogénico
Alginato de sddio - 159 099 Material filmogénico
Glicerol 29 29 29 Plastificante
Tween80 0549 1g 0,79 Tensoativo
Timol 100 mg 100 mg 100 mg Principio ativo
Agua 100 mL 100 mL 100 mL Dispersante

Assim como Nordin et al, 2020 (9), através dos experimentos prévios realizados antes
da decisdo pelas formulacGes utilizadas no presente trabalho, foram observadas rupturas e
rigidez nas amostras produzidas com amido, e separac¢do de fases nas amostras de alginato. A
insercdo do Tween80 nas formulacdes solucionou esses obstaculos. Todas as analises

experimentais foram realizadas em triplicata, exceto Perda de Peso.
4.4 Teor de Umidade (%0U)

Para medicdo do teor de umidade (4,9), os biofilmes foram dimensionados em
quadrados de 2x2 cm, pesados (P1), postos em estufa a 100 °C por 24h e novamente pesados

(P2). O %U foi calculado atraves da formula:

(P1—-P2)
Eq.1:%U = |~ * 100

4.5 Teor de Solubilidade em Agua (%SA) e em Etanol (%SE)

O SA% (4,25), foi medido utilizando quadrados de 2x2 cm previamente secos em
estufa a 100 °C por 24 h (P1). Em seguida, as amostras foram submersas em 20 mL de agua e
postas no shaker em 100 rpm por 24 h. Passado esse periodo, a agua foi retirada e os filmes
foram novamente secos em estufa a 100 °C por 24 h (P2). Para o %SE (11), foi realizado o
mesmo procedimento, porém utilizando 5 mL de Etanol Absoluto P.A. e os resultados foram

calculados utilizando a Eq. 1.

O alginato de sodio forma um gel/filme irreversivel e ndo solGvel em agua ao reagir
com ions polivalentes, como calcio (4). Optou-se por ndo fazer a reticulacdo do alginato com

ions calcio nas amostras AS-Br e AS, logo o alginato permaneceu em sua forma comercial de
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carboidrato reticulado com ion sédio (alginato de sodio), forma esta soluvel em agua e,

portanto, as analises de solubilidade em agua ndo foram realizadas com essas amostras.
4.6 MEV e Espessura

A morfologia dos grdos de amido e corte lateral dos biofilmes foram analisadas
utilizando um microscopio eletrénico de varredura (Tescan, modelo Vega 3) do Laboratério
Tematico de Microscopia do INPA sob uma voltagem de aceleragdo de 15 kV(25). Os filmes
foram cortados em cerca de 0,5x1 mm e depositados sobre a fita de cobre posicionada
verticalmente. Posteriormente, a medicdo da espessura foi feita utilizando o software ImageJ

com as mesmas imagens, em triplicata.
4.7 Permeabilidade de Vapor d’Agua (PVA)

A PVA foi determinada gravimetricamente(57). Frascos de vidro foram preenchidos
até 2/3 de seu volume com silica (£10 g) previamente seca por 24 h em estufa a 150 °C. As
amostras dos filmes foram cortadas em quadrados de 3x3 cm, colocadas tampando os frascos
e foram selados com parafilme ao redor da abertura. A espessura considerada no calculo foi a
encontrada nas medidas de MEV. Os frascos foram colocados em um dessecador com solucdo
de cloreto de sddio saturada para promover uma umidade relativa de 75 %. O experimento foi
conduzido em 25 °C e os frascos foram pesados a cada 24 h por sete dias. A curva de
calibracdo foi construida considerando o ganho de peso da silica através do tempo. Entdo, a
PVA foi calculada utilizando a Equacao 2.

I _ (24xt) w
Eq.2: PVA (g. .m2 LkPa™ ) =—x (=
q VA (g. mm.m™*dia™*. kPa™?') (A*Ap)*(e

Onde 24 é o fator de correcdo de horas para dia, t € o valor médio de espessura dos
filmes (mm), A é a area de permeacido dos filmes (m?), 4p é a saturacdo de vapor na
temperatura do experimento (1,75 kPa (57,58), w é 0 ganho de massa ao longo do tempo,
obtido através da equacdo da reta y= ax+b (onde o w é 0 a da equagdo), e 6 ¢ o tempo de

intervalo entre cada medida (h).
4.8 Propriedades dpticas

A opacidade dos biofilmes foi medida utilizando um espectrofotdmetro ultravioleta-
visivel de microplaca modelo Epoch2, da Biotek®, no comprimento de onda de 600 nm, em

microplaca. A opacidade média foi calculada através da formula:

26



A600
espessura (mm)

Eq.3: Opacidade:

onde A600 é o valor de absorbancia em 600 nm (4,9).

