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O objetivo desta tese foi produzir filmes biopoliméricos a base de amido de milho
termoplastico, reforcados com extrato de cacau em p6 com propriedades mecanicas
otimizadas, aumento da hidrofobicidade e potencial de inibigdo microbiana e
possivel aplicacao como embalagem alimenticia. Utilizou-se trés amostras de
cacau: Natural extraida do fruto (NAT-F) que foram fermentadas, secas e moidas;
Sementes organicas comerciais fermentadas e secas em média temperatura (NAT-C)
e cacau em poé industrializado (IND). As amostras de cacau foram submetidas
ao ultrassom em solucao hidroalcodlica, comparados os efeitos e incorporadas em
amido gelatinizado e processado por casting. Os filmes produzidos apresentaram
sutis mudangas na cristalinidade do amido apoés a adi¢cao do cacau, demonstraram
aumento na resisténcia mecanica (de 30 até 150%) e na hidrofobicidade (91 até
313%). Os filmes com NAT-F, apresentaram maior resisténcia (3,89 + 0,15 MPa),
com a maior quantidade de gordura, no entanto, apresentou a menor quantidade
de polifenois (4,75 £ 0,32 mg(GAE)/g), aglomeragoes de particulas heterogéneas
e nao inibiram o crescimento microbiano. Os filmes com NAT-C, melhoraram o
desempenho hidrofébico, com alguma inibicao microbiana, maior quantidade de
polifendis no cacau (8,77 £ 0,09 mg(GAE)/g) e menor resistencia a tensao (2,20
+ 0,09 MPa). Os filmes produzidos com cacau industrializado (IND) apresentaram
melhor potencial de inibigdo microbiana (IC5y = 5,9% contra S.aureus e 8,6% contra
E. coli), devido a alcalinizagao do po, alta quantidade de polifendis (7,97 + 0,05
mg(GAE)/g), melhor resisténcia a tragao nos filmes com 10% de cacau (3,72 + 0,23
MPa) e boa dispersao de particulas. De maneira geral, os filmes com cacau IND

apresentaram melhor desempenho e com NAT-C a melhor proposta sustentavel.
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This work aimed to produce biopolymeric films based on thermoplastic corn
starch reinforced with cocoa in order to obtain films with optimized mechanical
properties, hydrophobicity and potential of microbial inhibition. Natural cacao
seeds extracted of the fruit was fermented, dryed and milled (NAT-F) and results
of the addition of this powder was compared to the obtained for cacao milled from
comercially fermented and dried seeds (NAT-C) and industrialized cacao (IND). All
samples were treated by ultrasonic bath in hydroalcoholic solution for incorporating
into gelatinized starch for casting. Small changes in starch crystallinity were
observed after cacao addition. Films presented increased mechanical strength (30%
up to 150%) and enhancement in surface hydrophobicity (91% up to 313%). Films
with NAT-F showed better strength (3.89 £+ 0.15MPa) with higher fat content. By
the other side, this sample presented less polyphenols (4.75 £+ 0.32 mg(GAE)/g),
heterogeneous particle agglomeration and did not inhibit microbial growth. The
films with NAT-C, improved the hydrophobic performance, with some microbial
inhibition, higher quantity of polyphenols (8.77 £+ 0.09 mg(GAE)/g) and lower
tensile strength (2.20 4+ 0.09 MPa). The films produced from industrial cacao (IND),
showed better microbial inhibition potential (IC5y = 5.9% against S.aureus and 8.6%
against F. coli), due to alkalinization of the powder and high quantity of polyphenols
(7.97 + 0.05 mg(GAE)/g) and better tensile strength of films with 10% cocoa (3.72
+ 0.23 MPa) and good particle dispersibility. Overall, the films with IND cocoa
showed the best performance and with NAT-C the best eco-friendy proposal.
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Capitulo 1

Introducao

Nos ultimos anos, mostra-se crescente o interesse das industrias no que diz
respeito & substituicao de materiais sintéticos ou nao-degradéveis por biopolimeros,
materiais ecolégicos produzidos a partir de fontes renovaveis, para reducao da
poluigao e para satude humana [1H3].

A maioria dos biopolimeros ou polimeros naturais, biodegradaveis e produzidos
por meio de sistemas bioldgicos (microrganismos, plantas e animais) ou sintetizados
quimicamente utilizando matérias-primas naturais (milho, agicar, amido, etc.) ou
seus compostos [4]. Estes biopolimeros sao facilmente degradados pela atividade
enzimética de organismos vivos, como fungos, bactérias e leveduras, tendo como
produtos finais deste processo o COs, H,O, biomassa ou hidrocarbonetos, que nao
sao prejudiciais ao meio ambiente [5].

Os biopolimeros tém sido fortemente investigados para diversas aplicagoes
biomédicas e farmacéuticas, com objetivo de liberar bioativos, cicatrizacao de
feridas, administracdo de medicamentos e engenharia de tecidos [2, [6]; como
matrizes de embalagens biodegradaveis inteligentes com fungoes antioxidantes,
antimicrobianas, indicadoras de pH, etc [3] [7THI0] e também como filmes comestiveis
modificados que possuem propriedades de barreira para gases, umidade, odores, etc.
[T, 12).

Dentre os polissacarideos, o amido é amplamente estudado como matriz de filmes
poliméricos biodegradéaveis, pois ¢ um recurso altamente disponivel, de baixo custo,
natural e de fonte renovavel [3, I3]. Os filmes produzidos com base de amido
sao descritos como inodoros, insipidos, isotropicos e nao toxicos [14]. Entretanto,
estes filmes sao empobrecidos em suas propriedades mecénicas, apresentam baixa
plasticidade e alta capacidade hidrofilica [I5]. Para contornar estes problemas, é
possivel adicionar plastificantes, estabilizadores, entre outros, na formulacao dos
filmes termoplasticos a base de amido [3], B, §].

Plastificantes, como glicerol, acidos graxos e uréia, melhoram as propriedades

termoplasticas, o comportamento mecanico e o processamento dos filmes de amido.



No caso do glicerol, os grupos hidroxilas permitem interagoes intermoleculares,
através de ligagoes de hidrogénio, com cadeias poliméricas, fornecendo filmes
com uma estrutura mais flexivel [I4] [I5]. No entanto, o glicerol por ser
altamente higroscopico, aumenta a capacidade hidrofilica dos filmes dependendo
da concentragao empregada nos filmes, o que interfere nas propriedades fisicas e
quimicase por este motivo, necessitam de outros compostos para melhorar suas
propriedades.

O enriquecimento dos filmes biodegradaveis com antioxidantes e/ou
antimicrobianos naturais, como o cacau (Theobroma cacao), possui aplicagoes
diversas na industria de embalagens, alimenticia, biomédica e cosmética. O cacau
pode apresentar possiveis implicagoes benéficas para satude humana, devido a
presenga dos flavonoides nas sementes |8, [10)].

Os flavonoides sao os compostos bioativos dos polifenéis, que possuem atividade
antioxidante, analgésica, anti-inflamatoria, antialérgica, antimicrobiana, antiviral
e anticancerigena [§, [16, [17]. Também auxiliam na prevengdo de doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade e doengas neurodegenerativas |10, [18].

Com a finalidade de aprimorar filmes termopléasticos de amido, aproveitando
os diversos beneficios dos polifenéis, este trabalho visa produzir biopolimero que
possua atividade antimicrobiana de forma natural, simples e barata para possiveis

aplicagoes como embalagens de alimentos.



Capitulo 2

Objetivos

2.1

Objetivo geral:

Produzir filmes biopoliméricos de amido de milho com cacau ( Theobroma cacao),

conferir melhorias nas propriedades fisicas, mecanicas e atividade antimicrobiana,

com possivel aplicagao como embalagem de alimentos.

Com a finalidade de avaliar o efeito dos diferentes processamentos dos pos de

cacau nas propriedades dos filmes produzidos, foram usadas trés amostras de cacau

de trés fontes e em concentragoes distintas.

2.2 Objetivos especificos:

Processar as sementes de cacau natural do fruto (NAT-F), natural comercial
(NAT-C) e industrializado (IND) : Moagem (quando aplicavel), processamento

por ultrassom e granulometria;
Quantificar os polifenoéis totais de cada amostra de cacau apos ultrassom,;

Produzir filmes de amido termoplastico (TPS) com e sem adi¢ao de extrato

de cacau em po6 por casting;
Caracterizar a morfologia dos filmes por HIM ;

Investigar as interacoes quimicas dos componentes do cacau e amido nos filmes

produzidos e nos po6s, por DRX e FTIR ;

Comparar filmes contendo cada amostra de cacau com o TPS a partir das
suas propriedades mecanicas (resisténcia a tragao, rigidez, deformacao) e da

afinidade com a dgua (teor retido, absorgao, solubilidade e angulo de contato);

Avaliar o potencial de inibi¢do microbiana dos filmes in vitro contra S.aureus

e E.coli;



Capitulo 3

Revisao de literatura

3.1 Biopolimeros

Sao polimeros produzidos a partir de sistemas bioldgicos ou organismos vivos.
Os Biopolimeros tém sido amplamente utilizados como materiais alternativos na
substituicao de plasticos derivados de petroleo por serem de fontes renovéveis,
abundantes e geralmente biodegradaveis, isto é, podem ser decompostos com
facilidade pela acao de organismos naturais, sob determinadas condi¢oes de umidade,
pH e temperatura, entre outros fatores que favorecem as reagoes de biodegradagao.
O resultado destas reagoes sao subprodutos organicos, tais como diéxido de carbono,
agua e biomassa que nao sao prejudiciais ao meio ambiente [19, 20]. De acordo com

a origem, os biopolimeros podem ser classificados nos seguintes grupos [20-H23]:

e Biopolimeros naturais extraidos da biomassa ou agro-polimeros ( Ex. amido

e celulose);

e Biopolimeros naturais sintetizados por produc¢ao microbiana ou fermentacao a
partir do milho, cana de agticar, mostarda etc. como o polihidroxialcanoatos

(PHA) e polihidroxibutirato (PHB)

e Biopolimeros sintetizados quimicamente, biodegradéveis de recursos renovaveis
(Ex. Poli(acido latico) (PLA));.

e Biopolimeros sintetizados quimicamente de recursos petroliferos mas que sao
poliésteres alifaticos biodegradaveis, como por exemplo o poli (e- caprolactona)
(PCL).

e Biopolimeros sintetizados quimicamente de recursos nao renovaveis, que sao

poliésteres aromaticos e alifaticos. (Ex. Polibutirato (PBAT)), entre outros.

Para um polimero seja considerado biodegradavel, segundo as normas

internacionais da ASTM, a degradacgao do plastico deve ocorrer naturalmente pela
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agao de microorganismos ativos no ambiente (como por exemplo, fungos e bactérias)
através de processos de catalise enzimatica ou por processos nao enzimaticos na
quebra das cadeias do polimero, como por exemplo através de hidrolise quimica. Os
produtos finais de polimeros biodegradados geralmente incluem CO,, CHy, agua,
biomassa, entre outras substancias naturais, que sao relevantes para o equilibrio dos
gases de efeito estufa e outros impactos ambientais de forma benéfica [23)].

Ademais, o polimero biodegradavel deve demonstrar uma taxa de biodegradacao
satisfatoria e adequada no que diz respeito a conversao de matéria seca em didxido
de carbono em até 180 dias, como descrito na ASTM D6400-12 [24]. Os outros
processos como fotodegradagao , oxidagao e hidroélise também podem ter impacto na
estrutura e nas cadeias dos polimeros antes ou durante a biodegradacao [23]. Estas
caracteristicas contribuem na reducao do uso de plasticos de fontes nao renovaveis
e diminui a quantidade de lixo por meio da reciclagem bioldgica, que envolve a
compostagem.

O plastico sofre degradacao pelos processos bioldgicos durante a compostagem e
resulta em didxido de carbono, dgua, compostos inorganicos e biomassa a uma taxa
consistente com outros materiais compostéaveis conhecidos. Além disso, nao deixa
residuos visualmente distinguiveis ou toxicos.

O biopolimero também pode ser submetido a compostagem, entretanto, nem
todo biopolimero é compostavel. Um biopolimero para ser considerado compostavel,

deve apresentar as seguintes condi¢oes segundo MTIBE et al. [22]:

Se decompor naturalmente em dioxido de carbono;

e Apo6s um tempo pré estabelecido, os produtos de decomposicao devem ser

indistinguiveis da biomassa do polimero;

A qualidade do composto nao deve ser influenciada negativamente pela

biomassa residual.

Todo residuo nao deve ser prejucial a outros seres vivos (animais ou plantas).

Os polissacarideos sao o principal recurso energético na natureza que se
encontram nas matrizes centrais de organismos vegetais e marinhos como complexos
hidratados. Sao polimeros que apresentam estruturas lineares ou ramificadas de
agucares, unidos por ligagoes glicosidicas [19].

Para que os biopolimeros tenham aplicacoes industriais mais amplas, hé
uma grande preocupagao em utilizar matérias-primas renovaveis. Dentre os
polissacarideos, o amido é um dos polimeros naturais promissores para substituir
os polimeros nao-biodegradaveis na industria, devido seu baixo custo, sua

disponibilidade abundantes, além de ser totalmente biodegradével e biocompativel



com diversos compostos e outros polimeros, como poliolefinas, PHA, PLA, PCL,
mostram-se adequados para producao, por exemplo, de materiais de embalagens
biodegradaveis |23, 25], 26].

3.2 Amido

O amido é um polimero natural, semicristalino, biossintetizado em forma de
granulos de estrutura poliédrica e alguns granulos semi-esféricos no endosperma
vegetal e estocado como carboidrato de reserva. Em geral, sao encontrados em
folhas, tubérculos, raizes, sementes, frutos, entre outros [25] 27, 28§].

Ele ¢ uma das fontes de carboidratos de maior importancia na alimentacao
humana e faz parte de processos industriais alimenticios essénciais como agente
espessante, gelificante, estabilizador, na retengao de agua etc [29]. Os principais
alimentos comercializados onde o amido é encontrado sao de batata, ervilha, milho,

arroz, mandioca, aveia, trigo, cevada, etc [27, 30].

3.2.1 Estrutura granular do amido

Existem duas macromoléculas distintas na composicao do amido que sao
formadas por unidades de a—D-glicose: Amilopectina e amilose [27]. A amilopectina
consiste em cadeias longas e curtas com ligagoes a—(1,4) e ramifica¢oes do tipo
a—(1,6). A amilose é caracterizada por cadeias de ligagoes a—(1,4), lineares ou com
poucas ramificagoes, como pode ser observado na Figura [277, 311, [32].

Em condicoes nativas, a amilopectina apresenta uma grande quantidade de
ramificagoes, aproximadamente uma vez a cada 20 unidades de a—D-glicose, o que
torna sua massa molar na ordem de 107 a 10° g mol. A amilose apresenta menos
pontos de ramificacoes e sua massa molar é consequentemente menor, em torno de
10° g mol [27, 31].

Os granulos de amido podem variar o tamanho entre 1-50 microns, dependendo
da sua fonte vegetal e a sua estrutura granular consiste em lamelas intercaladas por
regioes cristalinas mais densas e regioes amorfas menos ordenadas, denominadas
anéis de crescimento. Estes anéis se estendem do interior ou “hilum” & superficie
dos granulos (Figura [3.2h). A regido cristalina é compreendida por cadeias de
amilopectina, com sua porg¢ao linear dispostas em duplas hélices que sao estabilizadas
por ligacoes de hidrogénio entre os grupamentos hidroxila. A regiao amorfa é
formada por cadeias de amilose e por pontos de ramificaggdo da amilopectina
[28, BT, [33].

Na estrutura do amido, ha dois grupos hidroxila secundérios em C-2 e C-3 de

cada residuo de glicose, assim como um grupo hidroxila primario em C-6 quando nao



Figura 3.1: Estrutura da (A) amilose (B) amilopectina (adaptado de LAJOLO e
MENEZES [32].

esté ligado. O amido apresenta caracteristicas hidrofilicas e a presenca de grupos
hidroxila disponiveis nas cadeias potencialmente apresentam reatividade especifica
para alcoois, o que permite que eles sejam oxidados e reduzidos e podem participar
do formagao de ligagoes de hidrogénio, éteres e ésteres [34], 35].

A amilose organiza-se de modo paralelo e pode ser encontrada principalmente
entre as cadeias de amilopectina ou concentrada na porcao central do grao, por
consequéncia da sua linearidade, mobilidade e pela presenca dos grupos hidroxila
129]

A organizacao das cadeias de amilopectina é diferenciada e possui cadeias A,
B e C, como observado na Figura [3.2b. As cadeias “A” sdo curtas e nao possuem
ramificacoes. Sao compostas por uma cadeia nao redutora de glicose, com ligagoes
a—(1,4) e se ligam em uma cadeia “B” por ligagoes a—(1,6). As cadeias “B”, séo
cadeias longas compostas por ligagoes a—(1,4) e a—(1,6) e podem conter uma ou mais
cadeias “A”. As cadeias “C” possuem terminal redutor e consiste em uma molécula de
amilopectina estruturada pelos dois tipos de ligagoes glicosidicas a—(1,4) e a—(1,6)
[29, 36].

