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RESUMO

A impregnacao supercritica de agentes ativos em biopolimeros tem-se mostrado
promissora no desenvolvimento de embalagens ativas para alimentos. Nestas
embalagens, a liberagdo dos compostos ativos pode provocar mudangas na
embalagem para aumentar a vida util e melhorar as propriedades sensoriais e de
seguranga. A tecnologia supercritica apresenta vantagens em relagdo aos métodos
de impregnacao convencionais, como a utilizacdo de solventes inertes, atoxicos, de
facil remogao e ambientalmente aceitaveis. Dentre os biopolimeros empregados em
embalagens, o PLLA é considerado o mais promissor para substituir os polimeros a
base de petréleo. Agentes ativos naturais tém sido estudados para incorporagao em
embalagens de alimentos por apresentarem capacidade antioxidante e
antimicrobiana. O extrato da pimenta-do-reino apresenta compostos bioativos com
propriedades importantes, dentre eles a piperina, que € o principal componente.
Desta forma, a técnica de impregnagao supercritica foi utilizada para incorporar
piperina e extrato de pimenta-do-reino em filmes de PLLA com objetivo de
desenvolver embalagens ativas para alimentos. Os testes preliminares foram
realizados em uma célula de alta pressdo com parametros operacionais de
temperatura (40 e 50 °C), pressao (10 e 12 MPa) e parametros fixos de taxa de
despressurizacdo de 1 MPa min™' e tempo de 3 h. Foram testados filmes de PLLA de
diferentes espessuras (100, 150 e 200 uym). Utilizou-se etanol como cossolvente (5 e
10%), devido a baixa solubilidade dos compostos ativos em diéxido de carbono
supercritico nas condicbes operacionais estudadas. As melhores condicbes de
operagéo foram de 10 MPa, 50 °C, 1 MPa min', 3 h (28,5 mg g), ou seja, nestas
condicbes ocorreu a maior carga de impregnacao do composto ativo. Nos
tratamentos sem adicao de cossolvente, a carga maxima de impregnacéao foi de 53
mg g para o extrato de pimenta-do reino. Com a adigdo de 5% de cossolvente a
carga maxima de impregnacéo foi semelhante entre a piperina (56 mg g') e o extrato
(52 mg g'). As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e a difragdo
de raio x (DRX) indicaram que a incorporagao dos agentes ativos com scCO:
aumentou a cristalinidade dos filmes, sendo maiores com a adicdo do cossolvente.
Todos os filmes tratados apresentaram maior elongagcédo na ruptura e se tornaram
mais flexiveis, o que foi comprovado pela redu¢do no médulo de Young. A adi¢ao de
cossolvente reduziu a resisténcia a ruptura dos filmes impregnados. A analise de
intumescimento indicou que todos os filmes sdo insoluveis em agua. A
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) revelou a
presencga de bandas caracteristicas dos compostos ativos nos filmes impregnados. A
capacidade antioxidante determinada pelo método DPPH foi maior para os filmes
impregnados com extrato comparados aos filmes com piperina pura, sendo de
aproximadamente 84%. No meio simulante 95% etanol a liberagdo de piperina foi
maior para os filmes impregnados com extrato e 5% de cossolvente (86%) devido a
maior afinidade da piperina no meio e a interagdo do etanol com o PLLA, o que
melhorou a difusdo. Os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial do
PLLA e do extrato de pimenta-do-reino como estratégia sustentavel e
ecologicamente correta para a elaboragao de embalagens ativas de alimentos.

Palavras-chave: tecnologia verde; biopolimeros; filmes ativos; agentes ativos; CO>
supercritico.



ABSTRACT

The supercritical impregnation of active agents in biopolymers has shown promise in
the development of active packaging for food. In these packages, the release of
active compounds can cause changes in the packaging to increase shelf life and
improve sensory and safety properties. Supercritical technology has advantages over
conventional impregnation methods, such as the use of inert, non-toxic, easily
removed and environmentally acceptable solvents. Among the biopolymers used in
packaging, PLLA is considered the most promising to replace petroleum-based
polymers. Natural active agents have been studied for incorporation into food
packaging due to their antioxidant capacity and antimicrobial activity. Black pepper
extract contains bioactive compounds with important properties, including piperine,
which is the main component. In this way, the supercritical impregnation technique
was used to incorporate piperine and black pepper extract into PLLA films with the
aim of developing active packaging for food. Preliminary tests were carried out in a
high pressure cell with operating parameters of temperature (40 and 50 °C), pressure
(10 and 12 MPa) and fixed parameters of depressurization rate of 1 MPa min~' and
time of 3 h. PLLA films of different thicknesses (100, 150 and 200 um) were tested.
Ethanol was used as a cosolvent (5 and 10%), due to the low solubility of the active
compounds in scCO2 (supercritical carbon dioxide) under the operational conditions
studied. The best operating conditions were 10 MPa, 50 °C, 1 MPa min-!, 3 h (28,5
mg g'), that is, under these conditions the highest impregnation load of the active
compound occurred. In treatments without the addition of cosolvent, the maximum
impregnation load was 53 mg g for black pepper extract. With the addition of 5%
cosolvent, the maximum impregnation load was similar between piperine (56 mg g™)
and the extract (52 mg g'). The analyzes of differential scanning calorimetry (DSC)
and x-ray diffraction (XRD) indicated that the incorporation of active agents with
scCOz increased the crystallinity of the films, which were greater with the addition of
the cosolvent. All treated films showed greater elongation at break and became more
flexible, which was proven by the reduction in Young's modulus. The addition of
cosolvent reduced the breaking strength of the impregnated films. Swelling analysis
indicated that all films are insoluble in water. Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) revealed the presence of bands characteristic of active compounds in the
impregnated films. The antioxidant capacity determined by the DPPH method was
higher for films impregnated with extract compared to films with pure piperine, being
approximately 84%. In the 95% ethanol simulant medium, the piperine release rate
was higher for films impregnated with extract and 5% cosolvent (86%), due to the
greater affinity of piperine in the medium and the interaction of ethanol with PLLA,
which improved diffusion. The results obtained in this study demonstrate the potential
of PLLA and black pepper extract as a sustainable and environmentally friendly
strategy for the development of active food packaging.

Keywords: green technology; biopolymers; active films; active agents; supercritical
CO:a.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DA TESE

Impregnacao supercritica de piperina e extrato de pimenta-do-reino em filmes de

PLLA para embalagens ativas de alimentos

O que?

Avaliou-se o uso de didxido de carbono supercritico na impregnagao de piperina e
extrato de pimenta-do-reino em filmes de poli (L-acido latico) — PLLA com adigao
de cossolvente para elaboracéo de embalagens ativas de alimentos.

Por qué?

° As regulamentagbes ambientais aliadas a consciéncia social tém
pressionado nos ultimos anos a industria em substituir as embalagens obtidas do
petréleo por polimeros de base bioldgica, além do desenvolvimento de processos
industriais baseados na tecnologia verde.

° O emprego de agentes ativos naturais em embalagens pode ser
considerado uma alternativa a reducao do uso dos conservantes sintéticos para a
preservacao de alimentos.

° O PLLA é um biopolimero de facil aquisicdo e custo relativamente baixo,
alem de apresentar propriedades semelhantes as de polimeros utilizados em
embalagens de alimentos.

° A pimenta-do-reino € altamente disponivel e apresenta compostos
bioativos, com atividade antimicrobiana e antioxidantes para o emprego como
conservante em alimentos.

° A tecnologia supercritica preserva as propriedades dos agentes ativos, ja
que nao utiliza temperaturas altas em seu processamento e apresenta vantagens
em relagdo aos métodos convencionais de impregnagao.

O que ja existe?

° Pesquisas cientificas nos ultimos anos deixam claro que a utilizagao do
processo de impregnagao supercritica para a produgdo de embalagens de
alimentos é promissora, porém, o numero de publica¢des ainda € limitado.

) O PLLA é estudado com mais frequéncia em processos de impregnacao
para aplicagdo em areas médicas e farmacéuticas.
° A populagdo tem aumentado o interesse em adquirir alimentos saudaveis e

embalagens que reduzam o desperdicio de alimentos, a fim de reduzir os impactos
ambientais.

° As embalagens ativas sao alternativas interessantes a substituicdo das
embalagens convencionais empregadas na area de alimentos.

Hipoteses

° E possivel incorporar piperina e extrato de pimenta-do-reino em filmes de
PLLA usando CO> supercritico?

° O processo de impregnagao supercritica causa alguma alteragdo a olho nu
na aparéncia dos filmes?




° As propriedades opticas e mecanicas dos filmes sédo afetadas pelo processo
de incorporagao dos compostos com CO2 supercritico?

° As propriedades de barreira a umidade dos filmes ativos sao alteradas em
relacao aos filmes de PLLA puros?

) Os filmes ativos obtidos pelo processo de impregnagédo supercritica se
assemelham aos filmes convencionais para alimentos?

° Os filmes impregnados apresentam atividades antioxidante capazes de
preservar o alimento e serem caracterizados como embalagens ativas?

° A piperina e o extrato de pimenta-do-reino podem migrar para o alimento?

Quais as etapas?

° Producgao dos filmes de PLLA por termocompressao;

° Testes preliminares com a impregnacao de piperina em filmes de PLLA para
definir as condi¢des de processo (temperatura e pressao) e espessura dos filmes;

° Impregnacgao supercritica de piperina e extrato de pimenta-do-reino em
filmes de PLLA com adi¢c&o de cossolvente (5 e 10%);

° Quantificacdo dos compostos ativos impregnados;

° Caracterizacao dos filmes impregnados;

° Avaliagao da capacidade antioxidante dos filmes ativos;

° Avaliacdo da migracao dos compostos para fluidos simulantes de alimentos.