A colorimetria dos filmes foi realizada utilizando um espectrofotémetro de cor ou
colorimetro da Delta Color® que avaliou os parametros L*, a*, b* e AE (diferenga total de

cor) em triplicata. O branco utilizado como referéncia foi papel sulfite.
49FTIR

As medidas de FTIR correram em um equipamento Marca Shimadzu, IRTracer-100,

com cristal de ATR, no modo transmitancia, com o full scan de 4500 a 200 cm™.
410 TG

O comportamento térmico e a degradacdo das amostras foram analisados em um
equipamento SDT Q600 da TA Instruments, do Laboratério de Ensaios Fisico-Quimicos- FT-
UFAM. Aproximadamente 11 mg de cada amostra foram postos em cadinhos de alumina e
aquecidos de temperatura ambiente até 600 °C com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min,

com fluxo de gas nitrogénio 5.0 de 30 mL/min (9).
4.11 Revestimento das frutas e perda de peso

A anélise de tempo de prateleira seguiu a metodologia descrita por Chen et al., 2021
(25). Macéds e morangos foram adquiridos no comércio local, lavados em solucdo de
hipoclorito de sédio 0,1 % por 10 min e depois com detergente e 4gua corrente e postos para
secar sob circulacdo de ar. Em triplicata, os vegetais foram totalmente cobertos com as
respectivas solugdes-mde e uma triplicata de cada fruta sem ter sido revestida foi considerada
como Controle. As frutas foram mantidas na B.O.D com circulacdo de ar em 25 °C e 0
acompanhamento da perda de peso foi feito diariamente por 5 dias para 0 morango e 14 dias

para a magé.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do amido de cara-roxo

O peso total de amido extraido ap6s a secagem foi de 607,04 g, correspondente a 13,5
% de rendimento. Diversos fatores podem afetar o valor de rendimento de amido, como a
espécie utilizada, idade da planta, periodo de coleta e método de extracdo. Nadia et al., 2014
(15) obteve entre 7 e 16 % de rendimento para D. alata, outra espécie também conhecida
popularmente como carad-roxo encontrada no Brasil. Maniglia et al., 2022 (41) obteve
diferentes rendimentos de amido de acafrdo através de diferentes métodos de extracéo,
variando de 24 a 31 %. Geralmente, um rendimento acima de 30 % é esperado para
exploracdo comercial de uma fonte nova de amido (21). Jiang et al., 2012 (7) relata a
presenca de 35 a 70 % de amido em diferentes espécies de Dioscorea porém mesmo nao
apresentando o rendimento esperado, equivalente ao de outras fontes convencionais como
milho, mandioca e batata, 0 amido de card-roxo poderia fortalecer o comércio sendo uma
nova fonte de renda para produtores locais como uma alternativa as possiveis crises e pode ser
direcionado para outras areas de pesquisa, como estudo genético, biossensores, antioxidantes

e producdo agroecoldgica (3).

Por definicdo, o amido é um pé branco, sem gosto ou cheiro e insoldvel em agua a
temperatura ambiente (6), mas diversos amidos ndo-convencionais sdo levemente coloridos
devido a atracdo lipofilica da amilose (3,41). O amido nativo de card-roxo se apresentou
levemente rosado devido a presenca de antocianinas que nao foram retiradas durante as
diversas lavagens. Através da imagem de MEV (Figura 6), observa-se que muitos dos
granulos de amido apresentam um formato oval/elipsoide de corpo achatado com superficie
lisa, semelhante ao observado nos granulos de D. trifida por Costa et al., 2020 (8) e de
diferentes cultivares de D. rotundata por Ahmadu et al., 2018 (12). Jiang et al., 2012 (7) fez
MEV de diferentes espécies de Dioscorea e observou formatos mais esféricos, poligonais e

superficies mais irregulares e Sharlina et al., 2017 (6) obteve granulos poliédricos.

A morfologia e tamanho dos grénulos variam bastante e dependem de sua origem
bioldgica e método de extracdo (7). As medidas de tamanho obtidas pelo ImageJ indicam uma
média de 21+8 um. Behera et al., 2022 e Jiang et al., 2013 (7,59) obtiveram valores 8 e 48

Km, range encontrado para a maioria dos amidos estudados.
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Figura 6: Imagem obtida por MEV dos grénulos de amido nativo de D. trifida

SEM MAG: 962 x SEM HV: 15.0 kV VEGA3 TESCAN

WD: 17.94 mm Det: SE 100 pm

INPA - LTMOE

5.2 Teor de Umidade (%U)

O %U das amostras esta indicado na Tabela 4. Duas situacdes podem ocorrer ao
inserir componentes lipofilicos na amostra: reduzir a umidade ao repelir a 4gua devido a
diferenca de polaridade, ou o contrario, ao gerar incoeréncias na matriz do biofilme
aumentando sua superficie de contato com o ar e, consequentemente a umidade e

permeabilidade de vapor d’agua (9).

Além das situacdes ja citadas, outras possibilidades podem influenciar no teor de
umidade tais como o tipo de polimero e sua afinidade com a agua, a propor¢cdo de
componentes hidrofilicos e lipofilicos e a uniformidade da matriz. E devido a isso, 0s

resultados encontrados na literatura séo bastante variados. Por exemplo, Costa et al., 2020 (8)
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Tabela 4: Resultados da caracterizagao fisica dos filmes

%U+DP  %SA+DP %SE+DP Espessura PVA+DP
+DP(mm)  (g.mm.m2.d*kPa?l)

AC-Br 40,5+0,4 34+1 11,5+04 0,089+0,007 16,4+0,4
AC 36,8+10,2 29+1 14,9+0,7 0,116+0,009 20+1
AS-Br 43+1 - 9+0,3 0,04+0,02 8,210,2
AS 4012 - 9,9+0,2 0,07+£0,01 13,2+0,1
AC-AS-Br 34,410,6 5613 6,2+0,3 0,087+0,002 1442
AC-AS 34,4+0,5 63+2 14,6+0,5 0,1+0,03 18+1

Siglas na ordem: %U (Teor de umidade); %SA (Teor de solubilidade em agua); %SE (Teor de solubilidade em

etanol); PVA (Permeabilidade de vapor de agua); DP (Desvio Padréo).

produziu um filme composito de amido de card-roxo e quitosana e notou que o aumento da
porcentagem de quitosana reduzia o %U. Nordin et al., 2020 (9) produziu biofilmes de amido
de milho com 33% teor de amilose (unidade responsavel pela insolubilidade do amido em
agua fria) e obteve apenas 9% de %U. Ja Chhataryia et al., 2022 (11) obteve 35% de teor de
umidade, semelhante ao do presente trabalho, ao criar biofilmes de amido combinados com pé

de casca de laranja.