As proporgoes de amilose e amilopectina nos granulos de amido podem variar
de acordo com a sua fonte vegetal. Em geral, a quantidade de amilopectina é
maior, entre 70 e 85%, como pode ser observado na Tabela Estas variagoes
podem conferir diferentes propriedades fisico-quimicas na sua estrutura, tamanho e
distribuigao dos granulos. |27, 33].
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Figura 3.2: Modelo estrutural do anel de crescimento dos granulos de amido,
demonstrando a parte mais interna ou “hilum” e as lamelas alternadas (a) e a

organizacao estrutural da amilopectina encontrada nos anéis de crescimento e seus
respectivos tipos de ligages (b) (Adaptado de DENARDIN e SILVA [29]).

Outros componentes que estao presentes em menor quantidade no amido podem
ser agrupados em trés categorias, segundo BULEON et al. [27]:

e Componentes superficiais: Enzimas, proteinas e aminoécidos;

e Materiais particulados, que sao compostos por fragmentos de parede celular;

e Componentes internos, tais como lipideos e fosfatos.

O forte arranjo intermolecular através de ligagoes de hidrogénio, que é formado
pelos grupos hidroxilas na superficie, conferem as propriedades hidrofilicas dos
granulos de amido que sao facilmente modificadas por moléculas de agua, o que

afeta diretamente as propriedades mecanicas, dimensao e a temperatura de transicao



Tabela 3.1: Quantidade de amilose e amilopectina em diferentes vegetais (Adaptado
de MALI et al. [33])

Fonte vegetal | Amilose (%) | Amilopectina (%)
Milho 25 75
Aveia 16-33 84-66
Inhame 30 70
Mandioca 16-20 84-80
Trigo 20 80
Arroz 15-25 85-75
Batata 23 77

vitrea (Tg), que é uma transigao de fase que ocorre em materiais amorfos ao serem
submetidos a certas temperaturas que promovem a mobilidade molecular [33] e que
pode variar entre 60 e 80°C dependendo da quantidade de agua retida.

A hidrofilicidade do amido pode ser utilizada também para aumentar a taxa de
degradagao de polimeros hidrofébicos, pois ele é altamente biodegradavel em uma

grande variedade de ambientes [35] 37].

3.2.2 Cristalinidade do amido

O grau de cristalinidade do amido natural podem variar entre 15-45%. Os tipos
principais de estruturas cristalinas encontradas no amido nativo sao rotuladas como
A, Be C (Figura[3.3).

Os cristais do tipo A e B s@o constituidos por seis estruturas helicoidais duplas. A
diferenca entre elas é relacionada a densidade de empacotamento. A cristalinidade
do tipo B ¢é observada geralmente em tubérculos com alto teor de amilose,possui
uma célula hexagonal fracamente empacotada constituida por seis hélices duplas
dispostas no sentido anti-horério, alinhadas em paralelo e uma coluna contendo
trinta e seis moléculas de dgua presentes no centro do arranjo. Os cristais tipo A
apresentam empacotamento monoclinico, possuem apenas oito moléculas de dgua
e as demais sao substituidas por estruturas helicoidais duplas adicionais, sendo
observados geralmente em cereais. A estrutura cristalina do tipo C é considerada
como uma intermediaria entre os tipos A e B e pode ser encontrada no amido de
ervilha, por exemplo [38], 39].

Em sua forma natural, o amido nao é um polimero termoplastico, pois sua
temperatura de fusao excede a de degradacgao. No entanto, quando ele é submetido
a um tratamento térmico, com adicao de plastificantes e intensas tensoes de
cisalhamento, sua estrutura cristalina primaria é modificada e sao originadas outras
estruturas do tipo V (de origem alema "Verkleisterung", que significa gelatinizagao),
caracterizadas a partir da precipitacao de complexos graxos ou monoglicerideos. A
amilose passa a apresentar uma conformacao helicoidal no amido termoplastico.

Destas, as estruturas mais importantes sdo do tipo Vg (hidratado), que possui



uma célula unitaria ortorrémbica ou hexagonal e V4(anidra) que apresenta mais
hélices de amilose e menos dgua, em comparagao a Vg [38, 89]. A comparacao da
cristalinidade tipo Vg em relacao a granulos nativos de amido, pode ser observada
na Figura |3.3|
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Figura 3.3: Difratogramas de Raios-X organizados de baixo para cima: Amido de
milho, amido de batata, amido de ervilha e amilose cristalizada. A organizacao dos

picos cristalinos correspondem a cristalinidade tipo A, B, C e Vp, respectivamente
(adaptado de VAN SOEST e VLIEGENTHART [40]).

3.3 Filmes De Amido Termoplastico

Para transformar o amido em termopléstico, é preciso haver o processamento
fisico-quimico dos graos nativos, que devido as suas cadeias serem formadas por
pontes de hidrogénio, eles sao insoliiveis na maioria dos solventes orgéanicos e em

agua na temperatura ambiente [39)].

3.3.1 Gelatinizacao

O processo de gelatinizacao depende diretamente do teor de agua e da
temperatura. Na fase inicial do processo, quando aumenta-se 60°C da temperatura
de uma suspensao de amido, a agua consegue penetrar nas moléculas de amido, mas
ainda nao consegue desnaturar os granulos que mantém a estrutura estavel (Figura
, etapa a) em forma de esferulitos mantidas pelas ligagoes de hidrogénio e forgas
de Van der Waals [41], 42].

Com o aumento desta temperatura, inicia-se a desestruturacao dos granulos e o
processo de gelatinizacao. Esta primeira etapa consiste na transformacao do amido

granular em uma pasta viscoelastica. A temperatura em que acontece a gelatinizagao
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Figura 3.4: Esquematizacao das etapas do processo de gelatinizagao e retrogradagao

do amido (adaptado de YU e CHRISTIE [41]).

é em torno de 60 a 75 °C, dependendo da fonte boténica do amido. O aquecimento
provoca um colapso nas organizagoes moleculares, que se inicia no centro do grao
em direcao a area periférica e promove a perda da birrefringéncia do amido, devido a
hidratacdo, inchamento e solubilizacéo dos granulos (Figura[3.4] etapa b) [29] 43| 44].

De acordo com SINGH et al. [43], o aumento do movimento molecular, induz
o rompimento das estruturas cristalinas, que expoem os grupos hidroxila com
a formacao de ligagbes de hidrogénio entre a amilose e a amilopectina, o que
potencializa o processo de inchamento e a solubilizacao das moléculas. Este processo
resulta em mudangas irreversiveis nas propriedades primarias tais como solubilidade,
fusao cristalina, viscosidade, etc.

Em outro estudo, demonstrou-se que os granulos de amido se rompem ao sofrer
o processo de inchamento durante a gelatinizacao, quando a quantidade de agua
incorporada ¢é maior que 40%. Ao reduzir a quantidade de agua, foi visto que é
preciso aumentar a temperatura do processo para obter o rompimento dos granulos.
Além disso, observou-se que a velocidade de agitacao durante a gelatinizagao

intervém diretamente sobre as propriedades finais dos filmes [45].

3.3.2 Retrogradacao

Durante o resfriamento do amido gelatinizado, ¢ dado inicio ao fenémeno da
retrogradacao. Neste processo ocorrem varios eventos fisicos, tais como aumento da

turbidez, viscosidade e exsudacao de dgua, o que permite a formacao de um gel ou
filme (Figura [3.4] etapa c)[44].

A energia cinética da reagao diminui e as cadeias de amido amorfo reordenam
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gradualmente com a formacao de ligacoes de hidrogénio. A amilose retrograda
e recristaliza de forma mais réapida, com a formacao de arranjos cristalinos com
estruturas helicoidais simples e duplas. A recristalizacao da amilopectina ocorre
mais lentamente e esta taxa varia de acordo com a sua concentracao e temperatura
de armazenagem do material (Figura[3.4] etapa d) [29, 44] [46].

A retrogradagao da amilopectina é caracterizada por um aumento no grau de
cristalinidade com a formagcao polimorfos cristalinos tipo B, resultantes do rearranjo
dos ramos curtos mais externos da amilopectina. O aumento da cristalinidade neste
processo pode proporcionar mudancas no comportamento mecanico do polimero
[39, [47]. Outros arranjos cristalinos também sao formados durante a retrogradagao
dependendo das condigoes de armazenamento. Em filmes termoplasticos com
glicerol, esta reordenacao dos padroes cristalinos podem resultar no padrao Vg,
que é formado devido a cristalizacao mais rapida da amilose em hélices simples
devido a interacao com os lipideos do sistema polimérico e pode variar de acordo
com o envelhecimento dos filmes [40, [46]. Além disso, dependendo da concentragao
de amilose, do uso de plastificantes e outros compostos adicionados & matriz do

filme, estes podem retardar o processo de retrogradagao [48-50)].

3.3.3 Processamento dos filmes

Para obtencao de filmes termoplasticos, devido sua facilidade de processamento
térmico, podem ser empregadas diferentes técnicas que influenciam diretamente
nas propriedades dos filmes como: Espessura, afinidade com a agua, desempenho
mecanico, cristalinidade, etc. Alguns exemplos mais comuns podem ser brevemente
citados como casting, que consiste na evaporacao do solvente em variadas
temperaturas; Extrusao que consiste nas etapas de gelatinizagao, quebra molecular,
mistura, dar forma e inflamento ou secagem e pode ser seguida de moldagem por
sopro, injecao ou termocompressao; Moldagem por compressao, onde uma mistura
polimérica fundida é colocada em um molde e processado em uma prensa hidraulica
em alta temperatura, entre outras técnicas [33), 51], 52].

Um dos métodos mais populares é o casting que consiste na evaporagao do
solvente e forma uma matriz de filme continua [33]. No trabalho de FAKHOURI
et al. [52], relatou-se a influéncia de diferentes técnicas de processamento que
afetaram significativamente as propriedades dos materiais a base amido/gelatina.
Os resultados demonstraram que os filmes obtidos por casting melhores resultados
de permeabilidade de vapor do que filmes obtidos por extrusao.

A reorganizacao das cadeias durante a retrogradacao e formacao das estruturas
cristalinas sao fortemente influenciadas pelas condi¢oes de secagem no casting,

dependendo da temperatura empregada no processo e interferem diretamente nas
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propriedades mecanicas e de barreira. No trabalho de BADER e GORITZ [53],
comparou-se as propriedades mecanicas dos filmes termoplasticos com alto teor de
amilose processados em diferentes temperaturas de secagem. Os filmes secos a 20°C
demonstraram ser mais flexiveis devido & menor complexacao das cadeias de amilose,
o que permitiu formacao de alongamentos maiores. Ja nos filmes secos a 80°C,
houve a formacao de cristais por complexos amilo-lipidicos, o que proporcionou um

comportamento mais fragil dos filmes formados.

3.4 Adicao de plastificantes

Embora a agua seja o plastificante natural mais utilizado no processamento dos
granulos de amido, os filmes formados geralmente sao quebradicos e apresentam uma
minima ou nenhuma flexibilidade, pois o amido nao é um polimero verdadeiramente
termopléastico, como os polimeros sintéticos. Por este motivo, sao necessarios outros
plastificantes que proporcionem melhorias nas suas propriedades [33] 54, 55].

Quando plastificantes, além da &agua, sao adicionados & solugao de amido,
ocorrem interagoes de carater cooperativo que diminuem as forcas intermoleculares,
reduzem a Tg e aumentam a mobilidade das cadeias, permitindo a formacao de
regioes cristalinas, aprimorando assim as propriedades funcionais. Os plastificantes
também podem evitar o encolhimento dos filmes durante o armazenamento, reduzir
a resisténcia mecénica e a fragilidade do biopolimero [55] [56].

Dependendo da massa molar do plastificante, é possivel que haja variagoes
na cristalinidade do biopolimero. De acordo com MATHEW e DUFRESNE [54],
quando ha um aumento do massa molar, o plastificante pode ser expulso das
regioes cristalinas e se concentrar na regiao amorfa, o que provoca uma redugao
da cristalinidade do amido. Com um peso molecular menor, o plastificante tem uma
maior interacao com as cadeias cristalinas da amilopectina e menor interagao com
a fase amorfa, o que proporciona um aumento de cristalinidade.

A maioria dos plastificantes proporciona aumento da higroscopicidade e maior
mobilidade das cadeias. Por isso, é necessario um equilibrio nas proporgoes
adicionadas para nao exceder o limite de compatibilidade com o biopolimero [36].
Quando concentracoes muito baixas do plastificante sao adicionadas & solugao
polimérica (< 20% em relacdo a quantidade de amido) é possivel que ocorra
o fendmeno de antiplastificagao. Este efeito nao permite que haja interagao
intermolecular suficiente do plastificante para aumentar a mobilidade das cadeias
do polimero. Isto ocorre devido ao movimento ou vibragao que deslocam as
moléculas de 4dgua e plastificante gradualmente permitindo a interacao da amilose
ou da amilopectina por ligagoes de hidrogénio, causando a retrogradacao e

provocando apenas um aumento da rigidez dos filmes, dependendo das condigoes
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de armazenamento [33, [57].

Em geral, os plastificantes mais usados sao os poliois hidrofilicos de baixo peso
molecular (glicerol, xilitol, sorbitol, manitol, polietilenoglicol, etc.), eles adsorvem
a agua dependendo da quantidade de hidroxilas e da sua massa molar [33, 56].
Quanto menor a massa molar, melhor é a condi¢ao das interagoes intermoleculares
e ocupacao dos sitios entre as ligagdes de hidrogénio do biopolimero [5, 55]. Dos
polidis, o glicerol é o plastificante mais estudado, pois é atoxico e apresenta uma
excelente compatibilidade com o amido, interagindo diretamente no empacotamento
das cadeias de amilose. Este plastificante possui baixa massa molar, contendo trés
grupos hidroxila, o que permite que ele seja soluvel em &gua [56]. A concentragao
de glicerol adicionada depende das aplicagoes que serao direcionadas.

No trabalho de ABDORREZA et al. [58], foi observada uma redugao da
ductilidade nos filmes de amido de sagu quando a quantidade de glicerol adicionada &
solucao foi menor do que 30%. Quando a quantidade de glicerol utilizada foi maior do
que 50% houve um grande aumento na plasticidade e na permeabilidade dos filmes.
Concluiram que quanto maior o teor de glicerol, menor a eficicia na propriedade de
barreira e de solubilidade, ja que ha uma saturacao da solucao polimérica.

Ao contrario, os resultados encontrados no estudo de HAZRATT et al. [59], que
produziram filmes com base de amido com diferentes concentracoes de sorbitol e
glicerol, demonstraram que o aumento constante das concentragoes de plastificante
de 30% para 60% reduziu a densidade e a capacidade de absorcao de dgua dos filmes,
independentemente dos tipos de plastificante associados. Além disso, foi observado
o fenomeno de efeito antiplasticizacao nos resultados de alongamento na ruptura
de filmes plastificados com 60% de glicerol e glicerol + sorbitol. No trabalho de
TAN et al. [60], foi investigado o processo de gelatinizagdo do amido com a adi¢ao
de diferentes quantidades de dgua e glicerol. Eles concluiram que com a adi¢ao de
glicerol, gerou o aumento da temperatura de inicio da gelatinizagao. Além disso,
demonstraram que é possivel promover a gelatinizacao do amido utilizando baixos
teores de agua.

Uma das maiores desvantagens na adicao de plastificantes, é a higroscopicidade
da maioria dos filmes formados, ou seja, eles possuem alta sensibilidade & umidade
ambiente. Durante o armazenamento e envelhecimento, o teor de plastificante
no filme é reduzido, devido a migragao de suas moléculas para superficie, o que
pode comprometer suas propriedades mecénicas, reduzindo seu tempo de vida tutil
[33, 6], o que talvez possa ser melhorado na combinagao de plastificantes e outros
componentes.

No estudo de XU et al. [62], foi desenvolvido um filme de proteina de milho
com diferentes concentragoes de glicerol e acido oleico (um tipo de éacido graxo).

Nos resultados, apenas os filmes contendo a combinacao dos dois plastificantes
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apresentaram melhora nas propriedades mecanicas devido a interacao deles com
a proteina por diferentes mecanismos de plastificagao. Segundo os pesquisadores, o
acido oleico atuou como plastificante molecular e o glicerol, plastificante estrutural.

Ja no trabalho de HAZROL et al. [63], foram combinadas diferentes proporgoes
de plastificantes sorbitol e glicerol em filmes de amido e também foi observado que
as propriedades de teor, solubilidade e absorcao de agua dos filmes que continham
os dois plastificantes apresentaram melhor desempenho em comparacao aos filmes
apenas com glicerol.

Os filmes de amido termopléstico mostraram-se materiais vantajosos e de baixo
custo industrial. Mas suas propriedades dependem diretamente das condigoes de
processamento e de aditivos, sendo indispensédvel o controle dos parametros de
fabricacao dos filmes para otimizacao de suas propriedades.

Em algumas aplicacoes, além de plastificantes, também podem ser adicionados
outros agentes que influenciam diretamente nas propriedades do biopolimero, tais
como agentes antimicrobianos, vitaminas, antioxidantes, de reticulagao, pigmentos,
ete [2, B33, 65, B6].

3.5 Adicao de outros compostos a filmes termoplas-

ticos

Muitas alternativas tém sido investigadas com a finalidade de reduzir a afinidade
pela agua e melhorar as propriedades dos filmes de amido e plastificantes. Outros
componentes podem ser incorporados aos filmes de amido termoplasticos como
reforgo, para aprimorar as diversas propriedades dos filmes. Os mais investigados
atualmente sdo minerais [64, 65], fibras naturais [35], [66H68|, micro/nanoparticulas
[20, [69, [70] e outros polimeros combinados [TTHT73].