Resultados esperados?

) Obter filmes ativos para o emprego em embalagens ativas para alimentos a
partir do processo de impregnagao supercritica, com propriedades que se
assemelham aos filmes convencionais;

. Aumentar o “shelf life” de produtos alimenticios a partir da migragcao dos
compostos ativos para o alimento.




Fluxograma da sequéncia metodolégica da tese

Impregnacéo
com CO,
supercritico
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INTRODUGAO

Nos ultimos anos, pesquisas na area de alimentos foram intensificadas com
foco na geracdo de produtos com beneficios a saude e em embalagens que
reduzam perdas, desperdicios de alimentos e causem menos impacto ao meio
ambiente. As regulamentagbes ambientais aliadas a consciéncia social tém
pressionado pela substituicdo das embalagens plasticas, derivadas do petroleo.
Desta forma, tem-se aumentado o interesse por embalagens ativas produzidas por
polimeros de base biolégica e processos industriais sustentaveis baseados em
tecnologias limpas. Dentre essas tecnologias, destaca-se a que utiliza fluidos
supercriticos, que possui aplicagdes potenciais na industria alimenticia, incluindo
processos de extracdo, precipitacdo, encapsulamento, impregnacao e reagdes
quimicas (FORNARI; STATEVA, 2015).

A embalagem ativa pode ser definida como aquela que altera as condicoes
dos alimentos para aumentar a vida util ou melhorar as propriedades sensoriais e de
seguranga, mantendo a qualidade dos alimentos, podendo ser dividida em trés
categorias: absorvedores, sistemas de entrega e outros sistemas (FORNARI;
STATEVA, 2015). As principais vantagens dessas embalagens estédo relacionadas
ao alto potencial de transporte de ingredientes, para aumentar a vida util do produto,
o valor nutricional ou mesmo as propriedades sensoriais. Além de reduzir as perdas
causadas pela deterioracdo de microrganismos, por meio da agdo de agentes
antimicrobianos presentes nas embalagens.

A maioria das pesquisas em embalagens ativas de alimentos tem sido
direcionada para o uso de aditivos naturais e ecologicamente corretos, motivados
pela opinido negativa dos consumidores em relagdo ao consumo de aditivos
sintéticos, uma vez que muitos deles podem ser toxicos para o ser humano e causar
sabor indesejavel nos alimentos. Compostos naturais com atividade antimicrobiana e
antioxidante, como 6leos essenciais, enzimas, acidos organicos, sais acidos, acidos
graxos, metais, agentes quelantes, entre outros, tém sido incorporados aos
biopolimeros para prolongar a vida util do alimento (VILELA et al., 2018), bem como
em matrizes poliméricas com nanoestruturas que podem atuar como reforgo fisico,

mecanico e térmico da estrutura polimérica (PAJINIK et al., 2020).
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Para a producdo de embalagens ativas pelo processo de impregnagao
supercritica, a matriz sé6lida pode ser um polimero petroquimico, que corresponde a
maioria dos materiais utilizados em embalagens de alimentos, ou um biopolimero,
obtido a partir de fontes renovaveis e biodegradaveis, incluindo proteinas,
polissacarideos e lipidios. O interesse na aplicagao de biopolimeros em embalagens
tem aumentado, tanto por parte das industrias quanto dos consumidores. Algumas
questbes estdo sendo estudadas a fim de melhorar as propriedades desses
materiais, como resisténcia a tracao, flexibilidade, propriedades de barreira, bem
como a reducdo dos custos de producdo desses materiais (CERRO et al., 2021;
SOUZA et al., 2014).

Novas perspectivas surgem com o uso do fluido supercritico como solvente
no processo de impregnagao de compostos em polimeros. Os fluidos supercriticos
possuem caracteristicas que os tornam excelentes solventes, como alta densidade,
proporcionando alto poder de solvatagao, baixas viscosidades e altos coeficientes de
difusdo. Solventes como propano, etano e diéxido de carbono (CO2) podem ser
utilizados, mas o mais utilizado é o CO2, conhecido como solvente ecolégico por nao
apresentar toxicidade, ser inerte, facilmente removido do extrato, ter baixo custo e
baixa temperatura critica (FORNARI; STATEVA, 2015). O CO2 solubiliza os agentes
ativos e proporciona um inchamento e plastificacdo do filme, o que facilita a difusdo
do composto de interesse na matriz. Apdés a despressurizacdo, os solutos de
interesse ficam “presos” na matriz polimérica (FORNARI; STATEVA, 2015).

Considerando as técnicas de impregnagao em matrizes poliméricas, sao
geralmente utilizados processos convencionais como fusdo (CARDOSO et al,
2017), agentes dispersantes (ABDEL et al., 2020), impregnagao umida ou imersao
(SHAHBAZI, 2017), incorporagcdo ao meio reacional de substancias para
polimerizagdo ou modificagdo da matriz e processos (SADEGHI et al., 2021). Essas
técnicas sdo conhecidas por apresentarem desvantagens como longos tempos de
processo, uso de altas temperaturas e solventes organicos, além de serem caras e
nao ecologicamente corretas. O processo de impregnagao supercritica apresenta
vantagens sobre os métodos tradicionais, como melhoria na taxa de incorporagao de
substéancias, baixa viscosidade do solvente, alto poder de dissolu¢do de materiais

organicos, baixa temperatura de processo e interacdo entre diferentes matrizes
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poliméricas (TORRES et al., 2017). Nesse contexto, a impregnagao com solvente
supercritico vem sendo estudada como uma alternativa interessante a outras
técnicas convencionais.

Considerando os pontos citados acima, o objetivo deste estudo é
desenvolver um filme de PLLA impregnado com piperina e extrato de pimenta-do-
reino usando CO2 supercritico, avaliando as caracteristicas finais dos filmes, para o

potencial emprego em embalagens ativas para alimentos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Elaborar um filme ativo de PLLA impregnado com piperina e extrato de
pimenta-do-reino usando CO2 supercritico e avaliar as propriedades dos materiais

finais para o emprego como embalagem ativa de alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os parametros de processo (pressao e temperatura) na carga de
impregnagao de piperina (usada como modelo) em filmes de PLLA,;

b) Determinar qual a maior carga de impregnagao de piperina em filmes de
PLLA com diferentes espessuras;

c) Caracterizar os filmes de PLLA com impregnacédo de piperina e extrato de
pimenta-do-reino com e sem adigdo de cossolvente etanol, em relagdo a carga de
impregnacao, propriedades estruturais, funcionais, barreira, épticas e de superficie;
d) Verificar os efeitos da adicao de cossolvente nas propriedades dos filmes de
PLLA impregnados com piperina e extrato de pimenta-do-reino;

e) Determinar a capacidade antioxidante dos filmes de PLLA impregnados com
piperina e extrato de pimenta-do-reino;

f) Analisar a liberagdo da piperina e extrato de pimenta-do-reino em meios
simulantes de alimentos por meio da leitura da absorbancia em espectrofotometro
UV-Vis.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA
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O capitulo 1 tem como objetivo apresentar uma revisédo de literatura sobre o
emprego de biopolimeros e agentes ativos na producao de embalagens de alimentos
usando tecnologia supercritica. O biopolimero PLLA e os agentes ativos piperina e
extrato de pimenta-do-reino foram apresentados mais profundamente, por terem sido
empregados na elaboracdo das embalagens ativas de alimentos. A tecnologia
supercritica usada no processo de impregnacao dos compostos foi discutida, bem
como o processo de migragao dos compostos ativos para o alimento.

Parte deste capitulo foi publicado em: Sutil, G. A.; Andrade, K. S.; Rebelatto,
E. A.; Lanza, M. Effects of incorporation of pure or multicomponent active agents in
biopolymers for food packaging using supercritical CO2. Trends in Food Science &
Technology, 120 (2022): 349 — 362; https://doi.org/10.1016/j.tifs.2022.01.025.

Trends In Food Selence & Technology 120 (2023) 349-362
Contents lists available at SclenceDirect " §
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Effects of incorporation of pure or multicomponent active agents in
biopolymers for food packaging using supercritical CO4

Gricielle A. Sutil, Katia S. Andrade , Evertan A. Rebelatto, Marcelo Lanza
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1.1 BIOPOLIMEROS USADOS EM PROCESSOS DE IMPREGNACAO

Os plasticos sintéticos obtidos a partir de matérias-primas fésseis sao os
materiais mais utilizados atualmente por apresentarem baixo custo e facil
processabilidade. De acordo com o ranking mundial de 2015, os oito primeiros
polimeros mais utilizados como matéria-prima nas industrias sao de origem féssil. O
polipropileno (PP) & considerado lider na produgado, estimada em 68 milhdes de
toneladas, das quais 55 milhdes sado residuos gerados. O segundo lugar € o
polietileno de baixa densidade (PEBD) com producao de 64 milhdes e 57 milhdes de
residuos descartados (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017).

Nos ultimos anos, estudos tém revelado materiais alternativos que
apresentam vantagens em termos de reducdo de impactos ambientais, como os
biopolimeros, considerados possiveis alternativas para substituicdo de plastico na
industria alimenticia. Algumas dificuldades, no entanto, devem ser superadas, como
o baixo volume de producdo e a dificuldade de processamento, o que torna os
biopolimeros mais caros quando comparados aos polimeros tradicionais (FECHINE,
2013).