5.3 Teor de Solubilidade em Agua (%SA) e em Etanol (%SE)

Os resultados de %SA e %SE também estdo apresentados na Tabela 4. Comparando
0s grupos de amostras, o grupo AC-AS apresentou em torno do dobro do valor do grupo AC
devido a presenca de alginato na composi¢cdo, composto que na forma utilizada no trabalho
(sal de sodio do &cido alginico), € totalmente solUvel em &gua, tanto que o ensaio ndo foi

realizado com esse grupo pois em questdo de segundos a amostra se dissolveu.

A solubilidade dos filmes interfere na sua aplicacédo e, assim como o0 %U, ndo h4 uma
coeréncia absoluta sobre a solubilidade dos biofilmes, ficando a critério do objetivo visado da
sua aplicacdo. Em alguns casos, a insolubilidade é benéfica pois aumenta a resisténcia e
integridade dos biofilmes. Por outro lado, filmes solUveis sdo vistos de maneira mais positiva
devido a facilidade de retirada na lavagem ou dissolugédo na saliva no momento do consumo

(39). A solubilidade de um biofilme de amido pode ser aumentada com a incorporagdo de
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substancias hidrofilicas, como o glicerol (que atua como plastificante, mas também aumenta o
espaco entre as cadeias poliméricas facilitando a passagem de &gua) e o alginato (utilizados

no presente trabalho), ou processos fisico-quimicos como a acetilacéo (28,39,42).

A estrutura linear e cristalina da amilose cria uma matriz que reduz a permeabilidade
de agua e impede a desintegracdo das moléculas de amido por meio da agua, tornando-o
insolivel em temperatura ambiente. Assim, quanto maior o seu teor, mais insolivel é o amido
e consequentemente seu biofilme. Por outro lado, a amilopectina possui uma cadeia nao-
cristalina, com ramificagcdes mais curtas do que a amilose e com uma quantidade maior de
hidroxilas disponiveis para interagdo, tornando os biofilmes hidrofilicos e permitindo a
absorcdo de agua, porém conferindo baixa resisténcia mecéanica (7,28). Nordin et al., 2020 (9)
obteve apenas 2,4% de solubilidade por ter utilizado amido de milho com alto teor de amilose.
Ja Choi et al., 2022 (28) obteve resultados até 20% e Chhataryia et al., 2022 (11) de 33,6%,

valor semelhante ao encontrado no presente trabalho para as amostras AC-Br e AC.

Ja o alginato de sodio é totalmente solivel em agua, sendo assim a maioria dos
trabalhos realiza sua reticulagdo com ions célcio, pois essa substituicdo na dopagem do
alginato dos ions sddio pelos ions calcio modifica sua interacdo com a 4gua aumentando sua
insolubilidade. Como j& explicado anteriormente, optou-se por ndo realizar essa reticulacéo
nas amostras com alginato, pois o objetivo do presente trabalho era que de fato eles fossem de
facil retirada em caso de lavagem das frutas ou de facil solubilizacdo na boca para que nao
houvesse adicdo de textura do biofilme na fruta (28). Chen et al., 2021 (25) realizou a
reticulacdo do alginato com célcio e obteve de 20 a 49,7% de %SA, ou seja, mesmo com a

adicdo de célcio, € de fato uma caracteristica do alginato ser bastante solivel em agua.

A solubilidade em etanol esta relacionada a quantas hidroxilas estdo disponiveis para
serem dissociadas por ele e é um teste que tem sido usado como simulacdo de digestdo de
alimentos gordurosos para avaliar a liberacdo de componentes lipidicos de biofilmes (11,30).
Nem o alginato nem o amido possuem alta solubilidade em etanol em temperatura
ambiente(11), porém o timol é totalmente soltvel, como se pode observar nas amostras em
que ele foi adicionado, onde apresentaram perda de peso maior do que Seus respectivos
Brancos, simulando que em um ensaio completo, os filmes com timol apresentariam maior
digestibilidade. Chhataryia et al., 2022 (11) obteve 17,23% de SE% no filme s6 de amido, e

observou 0 aumento da solubilidade com o aumento da concentracdo de casca de laranja
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devido a maior interacdo dos agUcares, como sacarose e frutose, presentes naturalmente em

frutas.
5.4 MEV e Espessura

As imagens dos cortes laterais dos biofilmes estdo presentes na Figura 7. Algumas
situacBGes podem ser observadas na morfologia dos biofilmes: rugosidade e porosidade (ambas
observadas no presente trabalho), rachaduras e difusdo do lipideo através da matriz com
consequente deposito de goticulas na sua superficie (44).