Além disso, alguns destes componentes podem proporcionar a produgao
de biopolimeros inteligentes com indicadores colorimétricos, agao antioxidante,
antimicrobiana, hidrofébicas, etc [8, B3, [74, [75]. Entre os diferentes compostos
bioativos, os polifen6is presentes em frutas e sementes tém ganhado destaque
recentemente devido a sua atividade antioxidante e/ou antimicrobiana, além de seus
diversos beneficios & satde humana [70].

Rico em polifendis, o cacau ( Theobroma cacao) tém sido amplamente investigado
combinado na producao de filmes e bioplasticos. No trabalho de CALATAYUD
et al. [§], foram desenvolvidos filmes de copolimero etileno-élcool vinilico (EVOH)
com extrato de cacau com alta concentracao de polifendis, processados por casting.
Os resultados mostraram capacidade antimicrobiana e antioxidantes dos filmes. Ja

no estudo de KIM et al. [3], produziu-se filmes de amido de feijao com polifenois
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purificados de cacau triturado, com a finalidade de desenvolver embalagem para
alimentos. Os filmes apresentaram boa degradabilidade, aumento na resisténcia
mecanica e alta capacidade antioxidante.

VEIGA-SANTOS et al. [10] desenvolveram uma embalagem & base de filme de
amido de mandioca enriquecido com café e cacau com alto poder antioxidante,
menor permeabilidade ao vapor de agua e reducao da oxidacao pela acao da agua
e da luz em relacao aos filmes controle. No entanto, as propriedades mecéanicas
nao apresentaram melhora significativa. GARCIA-BRAND et al. [77] também
desenvolveram uma embalagem de composito a base de PLA e cascas de semente
de cacau, por casting, com foco na quantidade de fibras das cascas e quantidades
de lignina e celulose. Os resultados preliminares exibiram alta biocompatibilidade e
forte atividade antioxidante, além da liberagao de compostos bioativos.

Na pesquisa de LUBIS et al. [7§], foi produzido um biopléstico a partir de amido
de semente de jaca reforcado com celulose microcristalina extraida de casca de
semente de cacau, utilizando glicerol como plastificante, por casting, que apresentou
boa compatibilidade dos componentes e cristalinidade, com uma maior resisténcia
a tracdo. Ja no trabalho de KARACA et al. [79], foi desenvolvido um bioplastico
comestivel a base de alginato, pectina e quitosana contendo extrato de cacau em
po6, também processados por casting. A adigao de proteinas resultou em liberagao
prolongada de polifenois e propriedades funcionais e sensoriais aprimoradas. No
entanto, embora o composto tenha apresentado boa compatibilidade, a formacao de
complexos proteina-polifenol causou ligeiras alteragoes na composicao bioativa dos
filmes.

Devido a todas estas caracteristicas dos polifen6is e boa compatibilidade
demonstrada nos trabalhos anteriores com matrizes biopoliméricas, o cacau
revelou-se ser um excelente composto para producao de filmes com possiveis
aplicagoes para embalagens de alimentos e por este motivo foi escolhido como um

dos componentes de base no desenvolvimento deste trabalho.

3.6 Cacau

O cacau (Theobroma cacao L.) (Figura [3.5) é o fruto de uma pequena arvore
perene de ramificacao larga, com cerca de 12 a 15 m de altura, originada na
América Central e do Sul, que cresce naturalmente na cabeceira da floresta da bacia
amazonica |80, 81].

O cultivo do cacau foi ampliado mundialmente em regides equatoriais da Africa
e da Asia. Estas regides sao localizadas cerca de 20° ao norte e ao sul do Equador
e sao tipicamente quentes, com alta umidade e chuvas abundantes. Para cultivar o

cacau, € preciso que as temperaturas estejam na faixa entre 18 e 32°C e umidade
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Figura 3.5: Cacau Forastero, originario da Floresta Amazonica (Imagem do Autor).

acima de 70%. O solo deve ser profundo, rico, bem arejado e com pH neutro [82].

Os principais tipos de cacau sao o Forastero, Criollo, Trinitario e Nacional, que
possuem caracteristicas distintas. O cacau Forastero é considerado o verdadeiro
cacau brasileiro, com sementes menores, pigmentadas e frutos amarelos e suas
maiores plantacoes encontram-se no nordeste e norte do pais. Devido a sua
disponibilidade regional, foi escolhido para ser utilizado neste estudo. Esta variedade
possui subvariedades e tem seu maior cultivo na Africa Ocidental, que representa
mais de 90% da producao mundial de cacau.

O cacau da variedade Criollo é originario da América do Norte, Central e sul, de
frutos grandes, com casca lisa ou rugosa vermelha ou verde. Suas sementes também
sao grandes com cotilédones brancos ou violeta palido. O Trinitario é originario de
Trinidad sendo um hibrido do cacau Criollo e Forastero e apresenta caracteristica de
ambos. O cacau Nacional é cultivado e originario apenas no Equador. A diferenca
entre as variedades de cacau estao no formato dos frutos e sementes, além do
potencial de resisténcia a pragas e doengas [81], [83].

Os frutos do cacaueiro armazenam sementes cercadas de polpa amolecida e uma

casca externa. No interior da semente existem dois tipos celulares: Células de
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armazenamento formadas por gordura e proteinas e células de pigmento contendo
compostos polifendlicos (flavonodides) e metilxantinas (teobromina e cafeina) [81),184].

A composicao das sementes pode ser observada na Tabela [3.2]

Tabela 3.2: Composigao das sementes de cacau (Adaptado de LOULLIS e
PINAKOULAKI [83]).

Componente | Proporgao (%)
Umidade 2-6,6
Proteina 10 - 16
Gordura 36,8 - 57

Fibras 2,1-15
Cinzas 2,6 - 8,7
Acucares 04 -3,5
Teobromina 0,8-3,8
Cafeina 0,1-1,0
Polifenois 4-18

As metilxantinas sao alcaldides que fazem parte de um grupo fitoquimico
derivados de purina ou bases piricas e sao encontrados em pequenas quantidades nas
sementes de cacau cruas. A teobromina (3,7-dimetilxantina) é o principal alcaloide
do cacau, presente entre 1-4%. A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é encontrada em
menores quantidades, em torno de 1% e a teofilina (1,3-dimetilxantina) apresenta
apenas tragos [81], 83, [85].

O teor das metilxantinas pode variar de acordo com a origem, maturagao e do
processamento fermentativo. Elas sao responséaveis pelo sabor amargo do cacau

[T, 83], 8], suas estruturas podem ser observadas na Figura .
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Figura 3.6: Estruturas quimicas das metilxantinas (adaptado de FRANCO et al.
[85]).

O consumo de alimentos com estes alcaldides tém sido bastante investigado
devido alguns efeitos farmacologicos que incluem estimulacao do sistema nervoso
central, efeitos cardiovasculares, respiratérios e metabolicos, além de diurese.
Estes efeitos podem ser positivos ou negativos, dependendo da concentracao de
metilxantinas consumida, mas que em geral, a sua toxicidade é muito baixa em
humanos [85].

Os polifenéis sao metabolitos secundarios fitoquimicos responséveis pelo

crescimento e reproducao dos vegetais. Além disso, tem a funcao de proteger as
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plantas e seus frutos contra herbivoros, microorganismos, radiagao ultravioleta,
oxidantes, etc. Eles sao armazenados nas células pigmentares localizadas no
parénquima das sementes e desempenham um papel importante nas propriedades
sensoriais dos graos e dos derivados do cacau, pois interagem com as proteinas, os
polissacarideos e os produtos da reacao de Maillard, que provoca o escurecimento
nao enzimatico dos graos |83, [86].

As quantidades de polifendis soltveis encontrados nas sementes de cacau in na-
tura podem variar entre 12-18% e nos graos utilizados na fabricacao de chocolate
entre 5-10%. Estas quantidades sdo variaveis dependendo do tipo de cacau e das
condicoes de processamento das sementes. Estas concentragoes ainda sao superiores
as encontradas em magas, cebolas ou vinhos [86-88].

Os principais polifenéis presentes nas sementes cacau sao diferenciados em trés
grupos de flavonoides [80, 83, 86}, [88]:

e Catequinas ou flavan-3-ols (37%): A principal catequina é a (-) — epicatequina,
que representa 35% do total de compostos fenodlicos contidos nas sementes de
cacau. Em menor quantidade, ocorre a (+) — catequina, em torno de 2% e
vestigios de (+) — galocatequina e (-) — epigalocatequina. As catequinas sao

responsaveis por maior parte da funcao antioxidante do cacau.

e Antocianinas (4%): Formadas principalmente por cianidinas (cianidina-3-a-
L-arabinosideo-cianidina e  3-f-D-galactosideo-cinanidina), que  sao

responsaveis pela pigmentacao das sementes.

e Proantocianidinas (58%): Representadas por oligbmeros e polimeros de (-) —
epicatequina. As procianidinas mais importantes sdo: Bl [epicatequina-(40
— 8)|, B2 |epicatequina-(43 — 8)-epicatequinal, B5 |epicatequina-(4/
—  6)—epicatequina] e C1 [epicatequina-(43 — 8)-epicatecina-(48 —

8)—epicatecinal e também possuem agao antioxidante.

A (-) — epicatequina é considerada o polifenél mais importante presente no cacau,
pois além de estar presente em maior teor nas sementes, possui o maior potencial
antioxidante e é intensamente estudada na prevencao de doencgas, além de trazer
varios beneficios a saide. Entretanto, sua concentragao reduz consideravelmente
quando as sementes sao processadas para fabricacao dos produtos de cacau

semi-acabados e seus derivados [83] [89].

3.6.1 Processamento Do Cacau

Para comercializagao do cacau e producao de seus subprodutos, como o

famoso chocolate, a principal matéria prima precisa passar por virias etapas de
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processamento logo depois de colhida. Para iniciar o processamento, é preciso
remover toda polpa. As sementes sao submetidas a fermentacao, secagem e moagem.
Os graos secos inteiros sao exportados como matéria-prima para producao de liquor,
manteiga de cacau e cacau em péd [8I]. As principais rea¢oes quimicas ocorrem
durante todas as etapas de processamento das sementes e sao parte importante para

o desenvolvimento dos subprodutos, principalmente do chocolate [90)].

3.6.2 Fermentacao

A fermentacao dos graos do cacau é um processo que consiste em basicamente
acomodar as sementes frescas em caixas de madeira em ambiente por 6 ou 7 dias e
durante este periodo ocorre o crescimento de leveduras e bactérias naturalmente na
polpa. E o processo mais importante pois define o desenvolvimento dos precursores
de sabor do chocolate e permite a remocao total dos residuos da polpa. Durante a
fermentacao, o contetido de aminoacidos livres hidrofébicos (principalmente leucina,
alanina e fenilalanina) aumentam e o contetdo de aminoacidos acidos diminui. Nao
fermentados, os graos sao extremamente amargos, rigidos e possuem baixo teor de
aminoacidos. [83], 90], OT].

Apoés o inicio da fermentacao, a atividade microbiana provoca a morte
embrionaria da semente que desencadeia uma série de processos enziméaticos e
reacoes de diferentes compostos. Durante o processo, ocorrem variagoes microbianas
devido as mudancas de temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio, o que
promove a degradagao enzimatica das proteinas, resultando em aminoéacidos e
pepitideos livres, e a quebra do agucar |81, 92].

De acordo com BARISIC et al. [90] e BECKETT [91], a fermentacéo ¢ dividida

em trés estagios:

e A primeira fase é a fermentacao por leveduras anaerdbias que convertem o
agucar em alcool entre 24 - 36 horas em baixo teor de oxigénio e pH < 4. Apos
o primeiro dia, ocorre a morte embrionaria da semente devido a agao do acido
acético e do alcool. Neste primeiro momento, o aumento da temperartura nao

é importante.

e A segunda fase é marcada pela atividade de bactérias produtoras de acido
latico. Embora elas estejam presentes desde o inicio da fermentacao, elas so se
tornam predominantes entre 48 - 96 horas. Estas bactérias convertem agtcar

e alguns acidos organicos em acido latico.

e A terceira fase é dominada por bactérias produtoras de acido acético quando a

aeragao aumenta. Nesta ultima fase ocorre uma reagao exotérmica (conversao
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do &alcool em é&cido acético), responsavel pelo aumento da temperatura em

torno de 50° C ou mais.

A diversidade dos microorganismos envolvidos no processo de fermentacao
podem variar dependendo das condig¢oes de fermentacao e a regiao. Além disso,
durante a fermentagao, os polifendis sao oxidados e polimerizados, o que pode levar
a uma redugao importante na sua concentra¢ao (em torno de 30%). Os flavonoides

também sao responsaveis pela coloragao acastanhada do cacau. [83], 911 O3].

3.6.3 Secagem

A secagem das sementes, tem como objetivo reduzir o teor de umidade e
completar os processos oxidativos induzidos durante a fermentagao dos graos do
cacau. Apos a secagem, os graos do cacau tém de 6 a 8% de umidade. O baixo
teor de umidade impede o crescimento de fungos e torna os graos mais estaveis para
transporte e armazenamento.

Os graos sao secos ao sol, espalhados sobre esteiras de bambu ou terragos de
concreto, em camadas com aproximadamente 100 milimetros. E um processo barato
e eficiente, entretanto, envolve riscos de perda do cacau em caso de chuva ou umidade
relativa elevada, caso nao haja uma instalacao de coberturas com corredicas ou
esteiras adequadas para protecao das sementes.

Em algumas circunstancias mais criticas, a secagem artificial a lenha é realizada,
mas possui algumas desvantagens. Os graos podem secar demasiadamente rapido,
o que produz graos acidos e com amargor acentuado [81]. Quando os graos estao
secos, é realizada uma limpeza para retirar impurezas solidas antes da torrefagao
[84, [©4].

3.6.4 Torrefacao

A torrefagao do grao de cacau é normalmente conduzida nivel industrial, para
fabricacdo de chocolates e outros subprodutos como manteiga e liquor de cacau. E
um processo de alta temperatura, geralmente realizado em temperaturas entre 120
e 140 ° C e o tempo de torrefacao do cacau pode variar entre 5 e 120 minutos. A
importancia deste processo se deve as alteracoes fisicas e quimicas que contribuem
para evaporacao de acidos volateis que sao responsaveis pela acidez e contribuem
para o amargor do cacau. Os polifendis interagem com as proteinas o que resulta
na diminuigao do amargor e adstringéncia [90} 93], 94].

Outra reagao altamente complexa que ocorre durante a torrefacao, é a reacao
de Maillard, que geralmente é responsavel pela cor dourada dos alimentos cozidos

ou assados. Ela acontece através da interagao dos aminoacidos e ac¢tucares redutores

21



que foram formados durante a fermentacao do cacau e resultam em componentes
ésteres, furanos, alcoois, acidos, etc. que sao responsaveis pelo odor de chocolate e
a coloracao do grao torrado [83], 84].

Apobs a torrefacao, as cascas das sementes torradas sao removidas e os graos
passam por peneiramento. Todo processo é realizado através de vigorosas vibragoes
de esteiras e peneiras horizontais, que quebram as sementes em pequenos pedagos
irregulares. A partir dai, os graos torrados e descascados sao chamados de “nibs”
e outros processamentos secundarios podem ser realizados, dependendo do tipo
de produto final a ser obtido. As industrias alimenticias geralmente realizam a
alcalinizacao dos nibs, que sao tratados com uma solucao de potéassio ou carbonato
de s6dio para aprimorar o sabor, a cor e aumentar a solubilidade do cacau em po6
[81L, [89).

Para obtengao de produtos semi-acabados, os nibs passam por moagem especial
refinada que resulta em um material pastoso semi-seco, o liquor de cacau. O liquor
é prensado hidraulicamente e a manteiga de cacau é obtida por extracao. A massa
residual da prensagem do liquor forma um disco redondo que é chamado de “bolo de
cacau” ou “massa de cacau”. E finalmente, o p6 de cacau comercial é obtido através

da moagem fina desta massa [83] 89, 93].

3.7 O que ocorre com os principais componentes do

cacau no processamento?

Antes da fermentacao, as sementes de cacau contém entre 2 - 4% de carboidratos
de baixa massa molar (90% de agucares), de 4 - 8% de polissacarideos como
amido, pectinas e celulose. O processo fementativo nao influencia na quantidade
de polissacarideos de parede celular e os agucares sao transformados em acidos e
estes sao responséaveis pela reducao do pH dentro da semente durante a fermentagao.
Durante secagem os agucares redutores reagem entre os aminoacidos livres, durante
a reacao de Maillard, e na torrefagao os agucares sofrem degradacao molecular e sao
desenvolvidos compostos arométicos [90].

De acordo com NOOR-SOFFALINA et al. [95], as sementes de cacau com maior
teor de polifendis tém menor teor de agiicar, provavelmente devido a ligacao de
carboidratos a polifendis. A ligacao de hidrogénio desses componentes é criada
entre grupos hidroxila e por meio de interagoes hidrofilicas.

As sementes de cacau nao fermentadas contém 50 — 58% de gorduras, 97 —
98% das quais sao triacilgliceréis e esta quantidade pode ser variada dependendo da
origem do cacau [90]. Ao fermentar as sementes, a quantidade de triaciglicerois pode

ser reduzida em torno de 42% e 4cidos graxos monoinsaturados podem aumentar em
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torno de 25% [96]. Durante a torrefacdo em alta temperatura sao desengordurados e
os acidos graxos e triaciglicerois sao reduzidos, no que sao separados como manteiga
de cacau, antes da produgao do cacau em p6 industrializado [89, 97].