Os biopolimeros podem ser divididos em trés categorias de acordo com sua
origem: 1) biopolimeros naturais, como carboidratos, proteinas e lipidios obtidos de
plantas ou animais. IlI) biopolimeros obtidos de fontes renovaveis, por exemplo,
poliésteres alifaticos, poliésteres microbianos, como polihidroxialcanoato (PHA),
polihidroxibutirato (PHB), polihidroxivalerato (PHV) e seus copolimeros poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e polimeros sintetizados quimicamente,
como poli (acido glicolitico) (PGA), poli (E-caprolactona) (PCL), alcool polivinilico
(PVOH) e polilactideos (PLA), bem como Ill) blendas ou compostos desses
polimeros (RHIM, 2007).

Considerando a utilizagao de biopolimeros na elaboragao de embalagens de
alimentos, as principais propriedades a serem estudadas estdo relacionadas as
propriedades de barreira, mecanicas, térmicas, opticas e morfoldgicas. Por exemplo,
o grau de cristalinidade afeta as propriedades de barreira, resisténcia, tracao e

transparéncia, e em polimeros amorfos a absorcdo de CO. supercritico e a
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plastificacdo s&o consideradas maiores do que em polimeros semicristalinos.

(GOODSHIP e OGUR, 2004).

A degradacdo de polimeros biodegradaveis € ativada pela acado de

bactérias, fungos e algas. Esses microrganismos normalmente degradam polimeros

por agcao enzimatica. Suas cadeias também podem ser quebradas por processos

nao enzimaticos, fotélise e hidrolise (CHIELLINI et al., 2011). A Tabela 1 apresenta

alguns exemplos de publicagdes recentes de processos de impregnagéo supercritica

de agentes bioativos em biopolimeros para uso em embalagens de alimentos.

Tabela 1 - Principais conclusées apresentadas em artigos cientificos publicados nos
ultimos anos sobre a impregnacao de diferentes agentes ativos em biopolimeros
com CO2 supercritico para embalagens de alimentos

Materiais Agentes ativos
PLA/lignina Cinamaldeido
Celulose Extrato de folha
nanofibrilada de manga

Fibras naturais Extrato de

de juta bagaco de uva
vermelha Petit
Verdot (RGPE)

Gelatina de pele  Extrato de

de peixe bagacgo de uva
vermelha Petit
Verdot (RGPE)

Principais conclusdes

Incorporacédo efetiva de Ci em filmes.
Modificagao nas propriedades
mecanicas e térmicas dos filmes com
reducdo evidente no parémetro T4. Ci
causou maior efeito plastificante que
Lig-Np. A incorporacao de Lig-Np em
filmes de PLA mostrou importantes
propriedades de barreira a luz UV.

A impregnacdo assistida por CO, de
NFC com MLE criou filmes robustos
com estabilidade térmica até 250 °C,
bom desempenho mecanico (mdédulo de
Young > 4,7 GPa), propriedades de
barreira a luz UV, capacidade
antioxidante com porcentagem maxima
de inibicado de 84%, e atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus (inibicdo de crescimento = 37%)
e Escherichia coli (inibicado de
crescimento = 91%).

As propriedades antioxidantes e
antimicrobianas do RGPE foram
transferidas com sucesso para tecidos
naturais de juta por meio de
impregnacéao supercritica.

O dleo essencial apresentou distribuicao
heterogénea dentro do filme,
confirmando sua impregnacdo. A
impregnacgdo resultou em um filme com
menor resisténcia a tragdo, maior
flexibilidade e maior opacidade quando
comparado ao filme controle. A

Referéncias

CERRO et al.
(2021)

CEJUDO-
BASTANTE et
al. (2021)

CEJUDO-
BASTANTE et
al. (2021)

ALBUQUERQUE
et al. (2020)



PLA, (PLA/NP)
PLA/NP-LA)

Amido-
Quitosana/
Amido-
quitosana-zedlita

Filmes de PLA
com C30B

Gelatina/
quitosana

PLA/PCL

Amido de milho
e alginato de
calcio

PLA/Nano  poli
(4cido  vinilico)
PV/cristais de
celulose-CNC

Cinamaldeido

Timol

Timol
Cinamaldeido

Oleo de cravo
(Eugenol)

Timol puro
Extrato de timol

Quercetina

Timol

estabilidade térmica diminuiu apdés o
processo de impregnacéo.

Natureza amorfa do filme PLA/NP.
Permeabilidade ao oxigénio reduzida
em 44% do PLA/NP-LA comparado ao
PLA puro. A taxa de difusdo do
cinamaldeido diminuiu 74% nos filmes
de PLA/NP.

A adigdo de zedlita natural (15-60%)
aumentou a capacidade de carga dos
flmes permitindo a incorporagdo de
timol em uma quantidade de 16,7—-
27,3%. Filmes de SCZ impregnados
com timol (24% e 27%) mostraram um
efeito antibacteriano significativo contra
E. coli e Staphylococcus resistente a
meticilina (S. aureus) (MRSA).

Alteracdes nas propriedades estruturais,
térmicas, mecanicas e antibacterianas
dos materiais finais. Atividade
antibacteriana eficaz.

Impregnacdo relativamente alta da
substancia ativa a baixa temperatura e
pressao e um curto intervalo de tempo,
sem efeito adverso na morfologia do
filme. Filmes termicamente estaveis a
110 °C.

O filme de timol puro reduziu a
viabilidade bacteriana. Boa estabilidade
térmica em T até 150 °C. Otimizagao
necessaria do processo de impregnagao
do extrato de tomilho.

Eficiéncia da adsorgao supercritica para
a incorporagao de quercetina. O sistema
de adsorgdo supercritica é adequado
para liberagao controlada em
embalagens ativas de alimentos.

Melhoria nas propriedades mecéanicas e
térmicas com a incorporagdo do
nanocompoésito. Taxa de liberacdo de
timol mais lenta com a incorporagao de
nanofibrilas.

SEPULVEDA et
al. (2020)

PAJINIK et al.
(2020)

VILLEGAS et al.
(2019)

RADOVIC et al.
(2019)
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FRANCO et al.
(2018)
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PLA Cinamaldeido Melhor rendimento de impregnacao em VILLEGAS et al.
altas pressbes e menor taxa de (2017)
despressurizagao. Melhoria das

propriedades térmicas, estruturais e
mecanicas dos filmes de PLA, tornando-
0s mais resistentes que os filmes de

PLA puro. Forte atividade

antimicrobiana contra E. coli e S.

aureus.
Acetato Timol AlteragGes na morfologia dos filmes com  MILOVANOVIC
de celulose alto rendimento de impregnagdo de et al. (2015)

timol. Forte efeito antimicrobiano contra
cepas de E. coli e C. albicans. Longo
periodo de liberagao de timol.

Amido de Cinamaldeido Incorporagdo de uma substancia ativa SOUZA et al.
mandioca superior em relacdo aos métodos (2014)
convencionais. Diminuicao da

capacidade de absor¢cdo de vapor de
agua e permeabilidade ao vapor de
agua dos filmes.

*Abreviagbes: PLA, Poliacido latico; PCL, Policaprolactona; PV, Alcool polivinilico; CNC, Nanocristais
de celulose; C30B, Cloisite 30B; NP, nanoparticulas; NP-LA, nanoparticulas com acido latico; AQZ,
amido-quitosana-zedlita.

1.1.1 Poli (L-acido latico) — PLLA

O PLLA é um poliéster termoplastico alifatico biodegradavel, produzido por
polimerizagdo da abertura do anel de lactideo (monémero do acido latico) ou por
policondensacéo do acido latico (Figura 1). O acido latico possui em sua estrutura
um carbono quiral com unidades enantioméricas L e D. A combinagdo destas
unidades forma trés isbmeros de acido latico enantiomeéricos L, D e meso lactideos,
apresentados na Figura 2. Os polimeros formados de unidades L sdo chamados de
poli (L-acido latico) — PLLA, unidades D sao poli (D-acido latico) — PDLA e polimero
racémico & o poli (LD-acido latico) — PDLLA. Os isbmeros genericamente sao
chamados de poli (acido latico) ou polilactideos, abreviados de PLA (MASUTANI;
KIMURA, 2018 apud LORENZO; ANDROSCH, 2018).
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Figura 1 - Estrutura quimica do PLLA
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Diferentes graus de PLA estdo disponiveis no mercado, que podem variar de
acordo com os monémeros usados e das condi¢gdes de sintese, sendo possivel
controlar a razdo L para D do produto final. As propriedades fisicas, mecanicas,
cristalinidade, bem como a morfologia do polimero irdo depender das diferentes
proporgdes de unidades L, D ou meso lactideos e da massa molecular (varia de
acordo com a adicdo de compostos hidroxilicos). O PLA pode ser produzido
totalmente amorfo ou até 40% cristalino (AURAS et al., 2003). Os polimeros com
mais de 93% de acido L-lactico sdo considerados semicristalinos, enquanto o PLA
com 50 - 93% de L-lactico sdo considerados amorfos (REN, 2010). E classificado
como seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos
e pode ser usado para aplicagbes em embalagens de alimentos (FDA, 2002).