As amostras demonstram ndo possuir separacdo de fases, o que indica uma boa
miscibilidade entre os componentes das sinteses (8). E seu baixo nivel rugosidade e
porosidade em algumas amostras pode ser devido ao fato de o amido ndo ser purificado e
ainda conter residuos de proteinas, lipideos e fibras o0 que pode gerar uma matriz menos coesa
(41), ou interferéncia do timol, um componente lipofilico (ponto j& explicado no Tépico 5.2),
ou devido as vacancias remanescentes da ultradispersdo aplicada as solugdes. A maioria dos
trabalhos de producéo de biofilmes néo utiliza a ultradispersdo com Turrax no momento do
preparo e, como consequéncia, obtém-se filmes mais compactos. Costa et al., 2020 (8) obteve
superficies mais lisas e uniformes e, utilizando volume e area de deposicdo semelhantes,
obteve 0,2 mm de espessura, valor maior do que os encontrados no presente trabalho para as
amostras AC-Br e AC, de 0,089 e 0,116 mm, respectivamente. Em contrapartida, Othman et
al., 2021, Chen et al., 2021 e Karimi-Khorrami et al., 2022 (10,25,36), também observaram
rugosidade nos seus biofilmes, mesmo sem terem feito ultradispersdo, Bagheri et al., 2019
(60) observou poros nos cortes laterais dos biofilmes e Acevedo-Fani et al., 2015 (44) obteve
filmes com superficie rugosa, ambos com biofilmes de alginato de s6dio mesmo apos

utilizarem o rotaevaporador justamente para retirada das bolhas de ar.

Os valores médios de espessura dos biofilmes estdo indicados na Tabela 4. Para todas

as amostras a adicdo de timol contribuiu para o aumento da espessura dos filmes devido a
inducdo de uma maior plastificacdo além da ja provocada pela adicdo de glicerol (9). A
determinacdo do valor de espessura varia muito com o volume que esta sendo depositado em
uma determinada area e é dificil de controlar pois pequenas inclinagdes na superficie de
secagem ndo percebidas a olho nu ja podem causar diferencas muito significativas quando
forem observadas através de microscopia. No caso, 0 mesmo volume das solucdes (20 mL)
foi depositado na mesma area (165,12 cm?), logo essas diferengas nos valores de espessura se
ddo pelas préprias caracteristicas fisicas de cada material. Por outro lado, as amostras do
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grupo AC-AS apresentaram valores proximos do grupo AC, provavelmente devido ao fato de
que a maior parte de sua composicdo também é de amido e espera-se que elas apresentem
comportamentos mais semelhantes entre si do que quando comparadas as amostras de
alginato. J& o grupo AS apresentou 0,04 para o Branco e 0,07 mm para o com timol, préximo
ao encontrado por Hadi et al., 2022 (0,069 mm) (4) e muito acima ao encontrado por Chen et
al., 2021 (0,02 mm) (25).

Figura 7: Imagens obtidas por MEV do corte lateral dos biofilmes
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5.5 Permeabilidade de Vapor d’Agua

E importante avaliar a permeabilidade pois uma baixa PVA proporcionard uma
reducdo da desidratacdo do alimento e menor absor¢do de umidade também, retardando a
oxidacdo do fruto e proliferacdo de microrganismos (4,29,36). Assim como 0S outros
parametros, a PVA é uma propriedade extremamente sensivel, que pode variar por diversos
fatores: composigdo, espessura, pré-tratamento do material polimérico (39), incorporacdo de
componentes hidro ou lipofilicos e teor de amilose-amilopectina do amido, ja que a agua

permeia melhor em regides néo cristalinas (10,39,60).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 4. As amostras dos grupos AC e AC-AS
apresentaram valores proximos, devido a sua composi¢do majoritariamente semelhante. Esses
valores estdo bem acimas dos encontrados por Souza et al., 2012 (57) que obteve de 3 a 7
g.mm.m2.diat.kPa! variando teores de glicerol e nanoparticulas de argila para observar se o

biofilme de amido de mandioca apresentaria maior ou menor PVA.

As amostras do grupo AS apresentaram os menores valores indicando que apesar da
menor espessura, as demais amostras permitiram uma maior mobilidade da umidade através
da matriz. Elas apresentaram valores de 8,2 + 0,2 e 13,2 + 0,1 g.mm.m.dia™.kPa (na ordem:
AS-Br e AS), valores menores do que os encontrados por Aziz et al., 2021 (24)de 21,53
g.mm.m=2.dia’.kPa'e sua melhor amostra reduziu para 11,74 g.mm.m2.dia™.kPa’ ja com a
adicdo de gel de Aloe vera e baixa concentracdo de OE. Todavia, Chen et al., 2021 (25)
obteve valores de 4,3 a 5,2 com biofilmes de alginato reticulados com calcio. E comum
encontrar resultados divergentes em relacdo a inser¢do de componentes lipofilicos. Espera-se
que a incorporacdo de substancias como 6leos essenciais e seus componentes isolados,
reduzam a PVA devido a sua natureza hidrofébica, como observado por Chen et al., 2021
(25). Mas o efeito oposto também pode ocorrer caso esses mesmos componentes diminuam a
coesividade na matriz polimérica, causando um aumento na PVA, ponto ja mencionado nos
topicos 5.2 e 5.3 e observado por Aziz et al., 2021 (24,44). Todas as amostras com timol
apresentaram valores maiores do que seus respectivos brancos, indicando que ocorreu a
segunda situacdo mencionada. E apesar disso, o timol ainda pode contribuir com seus efeitos

antimicrobianos e de barreira a luz ultravioleta.