Em relacao aos polifenéis, alguns autores descrevem que dependendo dos
parametros processamento do cacau, tais como o tempo e condi¢oes de fermentagao,
temperatura e tempo de torrefacao, o processo de alcalinizagdao e armazenamento
inadequado, pode reduzir drasticamente em até 60% da quantidade total de
flavonoides contidos nos produtos industrializados [86, 88|, 94].

Em um estudo de TOMAS-BARBERAN et al. [98], eles conseguiram demonstrar
que a partir de sementes nao fermentadas e nao torradas é possivel obter um p6 de
cacau que contém oito vezes mais (-)- epicatequina e procianidina B2, do que o cacau
industrializado. As sementes foram apenas secas a vacuo, moidas, tratadas com
agua a 95°C e parcialmente desengorduradas com éter de petréleo para quantificar
os polifenois.

O estudo de MAZOR JOLIC et al. [99] teve como objetivo monitorar as
mudancas dos polifendis totais e individuais e sua capacidade antioxidante no
processamento de graos de cacau, que variaram de acordo com o grau de processo
tecnologico de torrefacao e alcalinizagao resultando na reducao das quantidades dos
compostos fenodlicos em 14 e 64 %.

TODOROVIC et al. [T00] compararam a atividade antioxidante e antimicrobiana
do cacau em po6 processado alcalinizado e nao-alcalinizado e os resultados
demonstraram que os pos de cacau submetidos a alcalinizagao tinham contetdo
de polifendis totais e capacidade antioxidante significativamente reduzidas,
mas foi observado que sua atividade antimicrobiana foi igual para as
bactérias gram-positivas ou mesmo significativamente melhorada contra bactérias
gram-negativas, quando comparado ao cacau fermentado e torrado nao-alcalinizado.

Isso demonstra que dependendo das condicoes de processamento, o cacau pode
apresentar variados tipos e quantidade de compostos, mas que podem ser otimizados
de acordo com o objetivo de utilizagao.

Como ja mencionado, por todas as caracteristicas expostas, o cacau foi escolhido
como ativo para ser combinado com amido termoplastico no desenvolvimento de um
novo biopolimero biodegradavel, com baixo custo de fabricacao. Com a utilizagao
de as amostras de cacau processadas em diferentes niveis: Natural (sementes da
fruta), menos processado (natural comercializado, organico, com menos etapas
e interferentes de processamento) e ultra processado (industrializado, com mais
estapas de processamento inustrial e outros aditivos) e em diferentes concentragoes.
Afim de proporcionar a produgao de um biopolimero aprimorado nas propriedades
fisicas, mecanicas e funcoes de inibicao microbiana e possivel aplicacao para

embalagem de alimentos.
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Capitulo 4

Materiais e métodos

4.1 Materiais

As amostras de cacau utilizadas na producgao dos filmes foram:

e Cacau Forasteiro em fruto (NAT-F) (Feira organica do CT/UFRJ, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil);

e Cacau comercial em sementes secas, minimamente processadas (NAT-C)
(Planeta Cacau Distribuidora Produto Natural Eireli S/A, Salvador, BA,
Brasil);

e Cacau industrializado, ultra processado em po (IND) (Garoto S/A, Espirito
Santo, ES, Brasil).

As caracteristicas e o processamento de cada amostra de cacau constam na

Tabela 4.1

Tabela 4.1: Tipo de processamento e propor¢ao de gordura das sementes de cacau
tratadas (*de acordo com as informagoes do fabricante)

Amostra de cacau | Teor de gordura | Secagem Refino
NAT-F 37-57%[83] Solar Nao
NAT-C 18%* 42°C* Nao*

IND 4%* >100°C* | Sim (Alcalinizante)*

Os reagente utilizados para o preparo do cacau, producao da base dos filmes e

as suas anéalises foram:
e Etanol 99,8% P.A.(Synth, Sao Paulo, Brasil)

e Agua ultrapura destilada em Osmose Reversa no destilador OS 10 LXE
(Gehaka, Sao Paulo, Brasil) e purificada em Milli-Q Millipore, referéncia tipo
1 (Merck, Estados Unidos)
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Carbonato de So6dio Anidro A.C.S (Dinamica, Sao Paulo, Brasil)
Acido Galico (H,0) P.A.(Dinamica, Sao Paulo, Brasil)
Reagente de Folin-Ciocaulteu (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil)
Acetona P.A. (Synth, Sao Paulo, Brasil)

Amido de milho - 26-30% amilose e 74-70% amilopectina (AMIDEX®) 3001
Ingredion - lote 0001448920 - Fabricacao: 03/06,/2018 — Validade: 02/06/2020,

Sao Paulo, Brasil)

Glicerol 99.5% (Sigma Aldrich, Estados Unidos)

Escala de McFarland (Probac, Sao Paulo, Brasil)

Cloreto de sodio P.A A.C.S (Synth, Sdo Paulo, Brasil)

Meio de cultura "Brain Heart Infusion" (BHI) (Sigma Aldrich, Estados Unidos)

Meio de cultura "Trypticase Soy Agar"(TSA) (Sigma Aldrich, Estados Unidos)
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4.2 Metodologia

4.2.1 Preparo do cacau

Os frutos de cacau Forastero (NAT-F) maduros foram cortados, a polpa com
as sementes foi retirada e colocada em um recipiente de inox para realizacao da
fermentacao. As sementes foram cobertas com folha de bananeira e acondicionadas
em temperatura ambiente durante cinco dias, sendo mexidas algumas vezes para
oxigenacao das sementes do fundo. Apds o periodo de fermentacao, as sementes
foram lavadas com &gua destilada para remocao da polpa residual. Em seguida,

foram expostas ao sol para secagem durante cinco dias (Figura .

Figura 4.1: Sementes de cacau NAT-F preparadas para fermentagao (A), apos
secagem ao sol (B) e ap6s moagem (C).

A temperatura ambiente variou entre 28 e 32°C e umidade relativa do ar entre
40 e 54% durante os dias de exposi¢ao. Apds a secagem, os graos foram trituradas
com pilao de loucga e submetidos a moagem por 1 minuto em um moedor de laminas
(Tramontina Breville, Brasil).

As sementes de cacau natural comercial (NAT-C) sdo vendidas inteiras, secas
a 42°C e embaladas a vacuo (Informagoes do fabricante). Estas sementes foram

trituradas com pilao e também submetidas a moagem (Figura .

Figura 4.2: Sementes de cacau NAT-C (A) e apés moagem (B).
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O cacau industrializado (IND) por ja ser comercializado moido, nao foi necessério

nenhum pré tratamento, como pode ser observado na Figura [£.3].

Figura 4.3: Cacau industrializado (IND) em po.

Para melhorar a uniformidade dos granulos os poés de cacau das trés
amostras foram peneirados em malha granulométrica (ASTM 120 mesh/0,125
mm) e acondicionados em tubos Falcon protegidos da luz com papel aluminio e

armazenados em geladeira entre 2-8°C.

4.2.2 Preparo do extrato de cacau

Os extratos de cada amostra de cacau foram preparados com base na metodologia
de MD YUSOF et al. [I0I] e OTHMAN et al. [102], com adaptagoes. Cada amostra e
quantidade de cacau em po foi disperso em 30 ml de etanol 80% (diluido previamente
com agua ultra pura, v/v) e a mistura submetida a banho ultrassonico, sob 296 W de
poténcia, durante 2 horas a 55°C no escuro. Cada mistura foi filtrada através de um
papel filtro e o material retido foi desconsiderado. O filtrado total foi considerado
como extrato de cacau utilizado para a sintese dos filmes. A quantidade de cada
amostra de cacau utilizada para o preparo dos extratos foi de 0,32 g, 0.8 ge 1,6 g.
Estas massas correspondem a, respectivamente, 2%, 5% e 10% da massa total de

amido + glicerol utilizada na producao dos filmes.

4.2.3 Distribuicao granulométrica (DG)

A DG das trés amostras de cacau foi investigada para avaliar a eficiéncia do
processso de ultrassom, baseada na metodologia de AFOAKWA et al. [103] em
um Analisador de tamanho de particula por difracao laser (DLS) (Mastersizer2000,
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Malvern Panalytical, Reino Unido) no laboratério de Engenharia de Polimeros
(ENGEPOL/COPPE/UFRJ), no comprimento de onda de 632 nm, na faixa de
leitura 20nm a 2000 ym. Aliquotas de 1 g de cada amostra de cacau foram dispersas
em 20 ml de etanol 80% e submetidas a banho de ultrassom (Branson Ultrassonic
2800, Estados Unidos), poténcia de 296 W, durante duas horas a 55°C. As aliquotas
foram dispersas com acetona cuidadosamente na cuba do equipamento e submetidas
a mistura por ultrassom (20 kHz, 50 W) durante 1 minuto antes da leitura, em
temperatura ambiente. Os resultados obtidos foram expressos como valores de
tamanhos de particulas abaixo de 90% da amostra (D90), abaixo de 50% da amostra
(tamanho médio das particulas) (D50), abaixo de 10% da amostra (D10) e o valor
do didmetro médio de volume (D[4,3]). Os valores de distribui¢do de tamanho
de particula (Span), para observar a uniformidade dos tamanhos, foi calculado de

acordo com a seguinte formula:

D90 — D10

D50 (4.1)

Span =

As medidas foram realizadas das amostras antes e depois do processamento de

ultrassom para comparagao.

4.2.4 Quantificacao de polifenois totais

O método de Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinar a quantidade de
polifenois totais das trés amostras de cacau, baseado no protocolo de RUZAIDI et al.
[104], com breves adaptagoes. Um grama de cada amostra de cacau foi disperso em
30 ml de etanol 80% (diluido previamente com dgua ultra pura, v/v) e submetidos a
banho de ultrassom por duas horas a 55°C. Em seguida, as solu¢oes com os extratos
foram filtradas em filtro de papel e, a partir do filtrado, o solvente foi evaporado em
estufa a 60°C, protegidos da luz.

Duzentos miligramas do extrato seco de cada amostra de cacau foram
ressuspendidos em 2 ml de etanol 80% e submetidos a banho de ultrassom
em temperatura ambiente por 1 hora. Apobs este periodo, as amostras foram
centrifugadas (Hermle Labortechnik, Wehingen, Alemanha) a 5000 rpm por 10
minutos a 4°C e 100 pl do sobrenadante foi misturado com 750 pl do reagente
de Folin-Ciocalteu (1:10) e mantido sob temperatura ambiente durante 5 minutos,
coberto com papel aluminio. Na etapa seguinte, foram adicionados 750 pl de solugao
de carbonato de s6dio (Na2CO3) 60 g/l e as amostras foram mantidas protegidas
da luz, em temperatura ambiente, durante 90 minutos.

A densidade optica das amostras foi medida (UV-1800, Shimadzu, Japao) no
comprimento de onda de 725 nm em triplicata. A concentragao dos polifenoéis foi

determinada a partir de uma curva de calibracao padrao de acido gélico em uma
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faixa de concentracdo de 0,05 a 1 mg/ml e aferida em 5 replicatas, calculadas as

médias e desvios de cada ponto e seguindo a formula [105]:

C= c (4.2)

Onde,

C = Quantidade de polifenois total de extrato seco expresso em mg GAE/g;

¢ = Concentragao obtida a partir da curva calibragao de acido galico em mg/ml;
V = Volume do extrato em ml;

m = Massa de extrato em gramas.

4.2.5 Preparo dos filmes

Os filmes com a base biopolimérica foram produzidos baseados na metodologia

de QUEIROZ et al. [106], com modificagoes, de acordo com o esquema da Figura

44
@ Gelatinizacao Adigao do extrato Incorporacdo do cacau a
de cacau base biopolimérica
90°C/1h +1h
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Figura 4.4: Etapas de produgao dos filmes.

A solugao polimérica foi mantida sob agitacao constante em reator de vidro, a
420 rpm durante todo o processamento. A base polimérica inicial contendo 200 ml
de 4dgua ultrapura, 10,7 g de amido de milho e 50% de glicerol foi homogeneizada

durante 30 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, a solucao foi aquecida
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entre 90-95°C em banho-maria de 6leo de silicone durante 60 minutos para gelatinizar
o amido e torné-lo termoplastico. Apoés esta etapa, uma aliquota de 30 ml foi
transferida para placa de petri 90 mm x 15 mm com auxilio de uma seringa com
bico de cateter, para produgao do filme controle (TPS) (Figura etapa 1).

O restante da solugao polimérica gelatinizada foi arrefecida em aproximadamente
60°C para adic¢ao por gotejamento da suspensao do extrato de cacau produzida como
descrito no item 4.2.2 (Figura etapa 2). Apos a adigao da suspensdo, a solugao
polimérica foi mantida sob agitacao durante 60 minutos para incorporag¢ao do cacau
a matriz (Figura etapa 3).

Apos este periodo, foram distribuidos 30 ml da solugao polimérica em placas de
petri 90 mm x 15 mm com auxilio de uma seringa com bico de cateter e em seguida
foram acondicionadas na estufa para secagem a 50°C durante 24 horas (Figura ,
etapa 4). Foram realizadas ao menos trés sinteses de filmes para cada amostra e
concentragoes de cacau com as seguinte identificagoes: TPS, TPS/NAT-F 2, 5 e
10%, TPS/NAT-C 2, 5 e 10% e TPS/IND 2, 5 e 10%.

4.2.6 Espessura e densidade

A medida da espessura dos filmes foi realizada com auxilio de micrémetro
digital universal (0-25 mm) com precisao de 0,001 mm (modelo 3580, Insize, China)
considerando a média de cinco aferi¢oes em posi¢oes aleatorias para cada filme. A
densidade dos filmes (g cm?) foi determinada a partir do peso e volume do espécime
[107]. O volume da amostra foi calculado a partir da area da amostra (20 mm x 20

mm) e a média das espessuras aferidas. Os resultados foram obtidos em triplicata.

4.2.7 Teor de umidade

Para aferi¢cdo do teor de umidade (TU) contido nos filmes, seguiu-se o método
de ILYAS et al. [108] e foi realizado no Laboratorio de Instrumentagao e Fotonica
(LIF/COPPE/ UFRJ). Amostras de filme 20 x 20 mm foram pesadas antes (F;) e
depois (Py) de serem secos em estufa a 105 £ 2°C durante 24 horas. Para calcular o

teor de umidade (média + desvio padrao, n = 3 ), foi utilizada a seguinte equagao:

TU (%) = @)ﬂoo (4.3)

(2

4.2.8 Solubilidade em Agua

O potencial de solubilidade dos filmes foi aferido baseado na metodologia
de ILYAS et al. [I0§] e realizado no Laboratério de Instrumentacdo e Fotonica
(LIF/COPPE/ UFRJ). Na etapa inicial, as amostras de filme 20 x 20 mm foram
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secas em estufa a 105 + 2°C durante 24 horas e o peso da massa seca foi aferido
(Ms;). Os mesmos filmes foram imersos em 50 ml de dgua destilada, durante 24
horas em temperatura ambiente, com agitacao manual suave periodicamente. Apos
o periodo, as amostras de filmes foram drenadas e reacondicionados na estufa para
nova secagem a 105 £ 2°C por 24 horas para aferigdo da massa restante (Msy).
A solubilidade em agua dos filmes foi calculada em porcentagem usando a seguinte
equacao:

Solubilidade(%) = w)ﬂoo (4.4)

Os testes foram feitos em triplicata e calculado a média e o desvio padrao.

4.2.9 Absorcao de Agua

Os ensaios de absorgao de agua foram baseados na norma ASTM D570-98
[109] e realizados no laboratoério de Instrumentagao e Fotonica LIF/COPPE/UFR.J.
Inicialmente. os filmes foram submetidos a secagem em estufa a 50 + 2°C por
24 horas. ApoOs este periodo, os filmes foram acondicionados em dessecador
contendo silica gel, com umidade em torno de 30% para estabilizacao das massas e
arrefecimento das amostras & temperatura ambiente, posteriormente, pesadas (F;)
antes do teste. Feito isto, as amostras foram imersas individualmente em 50 ml de
agua destilada durante 24 horas. Apos este periodo, as amostras foram retiradas
do suporte, o excesso de agua foi drenado delicadamente com papel absorvente e
aferiu-se novamente o peso das amostras (Py). A porcentagem de absor¢ao de agua
foi calculada (média + desvio padrao, n = 3 ) através da equagao abaixo:

Abs(%) = Pf]; F x100 (4.5)

(2

4.2.10 Angulo de Contato

As medidas de angulo de contato dos filmes foram obtidas pelo método de gota
séssil, utilizando o gonidémetro (Ramé-Hart Instrument CO., Estados Unidos) no
laboratorio de Superficies poliméricas e asfalticas PEMM/ COPPE/ UFRJ. Os
dados foram obtidos pelo software DROP IMAGE. 2.4.0.3, em velocidade de 5 frames
por segundo, em intervalos de 10 segundos, durante o tempo total de 120 segundos,
para observar a deformacao da gota. Amostras de filme em triplicata, medindo 10
mm x 10 mm, inicialmente foram mantidas a 25 + 2°C e umidade relativa de 30
+ 2% foram utilizadas para cada analise e o foco da imagem ajustado da mesa de
suporte, da borda dos filmes e o nivel da amostra. Com o auxilio de uma seringa

de 2 ml fixada no suporte acima amostra, uma gota de agua destilada foi colocada
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sobre a superficie do filme para realizacao das medidas. Fotografias da gota sobre
a amostra foram tiradas no primeiro segundo de cada anélise. Todas as medidas

foram calculadas as médias e desvio padrao.