O PLLA foi identificado pela primeira vez ha 80 anos por Carothers, cientista
da Dupont, ao produzir um polimero bioabsorvivel, de baixo peso molecular, por
meio do aquecimento do acido latico, sendo produzido na época em baixa escala e
aplicado na area biomédica, como dispositivo de fixagdo Ossea, como pinos e
hastes. No inicio de 1990 a empresa Cargill Enc (EUA) considerou o potencial do
PLLA em substituir polimeros a base de petrdleo por apresentar propriedades
mecanicas e natureza biodegradavel e passaram a produzir o polimero em grande
escala. Além das propriedades citadas, a biocompatibilidade e baixa toxicidade
potencializaram seu uso em varias aplicagbes como biomédicas, industrias
automotivas, componentes de dispositivos eletrénicos, impressao 3D, copos para
bebidas frias, garrafas, talheres, filmes de embalagens para alimentos e outras
aplicagcdes (LORENZO e ANDROSCH, 2018).
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Figura 2 - Trés estereoisébmeros de lactideo que formam apéds polimerizagao
estruturas distintas de PLA
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Fonte: LI et al. (2016)

O PLLA tem apresentado importancia cada vez maior, por ser considerado
um plastico renovavel, de base bioldgica, que pode ser sintetizado a partir de
biomassa e recursos renovaveis como acucares € amido. O PLLA & um polimero
semicristalino, com propriedades como rigidez e transparéncia semelhantes ao
poliestireno (PS) e tereftalato de poliietileno (PET). Apresentam boa resisténcia a
tracdo, com valores mais altos do que o PS e mais baixos que o PET. Possui
barreira de sabor e odor semelhantes aos plasticos de PET. Apresentam
temperatura de fusdo (Tm) e temperatura de transigcéo vitrea (Tg4) mais baixos do que
PS e PET, o que torna o PLLA melhor para selagem e com boa capacidade de
impressdo. E facilmente processavel em equipamentos para produzir pecas
moldadas, filmes e fibras (GARLOTTA, 2002). O coeficiente de permeabilidade ao
vapor de agua nao varia significativamente com a umidade relativa (AURAS et al.,
2003).

Pesquisas académicas e industriais tém sido direcionadas nos ultimos anos
para melhorar o desempenho do PLLA, a fim de aumentar as aplicagbées no campo
de embalagens sustentaveis. Na area de alimentos o uso do PLLA apresenta

algumas limitagbes relacionadas a menor permeabilidade ao vapor de agua,
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propriedades mecanicas e térmicas, baixa ductibilidade e propriedades de barreira
térmica e ao oxigénio. Estudos sobre modificacdes de PLLA tém sido realizados
como a adicao de modificadores, copolimerizagado com outros polimeros ou mistura.
Materiais de base biologica/biodegradavel como o poli-hidroxibutirato (PHB),
nanocompodsitos como nanocristais de celulose (CNC) tem sido utilizados como
blendas misturados ao PLLA, plastificantes como polietilenoglicol (PEG), o que tem
permitido ajustes em algumas propriedades, como o alongamento na ruptura para
estender suas aplicagbes no campo de embalagens de alimentos (EL-HADI, 2017;
ARRIETA et al., 2017; RAPA et al., 2017).

1.1.1.1 Propriedades mecéanicas

Em relacido as propriedades mecanicas € importante usar um polimero que
possa suportar a carga no manuseio, processamento, transporte e armazenamento.
As propriedades mecanicas dos polimeros sdo dependentes de seu peso molecular,
cristalinidade, estrutura do polimero, formulagdo do material (plastificantes, blendas,
compositos, etc) e processamento (ex: orientacdo) (AVEROUS, 2008). Os polimeros
semicristalinos como o PLLA (Figura 3) sdo considerados mais resistentes, quando
comparado aos polimeros amorfos como o PDLA. Os polimeros semicristalinos
apresentam unidades de repeticdo regulares, que permitem que as cadeias se
dobrem nas regides mais densas chamadas de cristalitos, estes atuam como
ligacdes cruzadas dando ao polimero maior resisténcia a tragdo e maior modulo
(rigidez) em comparagao com um polimero amorfo semelhante (FARAH et al., 2016).

A cristalinidade influencia nas propriedades dos polimeros como dureza,
modulo, resisténcia a tracao, rigidez, dobra e ponto de fusdo, sendo importante se
verificar a taxa de cristalinidade de um polimero antes de seleciona-lo para uma
determinada aplicagdo. Portanto, melhorar o grau de cristalinidade € considerada
uma das melhores opgdes para se alcangar excelentes propriedades. A composigao
de estereoisdbmeros do PLLA tem um efeito significativo na taxa de cristalinidade
(ZHANG et al., 1993). Outros métodos como introdu¢do de cadeia longa por

extrusao reativa e adicao de agente de nucleagao reticulado podem formar PLLA
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com alta cristalinidade e propriedades mecanicas melhoradas (SIMMONS et al.,
2019).

Figura 3 - Estrutura do PLLA em diferentes escalas

amorfo L
Y N\,

cristalino

Fonte: adaptado de TAJITSU (2018)

As propriedades mecanicas do PLLA mais estudadas e que influenciam o
desempenho de embalagens sédo: resisténcia a tragédo (o, em MPa), mddulo de
Young (E, em GPa), elongacdo na ruptura (¢, em %) e densidade polimérica (p, em
g/cm3). Essas propriedades sdo ferramentas Uteis para os casos em que se
pretendem utilizar os polimeros sem a necessidade de reforco e para se determinar
as dimensdes necessarias para uma certa resisténcia mecanica ou rigidez.

As propriedades mecanicas do PLLA, intermediarias entre as do PS e PET,
o torna adequado para o emprego em embalagens de alimentos (EL-HADI, 2017) e
principalmente aplicagbes biomédicas biocompativeis/bioabsorviveis (CHAMPEAU
et al, 2015; LASPRILLA et al., 2012). A Tabela 2 compara as propriedades
mecanicas do PLLA com PS e PET.

Tabela 2 - Comparacao das propriedades mecanicas do PLLA com PS e PET

Materiais Resisténcia a Modulo de Young Alongamento de
tracdo (MPa) (GPa) ruptura (%)
PLLA 59 3,8 4-7
PS 45 3,2 3
PET 57 28-41 300

Fonte: ANDERSON et al. (2008) apud SIN e TUEEN (2019)



37

Com um moddulo de Young de 3,8 GPa e uma resisténcia a tracédo de 59
MPa, o PLLA tem propriedades em temperatura ambiente comparaveis ao PET. A
ductibilidade, no entanto, é pobre com um alongamento de ruptura inferior a 10%. A
baixa tenacidade limita seu uso nas aplicagdes que necessitam de deformacdes
plasticas em niveis de tensdo mais elevada (GRIJPMA et al., 1992). Plastificantes
biodegradaveis e ndo biodegradaveis tém sido utilizados com o PLLA para melhorar
a ductibilidade, por meio do aumento da mobilidade da cadeia (ARRIETA et al.,
2014; QIN et al., 2015, GE et al., 2013). Porém, podem reduzir a resisténcia a tragao
e moédulo de Young, porque o plastificante penetra nas cadeias poliméricas e diminui
as forgas intermoleculares, que causam a menor coesao da cadeia polimérica.

Rapa et al. (2017) verificou um aumento de até 250% no alongamento de
ruptura do PLLA com a adi¢cdo de diferentes plastificantes como Adipato de bis[2-
(2butoxietoxi)etil] (DBEEA), Proviplast, citrato de tributil orto-acetil (ATBC). Outra
desvantagem do uso desses aditivos € que eles saem da matriz do PLLA ao longo
do tempo resultando em um plastico quebradico (ABDELWAHAB et al., 2012). A
escolha dos plastificantes para se utilizar em embalagens de alimentos segue

requisitos técnicos e legislativos (PILLIN et al., 2006).

1.1.1.2 Propriedades térmicas

Determinar as propriedades térmicas de um polimero é muito importante
para definir a estabilidade térmica e determinar a temperatura na qual o polimero
comecga a se degradar (ALVARADO et al., 2018). A resisténcia térmica é definida
como a capacidade de um material manter suas propriedades de interesse em um
nivel desejado na temperatura maxima de servigo por um periodo prolongado, sendo
que ter uma certa resisténcia ao calor € um dos principais critérios para a selegao de
um material (NAGARAJAN et al., 2016).

A resisténcia ao calor do PLLA depende da cristalinidade e do
comportamento de cristalizagdo. Varias técnicas e métodos tém sido exploradas
para melhorar a cristalinidade e resisténcia ao calor que incluem copolimerizagao,
estereocomplexacdo, misturas de polimeros, plastificantes, cargas de reforco de

nanoescala e fibras naturais (ZHOU et al., 2015).



38

Estudos relacionados a estereoisbmeros PLLA/PDLA apresentaram bons
resultados em relagcdo a melhoria da resisténcia térmica e mecanica, bem como
estabilidade hidrolitica. Masutani et al. (2012) elaboraram copolimeros de PLLA e
PDLA com diferentes comprimentos de bloco e sequéncia e verificaram que os
filmes apresentaram excelentes resultados de estabilidade térmica e

termomecanicas devido a formacgao de cristais estereocomplexos.

1.1.1.3 Propriedades de barreira a gases e vapor de agua

Um dos fatores mais importantes na escolha de um polimero para emprego
em embalagens de alimentos € sua barreira contra a transferéncia de gases, vapor
de agua e moléculas de aroma. A permeabilidade ocorre principalmente na fase
amorfa e €& determinada pelos processos fisicos de solubilidade de um gas na
interface gas/polimero e difusdo do gas dentro do polimero (ZENKIEWICZ e
RICHERT, 2008). As propriedades de barreira sdo expressas pela medigdo da
permeabilidade com a determinagao dos coeficientes de solubilidade e difusao.