Costa et al., 2020 (8) observou que o aumento da concentracdo de quitosana aumentou

a espessura dos biofilmes de amido de cara-roxo, mas também aumentou a PVA devido a
interacdo da quitosana com o glicerol que facilitou a permeacgdo de agua. Ja& Othman et al.,
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2021 (10) diminuiu a PVA com a inser¢do de nanocelulose pois ela preencheu os espagos
vazios na matriz, ao passo que o timol promoveu um inchago do amido aumentando sua PVA.
Sua conclusdo foi de que o timol pode reduzir a PVA até certa concentragdo, mas seu

aumento reduz a reticulacdo da cadeia polimérica e tem o efeito oposto.

5.6 Propriedades Opticas

A cor e opacidade dos biofilmes podem interferir na aparéncia do alimento e na
aceitacdo do consumidor. O ideal € que os biofilmes ndo causem alteracdo no aspecto visual
dos alimentos e, se ocorrer, que seja de maneira positiva, geralmente tornando-os mais
brilhantes e convidativos (29). A grande maioria dos polimeros naturais produz filmes
transparentes ou levemente opacos, semelhantes aos de polimeros sintéticos e isso depende de
sua composicdo e modo de preparo (4). Mesmo amido pode formar filmes transparentes,
através de uma rota de sintese condizente. Geralmente a incorporacdo de bioativos lipidicos
(44), gomas (4) ou fibras (10) torna a solu¢do-mae mais turva e consequentemente os filmes

mais opacos.
5.6.1 Opacidade

A opacidade é medida através da divisdo da absorbancia em 600 nm pela espessura
(mm), é altamente influenciada pelas caracteristicas fisicas do material e esta correlacionada
com o espalhamento de luz através da amostra, sendo assim, ndo sé a adicdo de componentes
lipofilicos, mas também porosidade, rugosidade da superficie e desuniformidade da estrutura

pode influenciar na opacidade (9,60).

Tabela 5: Resultados da caracterizacdo dptica dos filmes (opacidade e colorimetria)

Opacidade+DP L*+DP a*+DP b*+DP AE+DP
Padréo - 92,07 -0,52 -0,93 0
AC-Br 0,840,2 89,4+0,9 -0,0420,37 1,1+0,9 342
AC 1,1+0,1 90,9+0,4 -0,240,1 -0,1+0,3 1,5+0,5
AS-Br 1,8+0,7 89,6+0,4 -0,1+0,1 4+1 742
AS 1,4+0,1 89,7+0,3 -0,3+0,1 2,2+0,9 5+1
AC-AS-Br 1,74+0,08 88,9+0,6 0,05+0,21 3+1 6+2
AC-AS 1,32+0,07 89,5+0,4 -0,02+0,06 2,2+0,2 4,940,2
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Os valores obtidos para as amostras produzidas neste trabalho estdo presentes na
Tabela 5, assim como os resultados de Colorimetria. Assim como nas outras analises, 0s
grupos ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Nordin et al., 2020 (9) obteve
14,19 para a amostra amido + glicerol (correspondente ao nosso AC-Br) e 16 para a amostra
amido + glicerol + timol (correspondente ao nosso AC). Ja Acevedo-Fani et al., 2015 (44)
obteve entre 5,69 e 9,7 para biofilmes de alginato de sdédio com nanoemulsfes de 6leos
essenciais. Como dito anteriormente, a opacidade depende de varios fatores, dentre eles a
homogeneidade do filme e como as amostras do presente trabalho sdo bem semelhantes as
amostras dos autores citados, o que pode explicar a diferenga dos resultados obtidos € a
presenca de Tween80, uma vez que amostras testes foram feitas e observou-se que a sua
insercdo ndo s6 melhorou a maleabilidade dos filmes como os tornou mais transparentes.
Também observou a presenca de goticulas de 6leo essencial na superficie dos filmes, o que

aumentou o espalhamento de luz, o que ndo ocorreu com as nossas amostras.

Geralmente o que se busca s&o biofilmes que confiram aspectos brilhantes aos
alimentos, todavia biofilmes opacos também trazem o beneficio de uma maior protegéo a acdo
da luz que pode induzir uma oxidacdo lipidica e acelerar a decomposic¢édo do alimento. Sendo
assim, cabe ao pesquisador direcionar as caracteristicas Opticas da sua amostra para 0 seu

objetivo.
5.6.2 Colorimetria

Para as analises de Colorimetria, o padrdo utilizado foi uma folha de papel oficio
branco. Considerando que o indicador L* mede a claridade da amostra (de O preto a 100
branco), o proprio padrdo apresentou o maior valor (92,07). Todas as amostras apresentaram
um valor de L* sutilmente menor do que o padréo, devido ao pequeno espalhamento de luz

que o filme causa na captura dos resultados.