4.2.11 Microscopia de Varredura por Feixe de Hélio
(MEV /HIM)

As amostras de filme com 5 mm de diametro foram aderidas sobre uma fita
de carbono e coladas em porta amostras de aluminio, sem recobrimento. Este
equipamento opera com um feixe de fons de Hélio e estd equipado com um
compensador de carga flood gun. Este tipo de MEV permite a anélise de amostras
isolantes sem necessidade de metalizacao, pois evita o acumulo de carga elétrica na
amostra. As imagens foram adquiridas no laboratorio de caracterizagao de materiais
NULAM/DIMAT no INMETRO utilizando o microscopio ORION (Nanofab, Zeiss,
Alemanha). Operando a 15 kV, 2048 x 2048 pixels, WD 8 mm e Field of View de
15 pm.

4.2.12 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos filmes, dos pds de cacau e do amido em pd
foram obtidos no Laboratorio de Caracterizagdo de superficies (PEMM/ COPPE/
UFRJ), utilizando-se espectrofotometro de infravermelho (Nicolet 6700, Thermo
Scientific, Estados Unidos) com configuracao de Refletancia Total Atenuada (ATR).

1

Os espectros foram obtidos em intervalo de 4000 — 650 cm™", com 256 scans e 4

cm~! de resolucao.

4.2.13 Difragao de raios-X (DRX)

Para avaliacao dos picos cristalinos dos filmes e dos pds de cacau e amido,
utilizou-se o difratémetro de raios X (Miniflex II, Rigaku, Japao) no Laboratorio de
Instrumentacao e Fotonica (LIF/COPPE/ UFRJ). As analises das amostras com 15
mm x 15 mm, foram realizadas operando em uma radiacao CuKa de emissao (A =
0,1542nm) a 30 kV/15 mA a temperatura ambiente, no intervalo angular de 2 a 50°

20 em modo de varredura continua e velocidade 1 °/min.

4.2.14 Ensaios de tracao

Os filmes foram submetidos ao ensaio mecéanico de tracao, baseado na norma
ASTM D882-10 [110] em uma maquina de ensaio universal (AGS-X, Shimadzu,

Japao) no Laboratorio de Aditivos Poliméricos para Produgao de Petroleo
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(LADPOL/PEMM/COPPE/UFRJ), com célula de deslocamento de carga de 10
kN, operando em velocidade constante de 4 mm/min com espago entre garras de 30
mm. Os dados foram obtidos através do software Trapezium Lite X e tratados no
Origin 9.0, para determinar a tensdo méaxima (o), a tensao de escoamento, o médulo
de Young (E) e o alongamento na ruptura (¢). Os corpos de prova foram cortados
com auxilio de um bisturi a partir de um molde de acrilico, no tamanho 50 mm x
15 mm e aferidos com um micrometro digital. Antes dos testes, as amostras foram
previamente mantidas em temperatura controlada de 24°C e umidade relativa de
50% durante 48 horas, como especifica a norma. Os ensaios foram realizados em

quintuplicata, em temperatura de 25°C e umidade relativa de 50%.

4.2.15 Ensaios Microbiolb6gicos

A avaliacao do potencial de inibicao de crescimento bacteriano dos filmes,
foi baseado no trabalho de CALATAYUD et al. [§] com algumas modificagdes.
Os ensaios foram realizados no Laboratério de Instrumentacao e Fotonica
(LIF/COPPE/ UFRJ). Fragoes de 0,25 g de filme contendo cada amostra de
cacau nas concentracoes 2%, 5% e 10%, foram expostos a cultivos de bactérias
gram-positiva (S.aureus) e gram-negativa (F.coli). Estes microogranismos foram
escolhidos com base em trabalhos anteriores que também investigaram o potencial
antimicrobiano de polifendis [100, TTTHIT3| além de serem de facil manipulagao e
obtencao de estirpes puras.

As culturas bacterianas foram preparadas de acordo com a metodologia CLSI
MO07-A9 [114]. As duas espécies foram previamente isoladas em placas de TSA,
incubadas a 35 4+ 2°C durante 18 horas. A partir deste crescimento, algumas coloénias
foram transferidas para 10 ml de caldo BHI e incubadas por aproximadamente duas
horas, para as bactérias atingirem a fase exponencial de crescimento. Apos este
periodo, foi aliquotado em 9 ml de solu¢ao salina 0,85% uma quantidade suficiente
para obter uma solugao bacteriana com densidade 6ptica (D.O.) entre 0,08 - 0,1, a
625 nm, que corresponde a Escala de McFarland 0,5. Esta solugao bacteriana foi
diluida serialmente até 10° cels/ml, com D.O. de 0,02 em 625 nm. Desta diluicao,
100 pl foram inoculados em tubos com 10 ml de BHI + 0,25 g de filme e foram
incubados a 35 4 2° por 18 horas para leitura da absorbancia.

A estimativa das células bacterianas (células/ml (x 10%)), foi obtida através de
uma curva de calibracao utilizando o padrao da escala MacFarland, tubos n® 0,5 a
n° 8, em cada densidade 6ptica correspondente. O controle positivo consistiu em um
tubo contendo in6culo bacteriano e o controle negativo apenas com meio de cultura
e outro com uma aliquota de filme, sem in6culo. Todo experimento foi realizado em

triplicata e os resultados foram analisados estatisticamente no programa Graphpad
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Prism (Version 8.02) através da anélise de variancia (ANOVA) com p<0,05, Teste
de Tukey, com confianga de 95% e célculo da concentragao inibitoria para 50% da

populagao bacteriana (ICs).
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Capitulo 5

Resultados e Discussoes

5.1 Distribuicao granulométrica

Os valores de DG das amostras de cacau em p6, podem ser visualizados na Figura
.1 e apartir desta, foram descritos na Tabela [5.1]
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Figura 5.1: Distribui¢do dos tamanhos de particulas dos pos de cacau NAT-F (A),
NAT-C (B) e¢ IND (C) nao sonicado (NS) e sonicado (S), com destaque para
reducgao das particulas nas amostras de NAT-C e IND apds o processamento.
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Tabela 5.1:  Resultados de distribuicao granulométrica antes e depois do
processamento de ultrassom. *NS = Nao Sonicado/ S = Sonicado

Cocoa D10 (gm) | D50 (ym) | D90 (um) | D[4.3] (um) | Span (um)
NAT-F (NS) 2,58 34,54 493,76 165,39 14,22
NAT-F (S) 1,86 19,89 337,88 75,98 16,89
NAT-C (NS) | 24,96 50,80 543,39 193,36 10,21
NAT-C (S) 4,13 30,61 63,88 32,00 1,95
IND (NS) 3,64 16.24 291,33 69,92 771
IND (S) 2.84 15,57 70,07 28,50 432

O processamento dos pos de cacau em banho de ultrassom foi testado com o
objetivo de facilitar a libera¢ao dos polifendis [I01], reduzir o tamanho e promover
uma melhor incorporacao particulas de cacau na matriz de TPS para tornar o
filme o mais homogéneo possivel, pois esta caracteristica interfere diretamente nas
propriedades dos filmes [63].

Observando as distribuigoes polimodais (Figura o cacau NAT-F apresentou
variacoes de reducao de tamanhos de particulas, aproximadamente, de D10 em 30%,
D50 em 43%, D90 em 32% e diametro médio em 55%. O cacau NAT-C variou D10
em 84%, D50 em 40% e D90 em 89% e didmetro médio em 84% e os granulos de
cacau IND variaram D10 em 22%, D50 em 5% e D9 em 76% e o diametro médio em
60%.

Em relacao as particulas menores, o cacau NAT-C apresentou o maior indice
de D10 e D50, enquanto as outras duas amostras, apresentaram tamanho de
particula menores destes parametros apos o processamento. Embora o NAT-F
tenha apresentado também os menores tamanhos de particulas, ainda havia maiores
tamanhos de granulos grosseiros e nao houve melhora na dispersao de particulas
e a reducao do D90 foi menor comparado com as outras duas amostras de cacau.
Isto pode ter ocorrido devido ao cacau NAT-F nao ter sido submetido a torrefagao
como o cacau IND ou média temperatura de secagem (42°C) como o cacau NAT-C,
estes processos de secagem a partir de temperaturas médias constantes, reduziriam
a adstringéncia e a gordura total das sementes. A maior quantidade de gordura,
pode ter proporcionado maior resisténcia dos granulos, além da possivel formacao de
aglomerados. Por estes fatores, houve o aumento no indice de Span, que demonstrou
comprometimento na uniformidade dos tamanhos dos granulos [103], 115, 116].

Por outro lado, as outras amostras de cacau apresentaram melhor uniformidade,
com redugao do indice de Span (que quanto maior representa a heterogeneidade nos
tamanhos das particulas) em 81% (NAT-C) e 76% (IND) além da consisténcia nos
tamanhos de particulas e redugao do diametro médio. De maneira geral, houve a

reducao no tamanho de todos os granulos apds o processamento por ultrassom.
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5.2 Quantidade de polifenéis totais

Os resultados de quantificagao dos polifendis totais das amostras de cacau em
po6 obtidos neste estudo foram calculados a partir de uma curva de concentracao de
acido galico pela densidade optica (D.O.) em concentragoes na faixa entre 0,05 e 1,0

mg/ml que pode ser observada na Figura , com sua respectiva equacgao.
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Figura 5.2: Curva de calibracao de acido galico (mg/ml), utilizada para quantifica¢ao
de polifenodis dos pos de cacau (ABS 725 nm).

As amostras de cacau extraido submetidas a reacao de Folin foram medidas a
absorbancia a 725 nm e seus valores de concentragao calculados a partir da curva
e convertidos para mg (GAE)/g, a partir da féorumla descrita na equagao 4.2 (item

4.2.4) e suas respectivas concentragoes foram descritas na Tabela .

Tabela 5.2: Quantidade de polifendis totais mg (GAE) /g das trés amostras de cacau

de cada replicata, com suas respectivas médias e desvios padrao.

Cacau | n; n, n; | média £+ desvio

NAT-F | 4,39 | 4,64 | 5,24 4,75 + 0,32

NAT-C | 8,63 | 8,80 | 8,90 8,77 + 0,09
IND 7,97 | 8,04 | 7,89 7,97 £ 0,05

O cacau natural (NAT-F) apresentou a menor quantidade de polifendis (4,75 +
0,32) em relagao ao NAT-C (8,76 + 0,09) e IND (7,97 & 0,05), o que foi discordante
de outros trabalhos, em que geralmente o cacau menos processado contém a
maior quantidade de polifendis ap6s a fermentagao das sementes [ST, 117, 118].
Este resultado pode ser devido as sementes de cacau NAT-F nao terem sido
desengorduradas e devido a menor area superficial pela formacao de aglomerados
de particulas e granulos grandes, o que corrobora com os resultados de distribuicao

granulométrica do cacau NAT-F. Neste caso, o processamento por ultrassom com
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etanol 80% pode nao ter sido suficiente para extrair a maior quantidade de polifenoéis
desta amostra.

Outra possibilidade é de que a terceira fase da fermentagao possa ter sido
comprometida durante a agao das bactérias de acido acético e/ou durante a secagem
ao sol do cacau NAT-F. E possivel que a umidade no interior das sementes nao
tenha sido reduzida de forma efetiva devido a temperatura do processo nao ter sido
constante (Assim como o NAT-C, que foi seco a temperatura constante de 42°C).
Estes fatores podem ter comprometido a reacao de liberagao dos polifendis ativos e
aumentado a agao enzimatica da polifenol oxidase (catecol) devido a intera¢ao com
oxigénio, acelerando o processo de degradacao dos polifenois totais [81], 119, 120].

Além disso, a quantificagao de polifenois pode sofrer variagoes ou interferéncias
dependendo da origem, fragmentacao do material, método, tempo, tipo de extragao
ou de solventes utilizados no processo [98, [121]. Diversos estudos utilizaram solventes
como n-hexano, acido acético, metanol, cloroférmio e acetona [99, [100], [122-H124]
para desengordurar as amostras ou através de reacoes de hidroélise em pH acido para
promover a maximizagao da quantidade de polifenois extraidos [T17, 120].

No entanto, para este estudo, o etanol foi escolhido como solvente [101], 102, 104],
pela sua baixa toxcidade e boa compatibilidade com os polifenéis, permitindo a
extracao quando submetido a temperatura média. Além disto, a quantificacao teve
como objetivo mensurar um valor real aproximado de polifenéis contidos nas solugoes
hidroalcodlicas submetidas ao processamento de ultrassom e que foram incorporadas

diretamente aos filmes com menor quantidade de etapas e interferentes possiveis.
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5.3 Caracteristicas fisicas e aparéncia dos filmes

O filme de amido TPS produzido com glicerol apresentou morfologia mais
uniforme e homogénea, translicida e apresentaram maior flexibilidade em relagao
aos filmes produzidos com cacau. Os exemplares de filmes finalizados TPS e com

2% de cada tipo de cacau podem ser observados na Figura |5.3

i

TPS/NAT-F 2% TPS/NAT-F 5% TPSINAT-F 10%

TPS/NAT-C 2% TPS/INAT-C 5% TPSINAT-C 10%

TPS/IND 2% TPS/IND 5% TPS/IND 10%

Figura 5.3: Exemplares de filmes produzidos: TPS (Controle) e TPS/cacau 2% e
as amostras de todos os filmes com cacau para comparagao.

Os filmes com cacau, de forma geral, apresentaram-se levemente opacos, com
boa maleabilidade, resisténcia & manipulacao e ao corte. Entretanto, foi possivel
observar que a solubilidade e dispersibilidade de cacau NAT-F na matriz de TPS
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foi inferior, em relacao as outras amostras, ja que foi possivel observar granulos
dispersos ao longo do filme nas 3 concentragoes produzidas (2, 5 e 10 %). Isso
pode ter ocorrido devido a concentragao maior de gordura além de aglormeragao
dos granulos menores [116], concordando com os resultados de granulometria.

Os filmes contendo cacau NAT-C apresentaram boa dispersibilidade e poucas
particulas visiveis nos filmes em todas as concentracgoes. Os filmes produzidos com
cacau IND demonstraram melhor homogeneidade em relagao as outras amostras,
sendo visivel apenas alguns granulos dispersos na matriz dos filmes com 10%. Uma
tonalidade de marrom mais escura foi observada nos filmes com cacau NAT-C e
IND, mais acentuada nos filmes contendo 10% de IND, o que pode ser devido ao

processamento indutrial de alcalinizagao [125].
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5.4 Espessura, densidade e teor de umidade

Os resultados obtidos das espessuras dos filmes, densidade e teor de umidade
estao apresentados na tabela

Tabela 5.3: Espessura (Esp), densidade (D) e teor de umidade (U) dos filmes
produzidos (média £ desvio).

Filmes Esp (mm) D (g cm™3) U (%)

TPS 0,22 + 0,004% | 1,54 4+ 0,02¢ 23,06 + 0,99°
TPS/NAT-F2% | 0,23 + 0,004%% | 1,37 £ 0,06% 19,27 + 0,87%
TPS/NAT-F5% | 0,23 £ 0,004%% | 1,18 + 0,02% 17,57 + 0,62°7
TPS/NAT-F10% | 0,24 4+ 0,004% | 1,46 + 0,05% 21,96 + 1,44
TPS/NAT-C2% | 0,22 4+ 0,004° | 1,39 + 0,029 18,75 + 0,51°
TPS/NAT-C5% | 0,23 £ 0,004 | 1,32 + 0,02° 15,47 + 0,497
TPS/NAT-C10% | 0,24 & 0,004* | 1,07 £ 0,03° 14,76 + 0,657
TPS/IND2% | 0,23 + 0,004 | 1,38 £ 0,019 19,12 4+ 0,53%
TPS/IND5% | 0,24 + 0,004%® | 1,30 & 0,01 16,80 + 0,54
TPS/IND10% | 0,24 & 0,004* | 1,07 £ 0,01¢ 15,41 + 0,417

*As letras diferentes (a-e) na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Os filmes TPS apresentaram a menor espessura, maior densidade e teor
Resultados

semelhantes foram reportados no trabalho de SONG et al. [126], que produziram

de umidade em relacao aos demais filmes produzidos com cacau.

filmes de amido de milho e de trigo para avaliar o efeito do 6leo essencial de limao
e do surfactante sobre as propriedades fisicas e antimicrobianas dos filmes. O filme
controle demonstrou menor espessura e maior quantidade de agua retida em relagao
aos filmes contendo 6leo essencial e um dos surfactantes Span ou Tween, em todas
as concentragoes.

No estudo de TRAVALINI et al. [127] foram desenvolvidos filmes de amido de
mandioca reforgados com nanofibras de lignocelulose de bagaco de mandioca e foram
comparados com um TPS controle com glicerol. Nos resultados da pesquisa, os filmes
TPS apresentaram maior densidade e menor espessura em relacao aos outros dois
tipos em todas as concentragoes testadas, o que também concorda com os resultados
deste estudo.

TARIQUE et al. [128] e colaboradores investigaram o efeito do glicerol em filmes
biopoliméricos de amido de araruta e os filmes com a maior quantidade de glicerol
(45%), demonstraram a maior retencao de agua. Este fato ocorreu devido a agao
do glicerol, que proporcionou um maior efeito de plastificagao, pela presenga dos
grupos hidroxila que possuem maior afinidade com a agua e permitiram a retengao
das moléculas por de ligagoes de hidrogénio.