O PLLA apresenta propriedades de barreira relativamente fracas, o que
limita seu uso em industrias de embalagem. Assim, pesquisas sdo necessarias para
melhorar as propriedades de barreira do PLLA. O aumento da cristalinidade pode
levar a uma reducado da permeabilidade e propriedades de barreira melhoradas
(TSUJI et al., 2006; COLOMINES et al., 2008). Estudos demonstraram que
pequenas alteracdes no conteudo estereoquimico L:D tem efeito nas propriedades
de permeacéao, sendo que o aumento da cristalinidade do PLLA causa uma redugao
na permeabilidade ao oxigénio e vapor de agua (TSUJI et al., 2006).

A adigdo de nanoparticulas € um outro método que pode melhorar as
propriedades de barreira. As nanoparticulas funcionam como obstaculos na
passagem dos gases. Um estudo de Khaki et al. (2019) investigou a permeabilidade
ao oxigénio e vapor de agua utilizando nanocompésitos com PLLA. Verificou-se que
na presencga de 1% de 6xido de grafeto em PLLA, ocorreu uma diminuigdo de 80 e
30% da permeabilidade ao oxigénio e vapor de agua, respectivamente. Nesse
mesmo trabalho investigou-se o efeito da cristalizagdo e da presenca simultanea de

nanocompdésitos, verificando-se que a adicdo de 1% do nanocompdsito aumentou
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para 35% a cristalinidade, reduzindo em 90 e 60% a taxa de permeacéo ao oxigénio

e transmissao de vapor de agua, respectivamente.

1.1.2 PLLA e CO: supercritico

O didxido de carbono € um dos principais fluidos supercriticos utilizados em
processos como a impregnagao supercritica por apresentar facilidade de atingir o
ponto critico (Tc = 31,04 °C; Pc = 73,8 bar), ser ndo-toxico, de baixo custo, inerte, de
facil remogao do sistema por despressurizagdo, ter excelente capacidade de
plastificacdo, podendo inchar a maioria dos polimeros. A plastificacdo € um dos
efeitos mais importantes no processo de impregnacdo de polimeros, pois
proporciona que o gas sorvido atue como uma espécie de “lubrificante”, facilitando o
deslizamento das moléculas da cadeia umas sobre as outras, causando o
amolecimento do polimero, além de aumentar a difusividade dos aditivos na matriz
polimérica (KIKIC e VECCHIONE, 2003).

Estudos como de Yu et al. (2013) avaliaram a sorgao e difusdo de COq
supercritico em PLLA em diferentes condicbes de temperatura e pressao, sendo
verificado que a maior sorgéo de equilibrio (16,9%) foi atingida com a diminuigao da
temperatura e elevagao da pressao, indicando afinidade do PLLA e COz supercritico.
Altos coeficientes de difusdo indicaram a viabilidade do processo de impregnagao
supercritica para o polimero PLLA e scCOa..

Champeau et al. (2014) determinaram a sorgdo de CO2 e o inchamento de
quatro tipos diferentes de polimeros: 6xido de polietileno (PEO), acido poli-L-lactideo
(PLLA), polietileno de tereftalato (PET) e polipropileno (PP) em diferentes pressoes e
temperatura de 40 °C, sendo verificado que a quantidade de CO2 sorvida em todos
os polimeros aumenta com a pressdo. Uma alta sor¢céo pode ser alcancada quando
o polimero for capaz de realizar interagdes especificas com o CO2 e apresentar alta
mobilidade em regides amorfas. Os resultados demonstraram que o PLLA adsorveu
a maior quantidade de COy, sendo de até 25% em 15 MPa, porém verificou-se que
seu inchamento permaneceu baixo. A alta sorcdo do CO2 em PLLA e baixo
inchamento pode ser explicada devido a trés parametros: a) as interagdes do CO>

com os sitios de carbonila da cadeia polimérica, o que pode aumentar a mobilidade
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da cadeia por meio das interagbes do CO2 e polimero e causar um efeito de
plastificacdo, b) ao volume livre de PLLA relativamente grande e c) a baixa
temperatura de transigdo vitrea (Tg) do PLLA. Observou-se que o inchago é
altamente dependente da cristalinidade do polimero, esse comportamento foi
destacado no caso do PEO que apresentou uma regiao cristalina menor e maior

inchago comparado ao PLLA.

1.2 AGENTES ATIVOS EM PROCESSOS DE IMPREGNACAO

Os primeiros registros de embalagens de alimentos revestidas com agentes
ativos ocorreram em 1906 e foram produzidos por GW Maxwell, que utilizou cera de
parafina para proteger da umidade as embalagens de papel utilizadas para
armazenar leite, comercializadas nas cidades de Los Angeles e Séo Francisco, EUA
(ROBERTSON, 2002). Na década de 1980, em particular, houve um amplo uso de
materiais plasticos assépticos com barreiras de gas (COLES; MCDOWELL;
KIRWAN, 2003). Desde entdo, uma ampla variedade de agentes ativos tem sido
testada em laboratérios para possiveis aplicagdes em embalagens de alimentos. Os
principais agentes ativos incorporados em matrizes poliméricas para embalagens de
alimentos estdo relacionados a agentes antimicrobianos e antioxidantes,
sequestrantes, absorvedores e emissores (CIRILLO; SPIZZIRRI; LEMMA, 2015;
VILELA et al., 2018; RESTUCCIA et al., 2010).

Entre os agentes eliminadores tém-se os removedores de etileno (por
exemplo, 6xidos metdlicos, silicatos de camada e zedlitos, didxido de titanio,
permanganato de potassio e carvao ativado), removedores de oxigénio (por
exemplo, acido galico, nanoparticulas de ferro, paladio, acido ascoérbico, nanotubos
de oxido de titénio, glicose oxidase, lacase, pirogalol) (DEY e NEOGI, 2019). Como
agentes absorventes tém-se os agentes absorventes de umidade de base organica
(por exemplo, sorbitol, frutose), agentes absorventes de umidade de base inorganica
(por exemplo, o6xido de calcio, gel de silica), absorvedores de luz UV (por exemplo,
nanoparticulas de ferro, 6xido de zinco), absorvedores de didxido de carbono (por
exemplo, hidréxido de calcio, zedlita, carvao ativado) (LEE, 2016). Tém-se os

emissores de CO: (por exemplo, bicarbonato de sdédio, acido citrico, carbonato
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ferroso, emissores de etanol (etanol encapsulado) (VILELA et al., 2018;
SELVAMUTHUKUMARAN, 2022).

Os agentes antimicrobianos e antioxidantes incluem acidos organicos (por
exemplo, acido benzdico, sorbatos), enzimas (por exemplo, lisozima, glicose
oxidase), peptideos (por exemplo, nisina, lactoferrina), componentes bioativos puros
(por exemplo, timol, carvacrol), polimeros (predominantemente quitosana), extratos
vegetais (por exemplo, semente de uva, cha verde), éleos essenciais (por exemplo,
cravo, tomilho), ions metalicos (por exemplo, prata, ouro, platina), 6xidos metalicos
(por exemplo, TiO2, ZnO e MgO), antioxidantes com hidroxitolueno (BHT),
hidroxianisol butilado (BHA) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) (CIRILLO; SPIZZIRRI;
LEMMA, 2015; VILELA et al., 2018).

A acdo do antioxidante como agente ativo esta relacionada ao aumento da
estabilidade de alimentos sensiveis a oxidagdo, prolongando a vida util e
preservando a qualidade do produto. Os agentes antioxidantes sao utilizados nos
filmes das embalagens e podem migrar para os alimentos ou absorver os radicais
oxidativos dos alimentos (SELVAMUTHUKUMARAN, 2022) e podem ser
incorporados em matrizes poliméricas como antioxidantes sintéticos ou naturais.

O uso de antioxidantes sintéticos tem sido restrito devido a sua toxicidade
resultante de sua interagdo com alimentos, portanto, ha uma tendéncia das
industrias em substitui-los por antioxidantes naturais por apresentarem menor
toxicidade e maior seguranga (MONCAO et al., 2021). Os antioxidantes naturais
podem afetar as propriedades mecanicas e propriedades de barreira ao vapor de
agua e oxigénio dos revestimentos/filmes, mas nao interferem na segurancga
alimentar (MONCAO et al., 2021). Uma desvantagem seria a necessidade de
quantidades maiores para atingir a mesma capacidade antioxidante dos
antioxidantes sintéticos (VILELA et al., 2018).

Pontos importantes devem ser considerados antes de impregnar um
composto ativo em uma matriz polimérica, como a verificacdo da concentracdo do
composto que sera incorporado; no caso de uma embalagem antimicrobiana,
conhecer os microrganismos presentes no alimento; escolher adequadamente o
polimero que sera a matriz para impregnar o agente, para que haja compatibilidade

entre o composto e a embalagem; conhecer as propriedades fisico-quimicas como
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pH do alimento de interesse, a solubilidade e composicdo quimica da substancia
ativa (CIRILLO; SPIZZIRRI; LEMMA, 2015).