O parametro a* mede a vermelhiddo ou o verdor (de -80 verde a 100 vermelho), e
todas as amostras se apresentaram proximo do 0, com variancia da primeira para a segunda
casa apos a virgula, indicando que nenhum dos filmes tendeu nem para o verde nem para o
vermelho. E o parametro b*, que mede tons amarelados ou azulados (de -80 azul a 70
amarelo) apresentou um comportamento semelhante, tendendo levemente para o amarelo-
translucido, o que ja era esperado observando a olho nu as solugbes-mée. Aziz et al., 2021
(24) obteve resultados semelhantes, inclusive concluindo que o timol ndo interferiu na
diferenca total de cor das amostras, assim como o presente trabalho.
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Novamente, os grupos de amostras ndo apresentaram diferenca estatistica entre a
amostra com timol e seu Branco e apesar de toda a discussao sobre a opacidade e colorimetria
dos filmes analisados isoladamente, ndo foram observadas mudancas no aspecto visual das
frutas com biofilmes, principalmente o morango. Ndo houve nenhuma adicdo de cor nas
amostras e todas as magas com biofilmes apresentaram um leve brilho, ou seja, mais atrativas
ao consumo. A percepcdo qualitativa de opacidade pode também ter sofrido influéncia da
interacdo da luz no biofilme sobre a placa de vidro, se considerarmos a refracdo da luz. A
Figura 8 mostra as imagens dos biofilmes nas placas de Petri (da maneira que foram
produzidos para utilizagdo nas diferentes analises), e as frutas sem e com seus respectivos

biofilmes.

Figura 8: Imagens dos biofilmes apds casting nas placas de Petri e em seguida aplicados nas magas e nos

morangos no 1° dia de ensaio.
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5.7FTIR

Os gréficos de FTIR mostrados na Figura 9, com ampliacdo da regido entre 1800 e
600 cm®, forneceu informagdes dos grupos quimicos e seus estados vibracionais das amostras
e de alguns de seus componentes antes da modificagéo para biofilmes.

A regido | abrange de 3800 a 3000 cm™, referente ao estiramento O-H relacionado a
umidade (10,24,25,28,31,41,42). Todas as amostras apresentaram essa banda, porém nos
biofilmes esta banda se mostrou mais intensa do que nos componentes isolados, devido a

adicdo do glicerol que contribui com 0 aumento do nimero de moléculas e com a umidade da
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amostra. A regido 11, de 3000 a 2800 cm?, se refere aos estiramentos C-H, associadas ou néo
ao grupo metil e por isso essa regido no timol apresenta picos mais definidos do que todas as
outras amostras (8,31,41,42). Na regido 11, entre 1800 e 1500 cm™, se inicia a vibragdo da
ligacdo C=C (41)/ C=0 (10,41,42). Essa regido também ¢é associada a agua adsorvida na
regido nado-cristalina, o que pode explicar sua maior evidéncia no alginato e no grupo AS
(8,11,28,42). Ja a regido IV, entre 1500 e 1180 cm™, se trata das ligagdes C-H e do grupo CH;
(42). E uma zona onde apenas o timol apresentou vibracdes mais intensas devido a ligacio
desses grupos ao anel aromatico. E a regido V, entre 1180 e 800 cm™, ¢ a regido de vibragéo
das principais ligagdes que compdem a cadeia principal dos polissacarideos, como o grupo C-
O-C da glucose dos polissacarideos (31,41), ligacdo C-O (9,11,42) e liga¢cbes C-H (11,42,61)
e também devido a adi¢cdo de novos componentes, como Tween80 e glicerol essa regido €

mais intensa nos biofilmes devido a adicao de ligacdes semelhantes.

Figura 9: Espectros completos de FTIR, e em seguida a amplificagio na regido de 1800 a 600 cm™.
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5.8TG

As andlises de TG e sua derivada (dTG) foram utilizadas para avaliar o
comportamento térmico do amido nativo, do alginato comercial, do timol sintético e das

amostras de biofilmes. Os termogramas estdo mostrados na Figura 10.

Assim como os graficos de FTIR ndo apresentaram grandes diferencas entre os
espectros dos biofilmes com ou sem timol, os termogramas entre grupos também
apresentaram comportamentos semelhantes. Com excec¢do do timol, todas as amostras,

inclusive os biofilmes, apresentaram um primeiro evento entre a TA e 100 °C referente a per-

Figura 10: Termogramas dos materiais isolados e dos biofilmes separados por grupos.
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da de umidade, com 12,88 a 16,7 % de perda de massa (8,10). O amido nativo apresentou um
platd de 100 a 266 °C e entdo apenas mais um evento entre 266 e 325 °C com perda de massa
de 54,88 %, referente a degradacdo da cadeia principal, com pico de degradacdo em 309 °C
(10). Apos isso houve apenas a decomposicao gradativa gerando um residuo de 2,44 %. O

alginato teve seu evento principal entre 214 e 275 °C, com pico em 238 °C e 32,06 % de
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perda de massa. Assim como o0 amido, o restante da degradacgéo é lento e constante. A anéalise
termina em 600 °C e indica um residuo de 35,94 %. Ja a degradacdo do timol ocorreu em
evento Unico a partir de 50 °C até 155 °C. Como se sabe, timol é encontrado em o0leos
essenciais, composto por substdncias extremamente volateis mesmo em temperatura
ambiente. Seu ponto de fusdo € entre 49 e 51 °C e seu ponto de ebulicdo é entre 231 e 233 °C.
Sua degradacdo ocorreu em um evento unico do TA até 155 ° C, comportamento idéntico ao
observado por Trivedi et al., 2015 (61).