O mesmo efeito ocorre nos resultados de HAZROL et al. [63], que produziu filmes

de amido com sorbitol e glicerol com diferentes concentragoes e combinagoes. Os
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filmes com 45% de glicerol apresentaram maior retencao de umidade.

Comparando as concentragoes de cacau, foi observada dose resposta inversamente
proporcional conforme aumentou-se a quantidade de cacau nos filmes, os valores de
umidade e densidade foram reduzidos em relacao ao controle. No entanto, os filmes
TPS/NAT-F 10% demonstraram uma aproximagao dos valores de TPS, em relagao
a umidade e densidade, isto pode ter ocorrido devido formacao de aglomerados das
particulas de cacau na superficie, induzida pelo nao desengorduramento do cacau
NAT-F durante o processamento de ultrassom, além da maior quantidade de fibras
naturais, o que pode ter favorecido maior retencao de umidade.

No estudo de PETIT et al. [129], que investigaram o efeito de "caking” (que os
granulos se tornam "pegajosos") durante o armazenamento de pds de cacau com
diferentes concentragoes de gordura e fibras. Os resultados demonstraram que os
pds com a maior quantidade de fibras e gordura sao propensos a aglomeragoes e/ou
precipitacao da gordura permitindo condensacao da agua na superficie dos granulos,
dependendo da temperatura de armazenamento.

Os filmes de cacau TPS/NAT-C e TPS/IND 5 e 10% apresentaram o menores
indices de umidade em relagao aos demais filmes como cacau, provavelmente devido
uma melhor dispersao das particulas e seus tamanho mais uniformes na matriz
dos filmes, o que concorda com os resultados de granulometria. Além disso,
a interacao da matriz polimérica com o material particulado e a precipitacao
dos polifendis do cacau para superficie devido a agao da solugao hidroalcoodlica
utilizada para auxiliar na extragao os polifenois, podem ter contribuido para redugao
dos grupos carboxilicos disponiveis que interagiriam com a agua, promovendo,
consequentemente, a diminui¢ao umidade retida nos filmes.

Resultados semelhantes foram observados no trabalho de RIAZ et al. [130], que
produziram filmes de embalagens ativas de alimentos & base de quitosana/gelatina
contendo nanoparticulas de casca de maca. Conforme aumentou-se a concentragao
de nanoparticulas e polifendis nos filmes, houve redugao nos indices de retencao de

agua e inchamento dos filmes, além do aumento significativo da espessura.
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5.5 MEV/HIM

As imagens de HIM revelaram que a superficie dos filmes TPS é mais homogénea,
em relacao aos filmes que continham cacau, devido a acao do plastificante e a

eficiéncia da gelatinizagao, como pode ser visto na Figura[5.4]

TPS

TPS/NAT-F 2% TPS/NAT-F 5% |~ TPS/NAT-F 10%

TPS/NAT-C 2% TPS/NAT-C 5% TPS/NAT-C 10

TPS/IND 2% TPS/IND 5% TPS/IND 10%

Figura 5.4: Imagens de MEV /HIM dos Filmes TPS e TPS/cacau.

Nos filmes com cacau, foi possivel observar que conforme aumentou-se
as concentragoes, apresentavam maiores irregularidades na superficie.  Como
observados nos resultados de DG, os tamanhos de particula foram variados nos filmes
com NAT-F (300 nm até 5um), NAT-C (490 nm - 3,5 gum) e IND (380 nm - 3 pum).
Os filmes com 2 e 5 % de cacau das trés amostras, demonstraram boa dispersibilidade

das particulas. Nos filmes com cacau NAT-F e IND estas concentragoes mostraram
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particulas menos espacadas na matriz em comparacao aos filmes com cacau NAT-C,
nas mesmas concentragoes.

Além disso, os filmes com cacau NAT-C apresentaram menos particulas visiveis
na superficie, no entanto, demonstraram os formatos de particula mais regulares
e arestas arredondadas em sua maioria. Isto pode ser explicado devido ao menor
processamento do cacau NAT-C, pois ele possui menor indice de gordura comparado
ao NAT-F e nao foi tratado com alcalinizantes, como o IND. Nos trabalhos de
SHITTU e LAWAL [I16] e DYER [I31], estes dois tipos de processamentos foram
descritos por possivelmente proporcionarem um aumento de resisténcia dos pos de
cacau menos refinado (com maior indice lipidico) e ao p6 tratado com alcalinizantes
ao processamento em banho de ultrassom.

Como o cacau NAT-C foi tratado apenas com uma temperatura intermediaria
de secagem para reducao do teor de gordura, sem adicao de outros compostos, isto
pode ter contribuido para os formatos mais uniformes do cacau particulado. Além
disso, a acao da solugao hidroalcodlica durante a incorporacao do cacau a matriz
biopolimérica, também pode ter favorecido a boa interacao do cacau com o amido
gelatinizado.

No estudo de LIU et al. [I32], o processamento por ultrassom foi utilizado
para obtencao de particulas uniformes e proporcionou a melhora nas propriedades
de filmes antimicrobianos com base de PVA e polifendis de cha preto. Nos
filmes TPS/IND 10%, foi possivel observar menor aglomeragao, contrario ao filme
TPS/NAT-C 10%, que apresentou algumas porgoes de aglomerados e o TPS/NAT-F
10%, no qual eram perceptiveis os fragmentos de granulos maiores e uma maior

quantidade de aglomerados de particulas menores em relagao aos outros filmes.
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5.6 DRX

Para estudar a variacao de cristalinidade dos pos de cacau, amido e dos filmes,

os difratogramas obtidos por DRX podem ser observados na Figura 5.5
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Figura 5.5: Difratogramas de raio-x de a) amido e as trés amostras de cacau em po;
and b) Filmes TPS e TPS/cacau.

Nos difratogramas dos pos (Figura[5.5h), o amido (AMIDEX 3001) demonstrou
o padrao de cristalinidade tipo-A, visto nos picos em 2 § = 15°, 17.8 ° (pico duplo),
19.3° e 23°, que sao caracteristicos de cereais nativos. Estes padroes também foram
observados nos trabalho de MA et al. [69], FLOREZ et al. [71] e THIRE et al. [133].
As trés amostras de cacau NAT-F, NAT-C e IND apresentaram padroes de
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cristalinidade com variagoes na intensidade dos picos em 2 6 = 19.3°, 22°, 23%
24°, que representam os cristais polimoérficos tipo 8 do cacau e estao relacionados
ao teor de gordura e temperatura de processamento dos pos. Quanto menor o
processamento, maior a intensidade do pico. Logo, foi observada a maior intensidade
no p6 de cacau NAT-F, reduzido em NAT-C e IND, respectivamente, devido ao
processamento em temperaruta média e alta, o que reduziu o teor de gordura. Estes
padrdes corroboram com os resultados dos trabalhos de JACQUOT et al. [134] e
PALMIERI e HARTEL [135], que estudaram a cristalinidade com foco na quantidade
de gordura no pd e na manteiga de cacau, em variadas temperaturas.

Nos difratogramas dos filmes (Figura [5.5p) foi possivel observar variagoes nao
significativas, que nao foram suficientes para alterar os padroes cristalinos de todas
as amostras. Na gelatinizacao da solugao aquosa de amido, que envolve aumento
de temperatura e cisalhamento, os granulos de amido se rompem e perdem a
organizacao estrutural das cadeias de amilose e amilopectina. Quando esta solugao
é resfriada, inicia-se o processo de retrogradacao e as cadeias desordenadas sofrem
reassociagao |27, B3] [71) [136]. Este processamento altera o padrao de cristalinidade
dos filmes e também devido as intercalagoes com o plastificante ou outros compostos,
como os polifendis, adicionados aos filmes [137]. Os picos observados em 2 6 =
17°e 22°, sao correspondentes a cristalinidade tipo B, padrao em filmes de amido
gelatinizado, devido a recristalizagao principalmente da amilose, que ocorre mais
rapido em relagao a amilopectina [33].

O padrao do pico encontrado nos filmes em 2 § = 20°, podem ser atribuidos a
cristalinidade tipo Vg, que se formam apos a gelatinizagao, durante o resfriamento
da solugao gelatinizada, decorrente da intercalagdo da amilose com lipidios (acidos
graxos ou glicerol) e outros componentes organicos apolares adicionados ao sistema
polimérico e resultam em ligacoes de hidrogénio, hélices e estruturas cristalinas ou
complexos amido-lipidio [27, B3, 138]. Neste caso, quando adicionado o extrato
de cacau aos filmes, este pico cristalino esta associado também a intercalacao dos
polifenéis do cacau com a agua entre as cadeias de amilose. As ligagoes de hidrogénio
formadas, podem ser impulsionadas pelas for¢as de London [139] e com amilopectina
através das cadeias laterais por ligagoes de hidrogénio por forgas de van der Waals
[140]. Resultados semelhantes foram reportados em diversos estudos de filmes de
amido com plastificante e/ou compostos fendlicos variados [63], 69, 133, T4THI43].

Em rela¢ao aos filmes TPS/NAT-F, houve um deslocamento nao significativo
em 2 0= 20° de 0,4°, comparado ao TPS. O mesmo ocorreu com os padroes dos
filmes TPS/NAT-C 2 e 5%. Além disso, o perfil de cristalinidade apresentou um
leve aumento, nao significativo dos picos nos perfis de TPS-NAT-F 2% e mais sutis
em TPS/NAT-C 2 e 5%, pois o padrao tipo Vg pode estar relacionado com o

aumento interplanar, devido a maior periodicidade das intercalagdes dos polifenoéis
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com a agua entre cadeias de amilose, juntamente com o glicerol, assim como descrito
no trabalho de BORDENAVE et al. [139], GIUBERTI et al. [144] e ZHAO et al.
[142]. Nos filmes TPS/NAT-F 10%, os padrdes sofreram uma sutil deformagao nao
significativa dos picos, o que pode ser atribuido a aglomeracao das particulas de
cacau [I45]. Os perfis de cristalinidade dos filmes TPS/IND e TPS/NAT-C 10 %,

nao demonstraram alteragoes significativas em relagao ao TPS.
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5.7 FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos para investigar a miscibilidade dos

componentes dos filmes e podem ser estudados na figura [5.6]
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Figura 5.6: Espectros de FTIR de: a) amido e as trés amostras de cacau em po;
and b) Filmes TPS e TPS/cacau.

Nos resultados foi possivel observar as principais bandas relacionadas ao grupo
fenol em 3300 cm ™! com alta intensidade referente ao estiramento de -OH, atribuidas
a quantidade de agua e de ligacoes de hidrogénio em maior intensidade no espectro do

amido em po6 e em todos os filmes. Estas bandas também sao reportadas no trabalho
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de HAZROL et al. [63], FLOREZ et al. [T1], TRAVALINI et al. [127], ZHANG e
ZHANG [I46]. Em relagao cacau, este banda é relatada nos trabalhos de LESSA
et al. [147], INDIARTO et al. [122] e BATISTA et al. [I48] e pode estar relacionada
com a atividade antioxidante do cacau, devido a capacidade sequestrante do radical
livie DPPH e a atividade de redugao do fon férrico.

Nos espectros dos filmes, foi possivel observar um breve difereca aumento nesta
banda, referente a absorcao das moléculas de 4gua, nos filmes contendo cacau
comparado ao TPS. Este resultado significa que os filmes com cacau possuem menor
taxa de agua retida, o que se assimila aos resultados de teor de umidade dos
filmes. Estas bandas também sao observadas em diversos trabalhos da literatura
[63, [71), 127 [136], [149].

Nas regioes em 2920 e 2850 cm™! apresentaram bandas correspondentes ao
estiramento assimétrico e simétrico das vibragoes de C-H do anel aromatico, e seriam
devido as vibragoes de alongamento dos grupos CHs e CHsy, dos acidos graxos ou
lignina de gordura vegetal [I50]. conforme ha reducao da gordura e das fibras devido
aos processamentos do cacau e do amido, hé reducgao da intensidade dos picos, tanto
nos poés, quanto nos filmes. Estes padroes foram observados igualmente no trabalho
de GOMEZ HOYOS et al. [I51] e MENDES et al. [149].

Na banda de 1735 cm™!, presente apenas nos pos e nos filmes com cacau, sao
relacionadas a vibracao de alongamento das ligacoes C = O da ligacao éster do
grupo carboxilico dos triglicerideos ou pode esté associada aos grupos acetil e éster
devido a presenca de pectina ou hemiceluloses do cacau, como descrito na pesquisa de
AKINJOKUN et al. [152] e GOMEZ HOYOS et al. [I51]. No trabalho do KANEKO
et al. [153], esta banda foi atribuida a presenga triacilglicer6is em diferentes pontos
de barras de chocolate com alto teor de manteiga de cacau. Também foi observada
no trabalho de GRILLO et al. [I54], que mapeou os componentes de casca e
sementes de cacau in natura originarios do Equador. A reducao da intensidade desta
banda no cacau IND em p6, pode estar associada ao tratamento com alcalinizante,
como foi descrito no trabalho de AKINJOKUN et al. [I52], que isolou a celulose
nanocristalinas de biomassa de vagens de cacau.

Em 1650 cm ™!, a banda ¢ atribuida ao estiramento da ligacao dupla alongamento
de carbonil (C = O) do cacau [I50]. De acordo com TRAVALINI et al. [127], esta
banda pode estar associada a quantidade de agua retida nos filmes, referente aos
grupos OH.

Na regidao de 1010 ecm™!, podem ser atribuidos ao estiramento de C - O, do
grupo C - O - C no anel anidroglucose do amido. Sua intensidade tem variagoes
quando hé interagao do amido com os grupos funcionais do glicerol e foi relatado em
outros trabalhos da literatura [147, T55HI58]. De acordo com ZHANG et al. [156],

esta banda também caracteriza a capacidade de inibir a retrogradagao do amido.
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Quanto menor a proporc¢ao, mais forte é a capacidade de inibir a retrogradacao
e estd relacionado diretamente com a cristalinidade dos filmes, o que concorda
com os resultados de DRX, em que os filmes TPS/IND demonstraram um padrao
discretamente menor de cristalinidade em relagao aos filmes TPS.

Foi observado a partir da analise dos filmes que nao houve alteragoes negativas

nas interacoes entre o amido e o cacau a partir das bandas encontradas.

5.8 Ensaios de tracao

Os ensaios de tragao consistem na aplicacao de uma forga uniaxial em um corpo
de prova que é estendido a uma velocidade constante até a sua ruptura e testaram
a resisténcia dos filmes com e sem refor¢o dos extratos de cacau.

Os corpos de prova foram preparados de acordo com a ASTM D-882 10 [110].
Como nao havia molde especifico para esse tipo de filme, os cortes foram feitos
cuidadosamente com um bisturi a partir de um molde de vidro no tamanho de 50

mm x 15 mm, aferidas com o micrémetro digital e mantidas sob umidade controlada

48 horas antes dos ensaios, como é possivel observar na Figura [5.7]

Figura 5.7: Preparo dos corpos de prova para os ensaios de tragdo: A) Aferigao
de tamanho B) Armazenamento dos corpos de prova em temperatura e umidade
controladas 48 horas antes do ensaio.

Nestes testes foram aferidos a tens@o méxima (o) suportada pelo material; o
limite de escoamento (LE), que determina a tensdo suportada no escoamento das
cadeias poliméricas elasticamente. A partir deste ponto, o escoamento € irreversivel,
o modulo de Young ou de elasticidade (E) , que consiste na razao entre a tensao e
a deformacao e mede a rigidez do material; e o alongamento na ruptura (€), que é o

quanto o material deformou até o rompimento. Estes resultados foram descritos na

Figura[5.§ e na Tabela [5.4]
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Figura 5.8: Graficos representativos dos resultados dos ensaios mecéanicos dos filmes
com as letras (a-e) demonstrando a significancia estatistica quando sao diferentes (p
< 0,05).

Com os resultados, foi possivel observar que os filmes TPS/NAT-F apresentaram
maior resisténcia a tracao nas concentracoes de 2 e 5% em 149 e 151% em relacao
ao TPS (Figura [5.9A), respectivamente, com a maior tensao média e médulo de
elasticidade e menor ductilidade. E possivel que a melhor dispersao das menores
particulas de cacau, que possuem maior energia de superficie [I59] ou, durante a
incorporacao da solugao hidroalcodlica no amido gelatinizado, a agao do etanol como
nao solvente do amido possa ter proporcionado a precipitacao de nanoparticulas que
se envolveram a superficie dos granulos de cacau dispersos e isso tenha contribuido
para este resultado.

Outra hipotese é de que a menor quantidade de polifenéis e possivelmente maior
quantidade de celulose, lignina e compostos lipidicos do cacau NAT-F, tenham
proporcionado maior resisténcia, aumentando as interacoes com a matriz de TPS,
por ligagoes de hidrogénio. A quantidade de ligninocelulose encontrada em casca de
sementes de cacau correspondem a aproximadamente de 30% da composicao como
foi observado no estudo de DAUD et al. [160] e é reduzida conforme o cacau é
processado, o que corrobora com os espectros de FTIR e DRX deste estudo.

No trabalho de BHAT et al. [161], foram produzidos filmes de amido de sagu com
6leo de palma e pequenas quantidades de ligninina e os resultados demonstraram

que mesmo com uma alta concentragao de acidos graxos, a lignina conseguiu
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Tabela 5.4: Valores de tensao maxima (), a tensao de escoamento (TE), o médulo
de Young (E) e o alongamento na ruptura (¢) dos filmes TPS e TPS/cacau expressos
em média + desvio padrao.