E importante sempre considerar que as propriedades fisicas e mecanicas
dos materiais de embalagem serdo mantidas apos a incorporagdo dos agentes
ativos (COLES; MCDOWELL; KIRWAN, 2003) e que os compostos bioativos
impregnados sao permitidos para contato com alimentos, de acordo com os
regulamentos de seguranga alimentar de cada pais, como Estados Unidos - Food
and Drugs Administration (US.FDA) e Unido Europeia, a Autoridade Europeia de
Seguranca Alimentar. No Brasil nao existe legislagao especifica para a seguranga de
embalagens ativas, entretanto, algumas resolugbes sao consideradas, como a
Resolugédo RDC n°. 91, de 11 de maio de 2001 (BRASIL, 2001), que aprova o
regulamento técnico “Critérios gerais e classificacao de materiais para embalagens e
equipamentos em contato com alimentos” e a Resolugdo RDC n° 51, de 26 de
novembro de 2010 (BRASIL, 2010), que fornece informagdes sobre a migracédo em
materiais plasticos, embalagens e equipamentos destinados a entrar em contato
com alimentos (MONCAO et al., 2021). Caso os compostos migrem para o produto,
alterando a composicado do alimento, € necessario inclui-lo na lista de ingredientes
para garantir a seguranga do produto embalado (RESTUCCIA et al., 2010).

Volatilidade, solubilidade, tamanho da molécula, interagdo entre o composto
e o polimero sao caracteristicas que podem influenciar o processo de impregnagao
de agentes ativos em polimeros. Isso pode ser verificado no estudo de Pires (2017)
em que o0s compostos ativos betacaroteno e timol foram incorporados
simultaneamente em uma membrana de quitosana-alginato. Os métodos testados
foram imersdao em solugdo e impregnacao supercritica. Para o processo de
impregnagao supercritica, foi possivel verificar que grande parte da quantidade
adicionada de timol evaporou na etapa de despressurizagdo, o que pode ser
explicado pela alta volatilidade e solubilidade em scCO.. Por outro lado, a molécula
de [B-caroteno apresentou maior eficiéncia de incorporacdo para o sistema
supercritico (33%), possivelmente porque a molécula interage formando ligacbes de
hidrogénio com o polimero da membrana. Para o timol, obteve-se uma baixa taxa de

incorporacgao, sendo de 0,2%.
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Pesquisas relacionadas a incorporagdo de agentes ativos em diferentes
matrizes poliméricas foram publicadas recentemente, incluindo filmes comestiveis de
quitosana com extratos de chokeberry (SADY et al., 2021); fiimes de
nanocompdésitos de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) e 6leo essencial
de orégano (COSTA et al., 2020); fiime antimicrobiano a base de misturas de
poli(alcool vinilico) PVA/amido enriquecidos com diferentes concentragdes de etil
lauroil arginato (WU et al., 2021); filmes de isolado de proteina de soja incorporando
carvacrol (TAO et al., 2022); filmes de polipropileno com nanocelulose e nanoquitina
(NGUYEN et al., 2021).

Embora o uso de materiais bioldgicos seja incentivado para a produgéo de
embalagens de alimentos, alguns parametros relevantes devem ser considerados
pela industria para que ndo ocorram equivocos. A escolha do material com base na
sustentabilidade requer uma perspectiva mais ampla. Muitos materiais bioldgicos,
por exemplo, causam impactos ambientais como eutrofizagdo, uso de agua e
pesticidas, demanda total de energia primaria e uso da terra, etc. superior ao uso de
polimeros a base de petroleo. Os plasticos de base biolégica podem liberar
substancias adicionadas involuntariamente (NIAS), €& obrigacdo do fabricante
garantir a seguranga de acordo com o artigo 3 do Regulamento-Quadro da UE (CE)
n°® 1935/2004 (Comissao da UE, 2018) para materiais e artigos em contato com
alimentos. No caso de embalagens com nanoparticulas incorporadas, o risco
potencial deve ser avaliado (MENDES e PEDERSEN, 2021).

1.2.1 Pimenta-do-reino (Piper nigrum L.)

Pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) sdo os frutos/bagas maduros secos
inteiros ou em pd da planta trepadeira, perene, lenhosa, tropical Piper nigrum L. O
género Piper pertence a classe das dicotiledéneas, ordem Piperales e familia
Piperaceae. A pimenta-do-reino é utilizada amplamente nas industrias farmacéutica,
cosmeética e alimentos, o que justifica sua importancia econémica.

Os frutos (Figura 4) apresentam semente Unica, pericarpo carnudo e
endocarpo duro. As varias espécies de Piper podem ser subdivididas com base na

mudancga de cor dos frutos no amadurecimento e no sabor. Os dois tipos basicos de
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alteracdo de cor no amadurecimento seriam a transformacao da cor verde para
preto, e verde transformando-se em amarelo, laranja ou vermelho. A espécie P.
nigrum L. pertence ao segundo grupo. Quanto ao sabor podem ser divididos em
frutos com sabor amargo, frutos com sabor amargo inicialmente seguido de picante,
sabor picante e aromatico e frutos com sabor pungente, incluindo neste ultimo a
espécie P. nigrum L. (RAVINDRAN, 2000).

Figura 4 - Frutos da pimenta-do-reino (P.nigrum L.)

" Fonte: EMBRAPA (2003)

No Brasil a cultura foi introduzida no final do século XVII, no estado da
Bahia, porém somente em 1933 apos sua reintrodu¢cdo no estado do Para por
colonizadores japoneses, ela passou a ter importancia econémica no pais. Segundo
dados da FAO o Brasil é o segundo maior produtor e exportador mundial,
respondendo por 14% da producgao, atras apenas do Vietna, que contribui com mais
de 30% da produg¢ao mundial de pimenta-do-reino. Em 2019 a produc¢ao no Brasil foi
de 109.401 toneladas, sendo os estados do Espirito Santo, Para e Bahia os maiores
produtores de pimenta-do-reino do pais. (FAO, 2020).

A pimenta-do-reino € composta de nutrientes essenciais como vitaminas A e
K, fibras alimentares e minerais K, Ca, Mg, Na, Fe, Al e Se e baixos niveis de metais
pesados como Hg, Cr, As, C e Pb, o que minimiza o risco a saude humana
(SHANGO et al., 2021). O conteudo de piperina, 6leo volatil, amido e fibra pode
variar em diferentes amostras e é considerado um indicativo de qualidade da

pimenta-do-reino.
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Em relacdo aos atributos de qualidade que contribuem para seu valor como
aditivo alimentar, a piperina, composto alcaldide, contribui para a pungéncia e
componentes do 6leo volatil como alcoois, aldeidos, B-pineno, B-cariofileno, terpeno,
limoneno, monoterpendides, diterpendides e triterpendides sao responsaveis pelas
propriedades antioxidantes e sabor dos produtos de pimenta (SHANGO et al., 2021).

A Tabela 3 apresenta a composigao quimica dos graos de pimenta-do-reino.

Tabela 3 - Composi¢ao quimica da pimenta-do-reino

Componentes Quimicos Teor encontrado no grao (%)
Amido 10-13,5

Fibra 47 - 53

Proteina 11-14

Oleo volatil 1,2-5

Oleos essenciais 2,37 -5,7

Piperina 5-9

Fonte: JAYASHREE et al. (2009)

A pimenta-do-reino e seus compostos bioativos sdo de grande importancia,
devido ao seu potencial terapéutico contra varias doencgas. Eles apresentam
propriedades fisiologicas e farmacoldgicas importantes como atividade antioxidante,
antimicrobiana, anticancerigena, analgésica, anticonvulsionante, neuroprotetora,
hipoglicémica, hipolipidémica e anti-inflamatéria (TAKOOREE et al., 2019). A Figura
5 apresenta um resumo dos principais mecanismos de acido das propriedades

farmacolégicas dos compostos ativos da pimenta-do-reino.
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Figura 5 - Mecanismo de agao das propriedades farmacoldgicas de compostos
bioativos de Piper nigrum L
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Fonte: TAKOOREE et al. (2019)

1.2.1.1 Extrato da pimenta-do-reino obtido por extragcdo supercritica

A industria de alimentos nos ultimos anos tem aumentado o interesse no
emprego do extrato em relacdo a pimenta moida em formulagbes de produtos
processados, devido a conveniéncia e estabilidade durante o manuseio, por ser livre
de contaminagdo microbiana e biodeterioragdo, espaco de armazenamento reduzido
e alta concentragédo de constituintes aromaticos (SRINIVASAN, 2007).

O extrato da pimenta-do-reino ha muito tempo tem sido obtido por meio de
métodos convencionais como hidrodestilagcao, destilagao a vapor, extragao Sohxlet.
No entanto, nos ultimos anos novas técnicas surgiram, como extragdo assistida por

ultrassom, extragdo assistida por microondas e extracao por fluidos supercriticos
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(EFS) (COELHO e PALAVRA, 2015). A EFS é uma tecnologia promissora para a
extragao de Oleos essenciais de pimenta-do-reino descrita por Ferreira et al. (1999),
sendo 70% do éleo extraido durante o processo em taxa constante.

A extracdo com fluido supercritico apresenta vantagens em relagdo aos
meétodos tradicionais, por ser possivel empregar temperaturas brandas, o que é
indicado para isolar compostos bioativos termosensiveis; ser relativamente barato e
disponivel a partir de recursos naturais, apresentar excelente solubilidade e
permeabilidade, alta densidade e baixa viscosidade do fluido supercritico;
seletividade extrativa que pode ser alcangada alterando os parametros de processo
como pressao, temperatura e cossolvente, auséncia ou pouco traco de solvente no
processo e obtencdao de um extrato com alta pureza. O fluido supercritico mais
frequentemente utilizado na extracdo supercritica € o CO2 por apresentar baixos
parametros criticos (Tc = 31,1 °C, Pc = 73,8 bar), status GRAS (do inglés Generally
Recognized as Safe), n&do toxicidade, ndo inflamabilidade e ser ecoldgico (LI et al.,
2021).