Os biofilmes apresentaram comportamentos semelhantes entre amostras e possuem a
adicdo de mais um evento referente a insercéo do glicerol, entre 100 e 223-270 °C, para entdo
ocorrerem os eventos de degradacao da cadeia principal (3° evento) e carbonizagdo (4° evento
até 600 °C) (9,13). Para o grupo AC o segundo evento possui uma perda de massa de 26 %, e
o terceiro em torno de 40 %, com uma queda mais acentuada para a amostra AC,
comportamento semelhante ao observado por Istiqgomah et al., 2022 (13) nos biofilmes com e
sem oOleo essencial. E antes disso, entre 230 e 270 °C h4 uma queda mais acentuada no TG
ndo observada em nenhuma das outras amostras que se mostra mais evidente através da dTG
que pode ser devido a uma interacdo que o biofilme possuiu com timol e causou uma

alteracdo no seu comportamento térmico. O pico da derivada é em 314 °C (8,10).

Assim como as amostras anteriores, 0s filmes do grupo AS possuem 0 mesmo padréo
de comportamento, com a diferenca de que o segundo evento, com perda de massa de 47 %,
pode comportar tanto a degradacgdo térmica do glicerol quanto o inicio da degradacéo de parte
do alginato que, como observado no termograma do alginato comercial, ocorre entre 200 e
275 °C, com o restante da sua decomposi¢cdo durante o terceiro evento, o que conclui que o

alginato possui uma maior estabilidade térmica enquanto biofilme.

Como jé citado, a faixa de degradacdo do alginato € em torno de 250 °C e do amido
em torno de 300 °C. No grupo AC-AS observa-se que a perda de massa ocorre de maneira
mais gradativa sem uma clara divisdo entre 3° e 4° eventos, com uma perda de massa de
62,37 %. E possivel observar melhor a sobreposicdo da decomposicdo dos materiais através

da dTG que mostra um “ombro” em torno 273 °C, referente ao amido.

No geral, todos os biofilmes apresentaram uma estabilidade térmica maior do que seus
componentes principais de maneira isolada, ou por terem seus eventos de degradacdo

ocorrendo em temperaturas maiores ou por terem ocorrido de maneira menos abrupta. 1sso se
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deve principalmente a agdo dos plastificantes que diminuem a mobilidade entre as cadeias de

polimeros (8). As informacdes gerais estdo organizadas na Tabela 6.

Tabela 6: Eventos térmicos dos materiais isolados e dos biofilmes

Amido 1° Evento 2° Evento 3° Evento
Tinicial - Tfinal(°C) 25-100 266-325 325-600
Perda de massa (%) 16,69 54,88 23,19
Tmax (dTG) (°C) 59 309 -
Residuo (%) 2,44

Alginato 1° Evento 2° Evento 3° Evento
Tinicial - Tfinal(°C) 25-125 214-275 275-600
Perda de massa (%) 14,93 32,06 13,64
Tmax (dTG) (°C) 68 238 356
Residuo (%) 35,94

Timol 1° Evento 2° Evento 3° Evento
Tinicial - Tfinal (°C) 50-155 - -

Perda de massa (%) 100 - -

Tmax (dTG) (°C) 155 - -
Residuo (%) - - -
AC-Br 1° Evento 2° Evento 3° Evento 4°Evento
Tinicial - Tfinal(°C) 25-100 100-223 223-332 332-600
Perda de massa (%) 14,34 25,4 40,71 16,85
Tmax (dTG) (°C) 66 204 314 409
Residuo (%) 2,66

AC 1° Evento 2° Evento 3° Evento 4°Evento
Tinicial - Tfinal(°C) 25-100 100-223 223-332 332-600
Perda de massa (%) 12,88 26,14 42,57 17,85
Tmax (dTG) (°C) 66 203 314 413
Residuo (%) 0,58

AS-Br 1° Evento 2° Evento 3° Evento 4°Evento
Tinicial - Tfinal(°C) 25-100 100-250 250-375 375-600
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Perda de massa (%) 14,52 45,91 16,94 6,456
Tmax (dTG) (°C) 63 204 356 456
Residuo (%) 16,18

AS 1° Evento 2° Evento 3° Evento 4°Evento
Tinicial - Tinal(°C) 25-100 100-275 275-392 392-600
Perda de massa (%) 13,86 47,37 15,06 4,969
Tmax (dTG) (°C) 64 205 359 449
Residuo (%) 18,75

AC-AS-Br 1° Evento 2° Evento 3° Evento
Tinicial - Tinal(°C) 25-100 100-332 332-600
Perda de massa (%) 16,7 60,64 10,29
Tmax (dTG) (°C) 72 208 372
Residuo (%) 12,41

AC-AS 1° Evento 2° Evento 3° Evento
Tinicial - Tinal(°C) 25-100 266-325 325-600
Perda de massa (%) 16,69 54,88 23,19
Tmax (dTG) (°C) 59 309 -
Residuo (%) 2,44

5.9 Revestimento das frutas e perda de peso

A perda de peso percentual das frutas esta apresentada na Figura 11 e a mudanca de
aspecto visual das frutas revestidas e ndo revestidas com os biofilmes esta apresentada na
Figura 12, juntamente com os valores medios de perda de peso percentual e desvio padrao
das médias. Os ensaios foram conduzidos na incubadora B.O.D, em TA, e cada unicata foi

mantida em sua propria placa de Petri para ndo haver contaminag&o por contato.

Espera-se que a aplicacdo dos biofilmes atue como uma barreira de protecdo dos
vegetais, dificultando a permeabilidade de gases e perda de umidade, retardando assim o

processo natural de senescéncia e consequente decomposicdo dos vegetais.