Films o (MPa) LE (MPa) Y (MPa) € (%)
TPS 1,58 £ 0,06° | 0,44 + 0,02° | 12,29 + 1,93¢ 36,17 + 3,22¢
TPS/NAT-F 2% | 3,89 £ 0,15 | 1,22 £ 0,05° | 71,41 £ 12,13 18,64 + 1,74%
TPS/NAT-F 5% | 3,92 + 0,18 | 1,37 & 0,08* | 75,97 + 8,32¢ 20,67 + 2,16°¢
TPS/NAT-F 10% | 1,84 4+ 0,15% | 0,54 + 0,049 | 25,71 4 3,29 15,05 + 1,98°
TPS/NAT-C 2% | 2,03 £ 0,097 | 0,56 + 0,06% | 29,71 &+ 1,97° 26,50 + 1,31°
TPS/NAT-C 5% | 2,20 + 0,09° | 0,57 + 0,07% | 31,21 &£ 2,40° | 23,03 + 2,15
TPS/NAT-C 10% | 2,05 4+ 0,07¢ | 0,51 £ 0,06% | 33,34 + 5,25° 18,90 + 2, 337
TPS/IND 2% 2,52 + 0,26°¢ | 0,63 + 0,087 | 35,60 + 3,08° 24,93 + 2,92b¢
TPS/IND 5% 2,59 + 0,24° | 0,86 & 0,05° | 38,56 & 2,77° 21,25 4 2,08°¢
TPS/IND 10% 3,72 £ 0,23% | 1,34 + 0,04%° | 77,08 + 10,33% | 20,41 + 2,56

*As letras diferentes (a-e) na mesma coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05).

reforcar mecanicamente os filmes, aumentando a tensao para ruptura e reduzindo
a deformacao conforme aumentou-se a concentracao. Os mesmos resultados foram
observados no estudo de CALGERIS et al. [162], que utilizou a partir de 1% de
lignina de casca de avela em filmes de amido com liberagao de farmaco e na pesquisa
de TRAVALINTI et al. [127] citado anteriomente, também apresentaram aumento da
resisténcia mecanica em baixas concentragoes de ligninocelulose.

O contrario foi observado no TPS/NAT-F 10%, que mesmo apresentando um
desempenho 18% maior em relagdo ao TPS (Figura ), apresentou menor de
resisténcia a tragao comparado aos outros filmes com cacau, nas concentracoes de 2
e 5% e com os parametros de tensao maxima, de escoamento e modulo elastico mais
proximos do TPS, exceto pela deformacao até o ponto de ruptura que se demonstrou
menos ductil em relacdo a todos os demais filmes. E provavel que este fenémeno
tenha ocorrido devido a aglormeracgao das particulas e a maior heterogeneidade dos
granulos.

Este resultado concorda com a pesquisa de VEIGA-SANTOS et al. [10], que
desenvolveram embalagens biopoliméricas com acao antioxidante, com base de
amido de mandioca combinados com extratos de café e cacau. A heterogeneidade
observada na distribuicao dos compostos nos filmes com maior concentragao,
proporcionou uma redugao na resisténcia a tracao e no alongamento na ruptura. Na
pesquisa desenvolvida por YOON et al. [T2], que produziram filmes de amido/PVA
com adigdo de particulas de PMMA e no trabalho de ALI et al. [163], que
desenvolveram filmes antimicrobianos & base de amido combinados com casca de
roma, o comportamento se manteve semelhante até uma certa concentragao, que
quando foi muito aumentada, formaram aglomerados de particulas na superficie dos
filmes, que provocou a reducgao da resisténcia mecéanica dos filmes produzidos.

Os filmes TPS/NAT-C demonstraram melhores parametros de resisténcia a
tracdo nas concentragoes de 2 (31%), 5 (40%) e 10% (30%) em relacdo ao
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Figura 5.9: Curvas de tensao x deformacao de um representante de cada tipo de
filme mais proximo das médias obtidas com suas respectivas taxas de reforco em
relagao ao TPS. A) TPS e TPS/NAT-F; B)TPS e TPS/NAT-C;TPS e TPS/IND;

TPS (Figura ), aproximadamente. No entanto, nao apresentaram diferenca
significativa nos resultados entre as amostras de nas trés concentragoes na maioria
dos parametros testados, exceto no alongamento até a ruptura entre as amostras
com 2 e 10%. Além disso, comparado aos filmes com outras amostras de cacau,
apresentaram o menor desempenho nos parametros testados.

Os filmes TPS/IND também demonstraram melhora nas propriedades mecanicas
com aumento da resisténcia a tragao nas concentracoes de 2 e 5%, em torno de 61%
e 66%, respectivamente em relacio ao TPS (Figura [5.9C). Ja os filmes TPS/IND
10%, apresentaram melhora expressiva na resisténcia a tragao em relagao ao filme
TPS, em torno de 138% (Figura ), provavelmente devido a boa dispersao das
particulas de cacau com menos formagao de aglomerados, assim como observado nas
imagens de MEV /HIM, o que pode ter compensado a menor quantidade de outros
compostos de refor¢o, como sugerido nos filmes TPS/NAT-F e/ou a quantidade
maior de polifendis em relacao ao filme de 2 e 5%.

Além disso, pode ter havido uma possivel acao do alcalinizante no refor¢co dos

granulos do cacau IND em p6 [I132] ou a acao do glicerol que pode ter auxiliado na
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dispersao dos polifenois e das particulas de cacau. No trabalho de BAO et al. [164],
foi utilizado o glicerol para realizacao da extragao dos polifendis, funcionando como
6timo dispersante em média temperatura de processamento.

Embora as particulas estivessem bem dispersas e com formatos mais uniformes
nos filmes TPS/NAT-C, o espagamento entre as elas era maior do que os das
particulas observadas no outros filmes, como visto no HIM e o tamanho das menores
particulas de NAT-C era quase o dobro (4,13 pm) do tamanho das menores particulas
das outras duas amostras de cacau (NAT-F = 1,86 ym e IND = 2,84 um), de
acordo com os resutados das andlises granulométricas. Nos filmes TPS/IND, haviam
particulas menores dispersas, como nos filmes TPS/NAT-F, mas com quantidades
menores de fibras e gorduras que possivelmente contribuiriam como reforgo, como
foi descrito em relagao aos filmes TPS/NAT-F 2 e 5%.

A hipotese mais provavel para os resultados de TPS/NAT-C, é de que a
quantidade maior de compostos fenodlicos contribuiu para potencializar o efeito
plastificante, juntamente com o glicerol e a interacao entre eles, também por ligagoes
de hidrogénio [165], além das interagdes dos polifendis com a amilose, o que pode
ter retardado a taxa de retrogradacao nos filmes e isto concorda com os resultados
de DRX.

No trabalho de PINEROS-HERNANDEZ et al. [I66], onde foram produzidos
filmes de amido de mandioca comestiveis com extrato de alecrim, foram observados
resultados semelhantes conforme aumentou-se a concentragao de polifenéis nos
filmes. Além disso, o aumento da quantidade de polifendis reduziu o enlongamento
na ruptura também em relacao ao TPS, como ocorreu nos resultados deste trabalho.
Isto provavelmente foi devido reducao da interacao do glicerol com o amido, o que
consequentemente reduziu a mobilidade das cadeias. Todavia, os polifendis sao
estrutura sensiveis a alteragoes nos processos de extracao, quantidade de acidos
graxos e podem sofrer variagoes nas interacoes com amilose e amilopectina, entao
estas proposigoes nao podem ser absolutas [139, [144] [167, 168].

Outra hipotese que pode ser comentada, é de que o processamento por ultrassom
pode ter reduzido a resisténcia das particulas, o que afeta a estabilidade da rede
polimérica, reduzindo a resisténcia a tragao e o alongamento até a ruptura. Esta
hipotese foi discutida nos resultados de LIU et al. [132], que testou tempos diferentes
de processamento por ultrassom no desenvolvimento de filmes com base de PVA e
polifendis de cha e conforme aumentou-se o tempo de processamento, foi reduzida a
resisténcia dos filmes mecanicamente.

Este fato também refor¢a a condigao encontrada nos filmes TPS/NAT-F 2 e
5%, que apresentaram maior resisténcia mecanica, devido a menor quantidade de
polifenoéis disponiveis na matriz, como descrito nos trabalhos de GIUBERTTI et al.

[144] ¢ BORDENAVE et al. [139] e discutido nos trabalhos de CHOI et al. [167],
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JARAMILLO et al. [5], MELO et al. [169] e corrobora com os resultados de DRX e
quantidade de polifendis totais.

De maneira geral, foi possivel constatar que os filmes TPS possuem menor
resisténcia ao tracionamento, menor modulo de elasticidade e maior ductilidade em
relacao aos filmes reforcados com cacau, que apresentaram, em todos os exemplares,
melhora consideravel nas propriedades mecénicas. Este resultado concorda com
trabalhos anteriores de TRAVALINI et al. [127], que desenvolveram filmes de amido

de mandioca refor¢cados com ligninocelulose.
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5.9 Absorcao e solubilidade dos filmes em aAgua

Nos testes de absor¢ao, que envolveu o acréscimo de massa, e solubilidade, que
envolveu a perda de massa, foram investigadas as interagoes dos filmes com a agua

e os resultados podem ser vistos na Figura [5.10] e na Tabela [5.5]
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Figura 5.10: Absorgao e solubilidade dos filmes em agua. *As letras diferentes (a-f)
sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 5.5: Resultados de absorcao e solubilidade dos filmes em agua de cada tipo
de filme, expressos em média + desvio. *As letras diferentes (a-f) na mesma coluna
sao significativamente diferentes (p < 0,05)

Filmes Solubilidade (%) | Absorcao (%)
TPS 31,81 + 2,28° 95,98 + 5,07°
TPS/NAT-F 2% 26,27 + 0,81° 77,70 £ 3,447
TPS/NAT-F 5% 24,92 + 0,93%¢ 64,21 + 1,82°
TPS/NAT-F 10% 26,37 + 1,88" 90,34 + 6,08%
TPS/NAT-C 2% 26,40 + 0,73° 69,76 + 5,154
TPS/NAT-C 5% 24,59 + 0,83bcd 59,76 + 3,99¢¢
TPS/NAT-C 10% 21,39 + 0,654 48,02 + 2,21f
TPS/IND 2% 27,15 + 0,71° 74,49 + 4,03%
TPS/IND 5% 25,25 4 1,09%¢ 64,37 & 1,744
TPS/IND 10% 22,30 + 0,64°¢ 51,19 4 0,87¢f

Nos dois tipos de teste, foi possivel observar que o filme TPS apresenta a

maior taxa de absorcao e solubilidade em relacao aos outros filmes, apenas nao
houve redugao significativa em relacao ao resultado de absor¢ao comparado ao filme
TPS/NAT-F 10 %. No resultado de solubilidade, mesmo seguindo o padrao de
resultado das demais analises, em que este filme se aproxima dos padroes de TPS,
houve uma redugao significativa, provavelmente devido a grande quantidade de
materiais insoltveis dispersos nos filmes (lipidios, fibras, etc) TPS/NAT-F, nas trés

concentragoes, assim como nao houve diferenca significativa comparado aos filmes

TPS/NAT-F 2 e 5 %.
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Os resultados foram semelhantes ao trabalho de TRAVALINI et al. [127], no
qual foram produzidos filmes de amido de mandioca refor¢ados com ligninocelulose
e comparados com filmes TPS. O aumento de materiais com solubilidade reduzida
(fibras e gordura), contribuiram para redugao dos indices de absor¢ao e solubilidade
em agua, em relacao ao controle. No estudo de ILYAS et al. [108§], filme com base de
amido de palmeira de agucar, refor¢cados com nanofibras de celulose apresentaram
declinio nos parametros de absorc¢ao e solubilidade em agua conforme aumentou-se
a concentracao de nanofibras, devido a redugao no indice de difusao de &gua nos
filmes em relagao ao filme controle.

Nos resultados de absor¢ao, nao houve diferenca significativa entre as
concentragoes dos filmes TPS/NAT-F de 2 e 5%, no entanto, o filme concentrado
em 10% novamente apresentou o padrao semelhante aos resultados do TPS,
demonstrando que possivelmente as aglomeracoes podem ter contribuido para
aumentar as interagoes das moléculas de 4gua com o amido e o glicerol e promoveram
o aumento do inchamento dos filmes, o que concorda com os resutados de HIM e
os trabalhos de YOON et al. [72] e ALI et al. [163], que também observaram o
aumento na taxa de absorcao, devido a aglomeragoes nas matrizes poliméricas de
amido, devido sua capacidade higroscopica.

Os filmes TPS/NAT-C e TPS/IND apresentaram solubilidade decrescente
conforme aumentou-se a concentracao de cacau nos filmes. No entanto, nao
houve diferenca significativa na reducao do indice de solubilidade, quando foram
comparados os filmes nas concentragoes de 2 e 5%. A redugao de solubilidade
nos filmes contendo 10%, foi significativa para o TPS/NAT-C, mas nao foi para
o TPS/IND, comparado as concentragoes mais baixas de cacau. Nos resultados
de absorcao de agua houve uma redugao decrescente significativa entre as trés
concentragoes conforme aumentou-se a quantidade de cacau nos filmes TPS/NAT-C
e TPS/IND.

A hipétese considerada, de que conforme aumenta-se a quantidade de cacau
NAT-C e IND e consequentemente aumenta-se a de polifendis, promove-se também
o aumento das da interacoes dos polifendis do cacau com a amilose, que sao
estabilizadas por ligacoes de hidrogénio, como ja foi mencionado anteriormente
[139, 144, 170, 171], além disso, a solugao hidroalcodlica pode ter induzido a maior
precipitacao destes compostos hidrofébicos para superficie dos filmes e explicaria a
redugao da absorgao e da solubilidade em dgua dos filmes TPS/NAT-C e TPS/IND, o
que concorda com os resultados de quantificacao de polifenoéis e retencao de umidade

dos filmes.
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5.10 Angulo de contato

Neste trabalho o angulo de contato foi utilizado como um indice de hidrofilicidade
das superficies dos filmes produzidos. Quanto maior o angulo, menor hidrofilicidade

da superficie e vice-versa e os resultados deste estudo podem analisados na Figura

[5.17] e na Tabela [5.6] .
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Figura 5.11: Medidas de angulo de contato dos filmes aferidas a cada 10 segundos,
durante 120 segundos e suas respectivas imagens das gotas no primeiro segundo de
analise: a) TPS e TPS/NAT-F; b) TPS e TPS/NAT-C; b) TPS ¢ TPS/IND.

Em todos os resultados obtidos, o filme TPS demonstrou maior hidrofilicidade e
o menor angulo de contato comparado aos outros filmes. A capacidade higroscopica
dos filmes de amido, geralmente é aumentada quando é adicionado glicerol em
alta concentracao na matriz, pois ele interage e aumenta a mobilidade das cadeias
de amido e estas caracteristicas consequentemente aumentam a hidrofilicidade dos
filmes.

Nos estudos de MALI et al. [33], HAZROL et al. [63] ¢ BASIAK et al. [560],
foram empregadas diferentes concentragoes e tipos de plastificantes polidis (sorbitol
e/ou glicerol) em bases de amido termoplastico e comparadas. Os dados obtidos

nestes trabalhos demonstraram que os filmes com 50 % de glicerol, tem sua
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Tabela 5.6: Valores de angulo de contato dos filmes em 1 segundo de anélise e em
120 segundos, expressos em média + desvio.*As letras diferentes (a-g) na mesma
coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Filmes 1 segundo (°) | 120 segundos (°)

TPS 24,4 + 1,059 15,96 + 1,617
TPS/NAT-F 2% | 44,43 + 0,777 35,33 + 0,83°
TPS/NAT-F 5% | 55,23 4 0,45 39,20 + 0,70
TPS/NAT-F 10% | 49,60 + 1,54¢ 31,83 + 2,38¢
TPS/NAT-C 2% | 51,37 + 0,81% 37,80 + 1,35
TPS/NAT-C 5% | 59,43 + 1,75%¢ 44,73 + 3,480
TPS/NAT-C 10% | 76,50 + 2,26° 53,63 + 4,06
TPS/IND 2% 49,70 £ 0,92° 36,37 & 2,92¢
TPS/IND 5% 53,33 4 0,974 37,60 & 3,40°
TPS/IND 10% 60,57 + 1,26° 43,83 £ 3,15°

capacidade hidrofilica aumentada e isso afeta as propriedades de superficie, absorcao,
permeabilidade, entumecimento, mecanica, etc. e estas observagoes concordam com
todos os resultados de TPS deste estudo.

Com a adicao de cacau nos filmes, o carater hidrofébico da superficie foi
aumentado significativamente, assim como o angulo de contato em todas as
amostras, comparada ao TPS. No caso dos filmes TPS/NAT-F 2 e 5% o aumento
do angulo demonstrou comportamento semelhante aos filmes TPS/IND nas mesmas
concentragoes, com uma discreta melhora significativa, conforme decorreu a absorgao
da gota, para os filmes com cacau IND e aumentou um pouco mais nas amostras de
TPS/IND 10%. Embora a quantidade de polifendis nos filmes TPS/NAT-F seja
menor em comparacao aos outros filmes, é provavel que os compostos lipidicos
formados pelos acidos graxos e glicerol, possam ter contribuido para reduzir a
hidrofilicidade da superficie dos filmes [172].