Embora o custo inicial da montagem da planta de operagao desta tecnologia
seja superior aos métodos tradicionais, deve-se comparar o0s beneficios
relacionados a seletividade de extracdo, auséncia de solvente residual e
contaminagao bacteriana e padronizagdo da intensidade do sabor. O método de
EFS consiste em duas etapas: extracdo dos compostos soluveis pelo solvente
supercritico e separagao dos solutos extraidos do solvente. A extracdo pode ser
realizada em uma matriz sdlida, liquida ou viscosa, sendo a maior parte dos
processos industriais realizados em matrizes solidas (MARTINEZ e VANCE, 2008).

O processo ocorre na unidade de extragdo onde o solvente, CO-
supercritico, flui pela matriz solida e dissolve as substancias soluveis, por meio de
interagdes solvente-matriz solida e solvente-soluto. Os componentes dissolvidos se
difundem através dos poros da matriz e pela transferéncia de massa séao
transportados para o fluido supercritico. A solugcao que flui para fora da unidade de
extracdo se expande para o estado gasoso e o soluto extraido se torna insoluvel e
precipita na unidade de coleta, posteriormente sendo determinadas a quantidade e
composicao do extrato (HUANG, 2015).
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O extrato da pimenta-do-reino contém principalmente uma mistura de
hidrocarbonetos terpénicos e seus compostos oxigenados com ponto de ebulicdo na
faixa de 80 a 200 °C. A composicao varia dependendo da cultivar, condigdes
climaticas, regido de origem, etc (MENON et al., 2000). Nos ultimos anos varios
estudos tém sido realizados para a determinagao da composi¢cao quimica de oleos
essenciais da pimenta-do-reino usando CO: supercritico. A Tabela 4 apresenta os

resultados da composi¢cédo quimica de alguns desses estudos.

Tabela 4 - Composi¢ao quimica do 6leo essencial de pimenta-do-reino obtido por
extracdo com CO:2 supercritico

Compostos 1 2 3
Monoterpenos

a-pineno 4,09 1,77 4,25
B-pineno 2,61 3,47 7,27
Sabineno 11,64 5,46 3,63
Limoneno 19,80 6,81 15,64
Sesquiterpenos

B-cariofileno 21,76 12,43 25,38
Mirceno 7,70 - 1,98
p-cymeno - - 0,62
a-Copaeno 1,31 6,83 3,84
Oxido de Cariofileno - 7,94 1,12

1: EFS: 150 bar/40 °C. Fonte: FERREIRA et al. (1999).
2: EFS: 100 bar/40 °C. Fonte: PERAKIS e MAGOULAS (2005).
3: EFS: 300 bar/40 °C. Fonte: BAGHERI et al. (2014).

1.2.2 Piperina

A piperina (C17H19NO3) € um alcaldide, cristalino (de cor amarela), insoluvel
em agua, com temperatura de fusdo de 128 a 130 °C, considerada o principal
composto bioativo extraido da oleoresina da pimenta-do-reino. E conhecida por sua
pungéncia caracteristica, seus beneficios terapéuticos como antiinflamatério,
antimicrobiano, anticancerigeno, anticonvulsionante, antidepressivo, neuroprotetivo
(KIM et al., 2009; CHONPATHOMPIKUNLERT et al., 2010; KHAJURIA et al., 2018)
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também por aumentar a capacidade de biodisponibilidade de varios medicamentos e
nutrientes (DOUCETTE et al., 2013). A Figura 6 apresenta a estrutura molecular da

piperina.

Figura 6 - Estrutura molecular da piperina
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Fonte: CHOPRA et al. (2016)

As atividades biolégicas, abundancia, facilidade de isolamento e as
diferentes possibilidades de aplicagdo da piperina impulsionam seu emprego em
diferentes areas como farmacéutica, médica, cosméticos e alimentos. Na industria
de alimentos a piperina pode ser empregada de diferentes formas, dentre elas na
formulacdo de alimentos, elaboragcdo de alimentos funcionais, na prevencao ou
retardo da deterioragdo de alimentos devido a sua atividade antimicrobiana e
antioxidante e em embalagens ativas para alimentos.

Acredita-se que a piperina seja o principal composto com atividade
antimicrobiana da pimenta-do-reino, estando relacionada principalmente contra

cepas Gram positivas patdégenas como  Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus e Streptococcus faecalis. Entre as bactérias Gram negativas a maior
eficiéncia é contra a Pseudomonas aeruginosa seguida da Salmonela typhi e
Escherichia coli. A Tabela 5 apresenta o resultado de um estudo realizado por
Karsha e Lakshimi (2010), comparando a concentracdo minima inibitéria (CMI) da
piperina pura, extratos de pimenta-do-reino extraidos com os solventes acetona e

diclorometano (DCM) e o antibiético ampicilina.
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Tabela 5 - Concentragao minima inibitéria (CMI) de extrato de pimenta-do-reino,
piperina e ampicilina

Bactéria CMI (PPM)
Extrato de Extrato DCM Piperina Ampicilina
acetona
Staphylococcus aureus 125 125 250 0,98
Bacillus cereus 250 62,5 250 125
Streptococcus faecalis 500 125 250 1,9
Pseudomonas aeruginosa 62,5 125 250 0,98
Escherichia coli 125 125 250 1,9
Klebsiella pneumoniae 125 125 250 1,9
Salmonela typhi 250 250 250 15,63

Fonte: KARSHA e LAKSHIMI (2010)

A capacidade antioxidante da pimenta-do-reino tem sido atribuida a piperina
e seus isdmeros chavicina, isopiperina e isochavicina e monoterpenos. Tipsrisukond
et al. (1998) estudaram os efeitos antioxidantes do 6leo essencial e oleoresina de
pimenta-do-reino obtidos por extracdes supercriticas e convencionais em carne
suina moida. Na carne suina moida em contato com a oleorresina obtida por
extragdo supercritica foram encontrados resultados superiores na reducdo da
oxidagao lipidica, medidos pela concentracdo de substéncias reativas ao acido 2-
tiobarbiturico (TBARS) e hexanal durante 8 dias de armazenamento, devido a maior
quantidade de piperina presente na oleorresina obtida pelo extrato supercritico.

A extracdo da piperina pode ser realizada por métodos convencionais ou
pelo emprego de tecnologias verdes. Alguns métodos convencionais usados para
extracdo da piperina sdo maceragao, extracdo com solvente e imersdo e utilizam
geralmente solventes organicos como acetona, diclorometano, etanol, éter dietilico.
Algumas das desvantagens desses métodos estdo relacionadas ao emprego de
altas temperaturas e tempo prolongado de processo, o que pode provocar risco de
degradacao do produto final.

Os métodos de extragao com fluido supercritico e assistidos por microondas
ou ultrassom apresentam vantagens em relagdo aos métodos convencionais por se

tratar de uma tecnologia limpa, eficiente, seletiva, rapida e livre de residuos



51

(SHITYAKOQV et al., 2019). A extragédo supercritica utiliza como principal solvente o
dioxido de carbono e tem sido amplamente aplicada na extragdo da piperina por
apresentar alto rendimento do processo, com valores entre de 81 a 98% (PETER,
2006).

As técnicas analiticas e métodos quantitativos mais comuns utilizados na
deteccdo da piperina apds a extragao da pimenta-do-reino sdo cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG/EM),
ensaios colorimétricos, método Kjeldahl e espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-
Vis). O método Kjeldahl foi uma das primeiras técnicas usadas para medir a piperina
indiretamente, por meio da avaliagdo da quantidade total de nitrogénio da pimenta
preta (SHITYAKOV et al., 2019).

1.3 IMPREGNAGAO SUPERCRITICA

Embora os primeiros relatos de processos com tecnologia supercritica
tenham ocorrido em 1879, a impregnagao supercritica em matrizes poliméricas pode
ser considerada uma tecnologia relativamente recente, que vem sendo cada vez
mais utilizada em diversas aplicagdes, principalmente nas areas farmacéutica e
alimenticia. Uma das primeiras patentes para a impregnagcdo de agentes em
polimeros foi registrada em 1985 e envolve a impregnagao de aromas, substancias
de controle de pragas e farmacos em polimeros termoplasticos sob condigbes
supercriticas (SAND, 1986).

Anos mais tarde, Berens et al. (1992) comprovaram a eficiéncia do CO2
como solvente em processos de impregnagao supercritica, ao verificar que o CO»
acelerou o processo de incorporagdo de compostos de baixo peso molecular em
polimeros, sendo ainda hoje utilizado na maioria dos processos de impregnagao
supercritica.

O CO2 apresenta propriedades desejaveis como temperatura critica
moderada (31,04 °C), presséo critica de 73,8 bar, densidade de 0,47 g cm™, para as
mesmas condi¢des de pressdo e temperatura e alta difusividade, o que permite
penetrar em regides amorfas da matriz polimérica causando um aumento no volume

livre do polimero (inchaco), modificando as propriedades mecanicas e fisicas do
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polimero. Assim, ha uma diminuicao da temperatura de transicéo vitrea (Tg4), que
esta relacionada a plastificacdo (BELIZON et al., 2018), além de baixa viscosidade
superficial de baixa tensado, facilitando a penetracdo das moléculas na matriz
polimérica.

Outras vantagens do uso do CO: supercritico como solvente estdo
relacionadas a caracteristicas como ser inerte, atoxico, ter baixo custo, estar
disponivel em alta pureza, ser facilmente removido, o que reduz o custo do
tratamento de residuos, e ser considerado o solvente mais ambientalmente aceitavel
comparado aos solventes utilizados em processos convencionais.