E interessante encontrar formas de conservar magas e morangos por mais tempo, pois

apesar de um alto consumo das frutas nessa regido, ndo ha sua producdo por condigdes climéa-
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Figura 11: Acompanhamento da perda de peso percentual das frutas
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ticas, sendo assim, elas devem ser transportadas de outras regides, sofrendo com variagao de
temperatura, danos mecanicos, manuseio de ma qualidade, desidratacdo, entre outros. E 0s
morangos ainda possuem uma tendéncia para crescimento fungico, e 0 contato com outras
unidades facilita a proliferagdo dos fungos, causando uma perda da produgdo e prejuizo

econbmico.

Novamente, diversos fatores interferem nessa analise: o método de aplicacdo da
solucéo filmogénica na amostra, a espessura que o biofilme adquiriu ao secar, a aderéncia a
superficie das frutas, a presenca de poros, temperatura de secagem e armazenamento,
presencga ou ndo de circulacéo de ar, entre outros, ou seja, mesmo no ambiente controlado que
uma B.O.D proporciona, € uma analise sujeita a diversas interferéncias que partem do

ambiente, da amostra e do manuseio.

Como observado na Figura 8 ndo houve diferenca de aspecto visual dos morangos
com a aplicacdo dos biofilmes no primeiro dia do ensaio. Todavia, ao longo dos dias do
ensaio 0s morangos sofreram grandes variacdes de peso tanto entre a propria duplicata de
amostras quanto entre grupos, assim como uma grande variacdo visual, com as frutas
passando de um vermelho intenso para tons amarronzados, apari¢do de fungos e murchamento
em alguns pontos. A duplicata da amostra AC-Br foi descartada no dia 4, pois uma das suas
unidades degradou demais e a unicata mais saudavel ndo foi contabilizada. S&o frutas
climatéricas e pereciveis, muito sensiveis a mudancas drasticas de ambiente e com prazo de

validade pds-colheita muito curto (34).

Garcia et al., 2012 (34) produziu biofilme de amido de mandioca com sorbato de
potéssio (conservante) para conservacdo de morangos e ndo observou diferencas na perda de
peso dos morangos, sendo ambos eficientes para sua conservacgdo. Ja Peretto et al., 2016 (62)
utilizou alginato com carvacrol e metilcinamato, e assim como Garcia et al., 2012 (34)
também ndo observou diferenca significativa entre tratamentos com ou sem os bioativos

citados, com excecdo do Controle que destoou durante todo o ensaio.

J& com as macas ocorreu uma situacdo semelhante a do morango, com a amostra AC
das magés sendo interrompida 3 dias antes do fim do ensaio por alta degradacdo de uma das
unicatas. Em contrapartida, em observacdes extra experimentais, as macas com biofilmes AS-
Br, AS e AC-AS continuaram apresentando boa aparéncia por até 15 dias a mais do que no
experimento, enquanto o Controle foi oficialmente descartado com 3 dias depois do fim do
ensaio.
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Costa et al., 2020 aplicou biofilmes de cara-roxo com quitosana em magcéas e observou
que as macas Controle tiveram perda de peso maior do que as com filmes e visivel mudanca
de aparéncia depois de 30 dias, mas entre as amostras com filmes a diferenca estatistica ndo
foi relevante. J& Chen et al., 2021 testou biofilmes de alginato com timol em macés cortadas e
observou que os biofilmes com timol em baixa concentracdo foi melhor do que as amostras
sem timol ou com ele em alta concentracéo, chegando a mesma conclusdo que Sarengowa et
al., 2019 (33), que diz que cada componente lipofilico possui uma concentracdo ideal para
contribuir positivamente e, caso ultrapasse esse teor, sdo geradas incoeréncias na matriz

comprometendo a qualidade dos biofilmes, ponto também explicado no tépico 5.2.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que o0 amido de cara-roxo foi extraido com sucesso, apresentando potencial
para ser uma nova fonte local para comercializagdo. Os biofilmes obtidos possuem o
diferencial de terem sidos produzidos com uma fonte amazénica e ndo-convencional de amido
e se apresentaram maleaveis, uniformes, de facil producéo e replicacdo, de transparentes, com
boa aderéncia a superficies, sem rachaduras, sem odor, com boa durabilidade em TA e de
facil manuseio. Os teores de umidade e solubilidade em agua e alcool foram dentro do
previsto para biofilmes comestiveis. Os materiais demonstraram boa miscibilidade entre si,
ndo apresentaram grandes alteracfes na composi¢do observados pelo FTIR e indicaram uma
maior estabilidade térmica na forma de biofilmes do que os materiais na forma original. As
imagens de MEV revelaram que o uso de ultradispersdo pode ter interferido na microestrutura
dos biofilmes e criado vacancias que tem relacdo direta com os resultados de PVA. Apesar da
adicdo de timol ter sido bem-sucedida, ndo interferiu significativamente em nenhum dos
pardmetros avaliados. Todas as amostras, com ou sem timol apresentaram um bom
desempenho, ndo interferiram na qualidade das frutas nem em suas caracteristicas
organolépticas e prolongaram a durabilidade das mac8s, sendo assim visando uma
aplicabilidade de melhor custo-beneficio econdmico, a amostra AC-Br se apresenta como a
com maior potencial para ser mais bem explorada e aperfeigcoada no seu processo de producao

em maior escala para conservagao de frutas e legumes.
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