No entanto, embora as amostras de TPS/NAT-F 10% tenham apresentado
melhora significativa em relagao ao TPS, seu angulo de contato decresceu
rapidamente, aproximando-se as medidas das amostras de TPS/NAT-F 2%. Este
comportamento corrobora com os resultados relatados de HIM, DRX, retencao de
umidade, mecanico, absorcao e solubilidade em &gua, provavelmente pela maior
quantidade de aglomerados de particulas dispersas no filme, como ja discutido
anteriormente |72, [163].

Assim como nos outros ensaios de interagdo com a agua, o filme TPS/NAT-C 2,
5 e 10% apresentaram melhor desempenho de carater hidrofobico, com os maiores
angulos obtidos até os 120 segundos de medida, com a menor absor¢ao da gota em
todas concentragoes. Este comportamento consolida os resultados observados de
teor de umidade, absorcao de agua e quantidade de polifendis, pois é provavel que
mais uma vez a maior quantidade de polifenoéis dispersos na matriz tenha contribuido

para estes resultados devido as suas interagoes com as hélices simples de amilose. E
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reforga o conceito de que a solucao hidroalcoolica de extragao dos polifenois possa ter
influenciado na precipitagao de uma maior quantidade de polifenéis para superficie
dos filmes, reduzindo a hidrofilicidade dos filmes [139} 173].

No trabalho de BARROS et al. [170], no qual eles estudaram as interagoes
de taninos e polifendis com amido, os pesquisadores citaram que estas interagoes
sao provenientes de 3-deoxiantocianinas e proantocianidinas de sorgo e foram
aparentemente mais fortes com amido gelatininzado em extratos fenolicos com
maior quantidade de proantocianidina (também contida no cacau). Ja no trabalho
de GIUBERTTI et al. [144], eles relataram a interacdo do amido de mandioca
com éacido ferilico com as cadeias de amilose e o aumento das interacoes de
outros compostos fenolicos também contidos no cacau (acido galico, catequina e
galato de epigalocatequina) em amido gelatinizado, consequentemente aumentando
a hidrofobicidade do amido.

Outra hipotese que pode ser comentada é a de que durante a etapa de adicao do
extrato de cacau na matriz dos filmes (Figura etapa 3), o glicerol também possa
ter contribuido para melhorar a interagao e a dispersao dos polifenéis na solugao
biopolimérica. Tal observagao se baseia nos trabalhos de BAO et al. [164], que
utilizaram o glicerol para um processo de extracao verde de polifendis recuperados
de vagens de sementes de Lotus em temperaturas que variaram entre 40 e 70°C com
alta eficiéncia e na pesquisa de HUAMAN-CASTILLA et al. [I65], que investigaram
o uso do glicerol como co-solvente alternativo na extragao de polifendis a quente e
observaram que os grupos carbonila e hidroxila na estrutura quimica dos polifenois
formaram ligagoes de hidrogénio com os grupos funcionais do glicerol, aumentando
os complexos hidrofébicos.

Observou-se também relagao dose resposta conforme aumentou-se a concentracao
de cacau nos filmes contendo NAT-C e IND nas trés concentragoes e nos filmes
TPS/NAT-F com 2 e 5%. Ou seja, embora os polifendis ndao tenham sido
identificados e quantificados individualmente no presente trabalho, as pesquisas
citadas sugerem que é possivel que, além das ligacoes com as cadeias de amilose,
os polifenéis possam ter sido favorecidos também pelo glicerol e pelo meio
hidroalcodlico, aumentando a sua dispersibilidade na matriz dos filmes e contribuido
para as caracteristicas menos hidrofilicas dos filmes com cacau. Estes resultados
também corroboram com os ensaios mecanicos dos filmes TPS/NAT-C, que
apresentaram menor resisténcia a tragao comparados aos outros filmes com cacau,
devido a maior quantidade de polifendis dispersos e o efeito de plastificacao em

conjunto com o glicerol.
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5.11 Teste antimicrobiano

Os testes antimicrobianos, foram realizados in vitro e consistiram na exposicao
de aliquotas dos filmes TPS e dos filmes reforcados com as trés amostras de cacau em
tubos de meios de culturas enriquecidos, contendo uma representante bacteriana dos
grupos gram positivo (S.aureus) ou gram negativo (E.coli) nas diferentes testagens.

Em todas as andlises, os controles positivos de cada bactéria apresentaram
absorbéancia em torno de 1,0, o que demonstrou crescimento satisfatorio, quando nao
havia nenhum interferente no meio de cultura. Os controles negativos, consistiram
no meio de cultura puro e o meio + uma amostra de filme, sem a presenca de
bactérias. Estes apresentaram D.O. 0,002 abs e o tubo apenas com o meio de
cultura foi utilizado para calibrar o “branco” do espectrofotometro.

Para quantificar o ntmero de células aproximado, a curva de calibragao foi

baseada na referéncia da escala de MacFarland a partir da D.O., observada na

Figura[5.12]
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Figura 5.12: Curva de calibragao da quantidade de células bacterianas pela
densidade optica (D.O.) e seua respectiva equagao.

Nos ensaios contra S.aureus e FE.coli, a quantidade de células bacterianas
obtidas foram descritas na Tabela para cada tipo de cacau e suas respectivas
concentragoes.

Na testagem dos filmes contra S.aureus foi possivel observar nos resultados da
Figura [5.13 e na Tabela 5.7, que nao houve inibi¢do de crescimento bacteriano
significativa, nos testes dos filmes TPS/NAT-F, quando comparada as trés
concentragoes. O mesmo ocorreu com as amostras de filmes TPS/NAT-C 2% que nao
apresentaram redugao de crescimento bacteriano significativa em relagao ao TPS.
Ja as amostras de TPS/IND 2 %, houve uma inibigao significativa de crescimento

bacteriano em relagao ao TPS.
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Figura 5.13: Potencial de inibi¢ao microbiana dos filmes contra S.aureus (a) e E. coli
(b) e metade da concentragao inibitéria maxima (ICsy) dos filmes contra S.aureus
(c) e E. coli (d), respectivamente. *As letras diferentes (a-f) representam a diferenga
estatitistica significativa (p < 0,05).

Quando aumentada a concentracao de TPS/NAT-C 2% para 5% e de
TPS/NAT-C 2% para 10%, constatou-se diferenga significativa na inibicao de
crescimento de S.aureus. O mesmo ocorreu com os filmes TPS/IND, pois quando
aumentada a concentracdo de TPS/IND 2% para 5% e de TPS/IND 2% para
10%, também apresentaram diferenca significativa entre as médias de crescimento.
No entanto, na comparacao das amostras com 5% e 10%, nao houve diferenca
significativa na inibi¢ao tanto de TPS/NAT-C quanto de TPS/IND. Comparados ao
TPS, os filmes tiveram a capacidade inibitéria aprimorada contra S.aureus em 3,8%
(TPS/NAT-C 2%), 42,7% (TPS/NAT-C 5%), 41,0% (TPS/NAT-C 10%) e 11,5 %
(TPS/IND 2%), 56,6% (TPS/IND 5%), 56,2% (TPS/IND 10%).

Nos ensaios contra F. coli, nos resultados apresentados na na Figura [5.13p e na
Tabela foi possivel visualizar que o potencial de inibi¢ao dos filmes TPS/NAT-F
foi semelhante aos resultados de S.aureus, nos quais nao foi demonstrado inibigao
de crescimento significativo (p <0,05) nas trés concentragoes. Houve um ligeiro
aumento na concentra¢ao em relacao ao filme controle (TPS), isto pode ter ocorrido,

devido a baixa quantidade polifendis dispersos na matriz nao ter sido suficiente
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Tabela 5.7: Estimativa de células de S.aureus e E.coli nos ensaios contra o filme
controle (TPS) e os filmes TPS/cacau, expressos em média £ desvio.

Filmes S.aureus (Céls / ml (x 10%)) | E.coli (Céls / ml (x 10%))

TPS 19,53 + 0,52° 20,18 + 0,29%¢
TPS/NAT-F 2% 19,71 + 1,05° 23,59 £ 1,05°
TPS/NAT-F 5% 18,92 + 1,22¢ 21,24 + 0,88°
TPS/NAT-F 10% 17,32 + 0,87° 22,27 + 1,609
TPS/NAT-C 2% 18,80 + 1,54° 17,91 + 0,147
TPS/NAT-C 5% 11,17 + 0,44 15,16 + 0,50°
TPS/NAT-C 10% 11,50 & 0,99 15,25 + 0,72¢
TPS/IND 2% 17,27 £ 0,12¢ 18,09 + 0,32¢¢
TPS/IND 5% 9,24 + 0,14° 13,89 + 0,34¢
TPS/IND 10% 9,31 + 0,41° 9,03 + 0,30/

*As letras diferentes (a-f) na mesma coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05).

para perturbar o crescimento bacteriano, mesmo aumentando-se a concentragao
para 10 %. Outra observacao, no trabalho de PARDO-FIGUEREZ et al. [174],
relatou-se que a formagao de aglomerados de particulas, podem reduzir o potencial
antimicrobiano, o que pode ter contribuido também para este resultado. Além disso
talvez a maior disponibilidade de material organico em NAT-F (carboidratos, acidos
graxos, celulose, etc...) possa ter contribuido para o desenvolvimento da E. coli, o
que nao ocorreu com a S.aureus, que se demonstrou discretamente mais sensivel, mas
que ainda nao foi suficiente para apresentar um potencial de inibi¢ao de crescimento,
satisfatorio contra as duas bactérias.

Os filmes TPS/NAT-C apresentaram uma inibi¢ao significativa (p <0,05) na
comparagao das concentragoes de 2 e 5%, e de TPS/NAT-C 2% e 10%. Entretanto,
o padrao entre os grupos entre TPS/NAT-C 5% e 10% nao demonstraram diferenga
de inibi¢ao de E. coli. Os filmes TPS/IND apresentaram o potencial de inibigao
significativo (p <0,05) quando comparadas as concentragoes 2 e 5%, entre TPS/IND
2% e 10% e entre TPS/IND 5% e 10%. Quando comparados ao TPS, os filmes
tiveram a capacidade inibitéria aprimorada contra FE.coli em 11,2% (TPS/NAT-C
2%), 24,8% (TPS/NAT-C 5%), 24,4% (TPS/NAT-C 10%) e 10,3 % (TPS/IND 2%),
31,1% (TPS/IND 5%), 55,2% (TPS/IND 10%). Embora os filmes TPS/NAT-C
possam ter a maior quantidade de polifen6is disponiveis e apresentarem potencial
de inibigao significativo contra os dois microorganismos, demonstraram uma certa
saturacao na inibicdo quando aumentada as concentracoes entre 5 e 10%, nao
havendo diferenga contra as duas bactérias testadas. Os filmes TPS/IND tiveram o
melhor desempenho de inibicao microbiana.

Foi possivel observar nos resultados de ICsy (Figura c e d), a concentragao
que reduz 50% do numero de células bacterianas nao conseguiu ser calculada dos
filmes TPS/NAT-F e TPS/NAT-C contra S.aureus e E.coli com as concentragoes
testadas, mantendo o indice ICso> 10%. Para conseguir ser calculado, seria

necessario testar maiores concentragoes de cacau NAT-C nos filmes para obtengao de
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um valor especifico. Ja os filmes TPS/IND, apresentaram o indice contra S.aureus de
5,9% e de 8,6% contra E.coli, demonstrando-se com melhor desempenho de inibicao
de crescimento bacteriano nas concentracoes testadas, contra as duas bactérias.

Uma explicagao possivel para estes resultados é de que o processamento de
alcalinizacao do cacau IND, possa ter potencializado a agao antimicrobiana dos
filmes TPS/IND, devido a possivel formagao de novos compostos bioativos volateis
durante a alcalinizacao, que possuem antimicrobianos proeminentes, mas com
baixa atividade antioxidante [I75]. Resultados semelhantes foram relatados por
TODOROVIC et al. [100], que comparou a agao antioxidante e antimicrobiana de
pos de cacau fermentados natural e alcalinizado, e que embora o natural tenha
apresentado a maior quantidade de polifenéis disponiveis, o alcalinizado apresentou
melhor desempenho antimicrobiano contra diversas bactérias gram positivas e
negativas, com maior sensibilidade de E.coli, de devido a presenga destes compostos
no cacau alcalinizado.

No estudo de LI et al. [I75], foram detectados mais de 80 compostos volateis na
massa de cacau apds o processo de alcalinizagao. Alguns deles foram estudados por
suas caracteristicas antimicrobianas. Além disto, devido ao processo de torrefagao e
alcalinizacao, os polifendis tenderiam a melhorar suas interagoes com polissacarideos,
0 que possivelmente ocorreu durante as ligacoes entre as cadeias de amilose e

amilopectina nos filmes TPS/IND e em menor volume nos filmes TPS/NAT-C.
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Capitulo 6
Conclusoes

Neste trabalho foram sintetizados com éxito os biopolimeros com base e amido
termoplastico reforcados com cacau em po;

Os filmes produzidos com cacau NAT-F, quando comparado aos filmes reforgados
com outras amostras de cacau nas concentracoes de 2 e 5% , demostraram
melhor resisténcia mecanica. No entanto, os filmes contendo 10% de cacau
NAT-F, sofrearam interferéncias nas suas propriedades mecénicas, de superficie e
de interacao com agua, devido aglormeracao das particulas de cacau. Além disso,
os filmes produzidos com cacau NAT-F nas trés concentragoes, nao apresentaram
poténcial de inibicao de crescimento bacteriano devido ao nao desengorduramento
das amostras de p6 e consequentemente a ineficicia da extragao de polifenois. Mas
interacao destes compostos com o amido gelatinizado com glicerol, possivelmente
favoreceram as propriedades mecéanicas.

Os filmes com cacau NAT-C demonstraram o melhor desempenho, comparado
aos demais filmes TPS e outras amostras de cacau no que diz respeito as propriedades
fisicas, de interacao com a &agua, formato e dispersao de particulas e maior
quantidade de polifenéis extraidos. Por outro lado, nas propriedades mecanicas,
demonstraram a menor taxa de melhora em relagao ao TPS, comparado aos filmes
contendo as outras duas amostras de cacau. Também apresentaram um potencial de
inibicao de crescimento bacteriano, apesar disso, houve uma saturacao da inibigao
a partir da concentragao de 5% contra as duas bactérias testadas. Estes resultados
foram influenciados pela condicao do pd processado em temperatura média de
secagem e a nao interferéncia de outros compostos, como alcalinizantes.

Os filmes produzidos com cacau IND demonstraram o6timo desempenho,
comparado aos demais filmes com e sem cacau em todos os testes.  Os
filmes TPS/IND 10%, demonstraram melhor desempenho quando considerados os
resultados das propriedades mecéanicas, provavelmente devido a melhor dispersao de
particulas no filme e os resultados de inibi¢cao antimicrobiana, pois mesmo havendo

uma saturacao de inibi¢ao contra S.aureus, o indice de IC50, conseguiu ser calculado
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contra as duas bactérias com as concentragoes testadas, diferente dos outros filmes
com outras amostras de cacau, que o indice nao conseguiu ser calculado. Estes
resultados foram alcangados provavelmente devido ao refino industrial de moagem e
alcalinizacao que aumentou o potencial antimicrobiano, além da possivel resisténcia
do material particulado, mesmo com menos polifenéis extraidos em relagao ao cacau
NAT-C.

Em conclusao, observou-se que os filmes contendo cacau, demonstraram melhor
desempenho em relacao ao TPS em todos os pardametros testados, com o6tima
compatibilidade. Em comparagao das concentra¢oes, na maioria dos casos houve
influéncia positiva do aumento da quantidade de cacau nos filmes. Os filmes
concentrados em 10% (exceto os filmes com cacau NAT-F) apresentaram melhores
resultados na maioria dos parametros analisados, com destaque maior para os filmes
TPS/IND 10%. No entanto, nao foi possivel identificar os compostos alcalinizantes
do processo industrial, que é possivel que eles tenham uma grande influéncia nas
propriedades dos filmes.

Assim, considerando a proposta natural no desenvolvimento dos biopolimeros e
a nao dependéncia de um processamento industrializado do cacau para o preparo
dos filmes, o cacau NAT-C apresentou o melhor desempenho comparados as outras
amostras. No entanto, os filmes com este cacau, precisam ser aprimorados nas

propriedades mecanicas.
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Capitulo 7
Sugestoes para trabalhos futuros

e Aprimorar o processamento por ultrassom, para extracao verde com outros
possiveis solventes de baixa toxicidade e compativeis com a matriz de TPS,
para melhor aproveitamento e desengorduramento das sementes, minimizando

a perda dos polifendis;

e Testar diferentes quantidades de glicerol e de cacau na fabricacao dos filmes,
para investigar com mais detalhes a interacao glicerol-cacau e glicerol-amido

e o quanto ele interfere nas propriedades dos filmes;

e Realizar identificacao dos polifenois e suas quantidades por HPLC e investigar
a acao antioxidante dos poés e dos filmes, para detalhar e obter melhor

compreensao das interacoes dos polifendis com a matriz de amido;

e Estudar o envelhecimento dos filmes para determinagao da validade e
aprofundar os detalhes das interacoes dos polifendis com a amilopectina e

o quanto isso influenciaria na cristalinidade durante o armazenamento;

e Investigar o processo de biodegradacao e permeabilidade de vapor dos filmes,
para compreender o quanto a reducao da hidrofilicidade da superficie dos filmes

interfere nestas propriedades;

e Testar microbiologicamente os filmes contra outros microorganismos

(bactérias, fungos e/ou leveduras).
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