A area de impregnagéao supercritica é de grande interesse para diversos fins
na industria alimenticia, como a preparagao de novos materiais, por exemplo, no
desenvolvimento de embalagens ativas de alimentos (SOUZA et al., 2014; CEJUDO-
BASTANTE et al., 2017), embalagem inteligente (FUERTES, 2016),
microencapsulagdo (GUO e CHEN, 2018) e conservagado de alimentos (CEJUDO-
BASTANTE et al., 2019).

Um dos fatores importantes para a utilizagcdo da técnica €& verificar
previamente a solubilidade do material a ser disperso (soluto) no fluido supercritico.
As etapas do processo de impregnagao consistem basicamente no contato do soluto
dissolvido no solvente supercritico com a matriz polimérica. O polimero a ser
impregnado entdo incha pela agcdo do fluido supercritico e o soluto que esta em
contato com o fluido supercritico é entdo disperso com ele. A plastificacdo associada
a redugao da temperatura de transicédo vitrea auxilia no processo de impregnagao
(GOODSHIP e OGUR, 2004).

Idealmente, as interacdes formadas entre o soluto e a matriz no processo de
impregnagao supercritica seriam mais fortes do que aquelas entre soluto e CO»
supercritico, o que forgaria a impregnagcéo em condigdes supercriticas, seguida de
despressurizagdo para remogao final do CO.. Se o soluto e a matriz ndo interagem,
a impregnacao € obtida pela despressurizagado da mistura supercritica soluto-matriz-
CO2, que forga o soluto a precipitar na matriz, pois ndo é mais soluvel em COa.
Neste ultimo caso, no entanto, o soluto n&o esta aderido a matriz e sera facilmente
separado (FORNARI; STATEVA, 2015).
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Existem diferentes configuragdes possiveis para realizar os procedimentos
operacionais no processo de impregnagao supercritica de uma substancia em uma
matriz polimérica:

a) Dissolver o soluto em CO2 supercritico até a saturagdo e depois
coloca-lo em contato com a matriz em um reservatorio diferente. O sistema é
composto basicamente por um cilindro de solvente, refrigerador, bomba de alta
pressao, recipiente de alta pressao para solvatacao do soluto, camara de alta
pressao para precipitagao contendo a matriz. Este procedimento garante um melhor
controle do rendimento de impregnacao.

b) Colocar o soluto e a matriz no mesmo recipiente desde o inicio, mas
separados por uma grade para que nao haja contato entre o soluto nao dissolvido e
a matriz (FORNARI; STATEVA, 2015).

A Figura 7 mostra o esquema dos dois procedimentos operacionais de

impregnagao supercritica.

Figura 7 — Procedimentos operacionais de impregnacgao supercritica
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Fonte: Adaptado de FORNARI; STATEVA (2015)

O processo de impregnacgéo supercritica é vantajoso em relagdo a outros
processos convencionais para impregnar moléculas hidrofébicas, por exemplo, 6leos
essenciais; a quantidade de soluto e a profundidade de impregnacao podem ser

ajustadas controlando as variaveis do processo; os produtos finais sao isentos de
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residuos e a técnica permite trabalhar em condicdes relativamente amenas, o que é
desejavel para compostos naturais com atividades biolégicas (SOUZA et al., 2014).

O processo de impregnagao pode ser classificado em geral de acordo com
dois mecanismos (KIKIC e VECCHIONE, 2003; KAZARIAN e MARTIROSIANO,
2002):

e Deposicao do soluto soluvel em um fluido supercritico na matriz
polimérica apds a despressurizacao;

e Dispersdo molecular causada pela adsor¢gdo quimica do soluto na
superficie do polimero.

A deposicado do soluto na matriz polimérica ocorre nos casos em que 0O
soluto apresenta baixa solubilidade no fluido supercritico. A mistura scCO2 +
composto se difunde e deposita fisicamente por precipitacdo. Neste caso, ocorre a
formagao de substancias recristalizadas sem que ocorra dispersao molecular.

A dipersdo molecular depende da interacdo scCO2-polimero, interagao de
soluto-polimero e a solubilidade do soluto em scCO2 os quais determinam os
coeficientes do soluto entre o fluido supercritico e a matriz transportadora. Este
mecanismo esta relacionado a solutos com alta afinidade pelo fluido supercritico,
resultando em um alto poder de particdo. A mistura soluto/scCO atua como agente
de dilatagao/plastificante e dissolve-se resultando em soluto molecularmente
disperso na matriz (MASMOUDI et al., 2011; MUSTAPA et al., 2016). A Figura 8

apresenta um esquema dos mecanismos de impregnagao supercritica.
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Figura 8 - Esquema dos mecanismos de impregnacgao supercritica de aditivos em
polimeros assistida por scCO2
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A adigdo de um cossolvente polar pode ser uma alternativa para aumentar a
solubilidade de compostos com maior polaridade, aumentando assim a eficiéncia do
processo de impregnacéo (DIAS et al., 2011). A Tabela 6 apresenta a solubilidade

da piperina e extrato de pimenta-do-reino em scCOso.

Tabela 6 - Solubilidade da piperina e extrato de pimenta-do-reino em scCO2

Temperatura Presséao Solubilidade Referéncias
(°C) (bar) (gsoluto/gco2)
40 100 0,00015
Piperina 40 120 0,00019 KUMORO et al.,
(2009)
50 100 0,00008
50 120 0,00014
Extrato de 50 100 0,0025 PERAKIS et al.,
pimenta-do- (2005)
reino

O parametro de solubilidade avalia a forgca de interagdo entre dois
componentes, sendo que quanto mais proximo o valor da solubilidade entre os

componentes, por exemplo: soluto e solvente ou soluto e matriz polimérica maior
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sera a miscibilidade entre estes compostos. Considerando a baixa solubilidade da
piperina em scCO2 (KUMORO et al., 2009), o mecanismo de impregnagao pode ter
uma particdo maior para a fase do polimero ao invés da fase scCO2, fazendo com
que mais soluto se concentre no polimero. Verificou-se que os parametros de
solubilidade do PLLA e piperina sao préoximos, o que indica uma boa afinidade entre
os compostos. Greenhalgh et al. (1999) estudaram a solubilidade de varios pares de
farmaco/transportador e como resultado sugeriram que sistemas com diferenga entre
o parametro de solubilidade do farmaco e o do transportador (Ad) menor que
7,5 MPa'? apresentaram miscibilidade completa, sistemas com Adentre 7,4 e
15,0 MPa'’? apresentaram algum sinal de imiscibilidade, e aqueles com Ad acima de
15,9 MPa "2 apresentaram imiscibilidade completa. A Tabela 7 apresenta os
parametros de solubilidade do PLLA e piperina obtidos pelo método Hoftyzer-Van
Krevelen (KREVELEN e NIJENHUIS, 2009).

Tabela 7 - Parametro de solubilidade para PLLA e piperina usando o método de
Hoftyzer-Van Krevelen

Polimero/composto Parametro de solubilidade (Ad) Ad (OpLLA — Opiperina)
(MPa °9) (MPa °9)
PLLA 23,3
Piperina 20,0 3,3

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Os parametros de solubilidade em relagao ao scCO2 do sistema piperina e
PLLA foram calculados com base no método de Krevelen e Nijenhuis (2009). Os

resultados calculados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Parametro de solubilidade do sistema piperina/PLLA/CO>

Polimero/composto A (8coz2 — OpLLA) AD (Oco2 — Opiperina)
(MPa®%) (MPa®%)
pCO- 6 CO2
665 Kg m3(50°C, 13,8 MPa)* 9.1 14,2 10,9
759 Kg m3(40°C, 13,8 MPa)* 10,4 12,9 9,6
846 Kg m=3(40°C, 20,7 MPa)* 11,7 11,6 8,3

*HUSSAIN et al. (2012).
Parametro de solubilidade usado para PLLA é 23,3 MPa"? (KREVELEN e NIJENHUIS, 2009).
Parametro de solubilidade usado para piperina é 20 MPa"? (KREVELEN e NIJENHUIS, 2009).
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1.3.1 Influéncia dos parametros de processo na impregnagao supercritica

O controle de parametros operacionais como pressao, temperatura, tempo
de contato, taxa de despressurizagao influenciam o poder solvente e as
propriedades de transporte do fluido supercritico, 0 que pode afetar diretamente a
capacidade de solvatagdo do COp, difusividade, inchamento e efeitos de
plastificagdo no processo de impregnacéo supercritica (SOUZA et al., 2014; GUO e
CHEN, 2018). De acordo com a literatura, as faixas de presséo e temperatura mais
estudadas no processo de impregnacao supercritica sao de 90 a 200 bar e 35 a 55
°C, respectivamente (CHAMPEAU et al., 2015).

Em processos em que ha saturacido da fase CO2 + composto ativo, causada
pela quantidade excessiva de composto ativo colocado na célula de impregnacéao,
verificou-se que o aumento da pressao (ou densidade) leva a um aumento na
quantidade de composto dissolvido em CO2 supercritico, gerando um maior
gradiente de concentragcdo e aumentando o poder de inchamento do polimero, o que
consequentemente causara uma maior incorporagdo do composto ativo na matriz
polimérica (ROJAS et al., 2020).

Nos estudos desenvolvidos por Cejudo-Bastante et al. (2017) e Dias et al.
(2011), as altas pressdes causaram a solubilizagdo de uma maior quantidade de
compostos, melhor plastificagcdo do polimero e difusao da substancia ativa. Por outro
lado, estudos mostraram valores mais baixos para a impregnagdo de compostos
ativos em altas pressdes em sistemas com saturacado da fase CO2 + composto ativo,
provavelmente causado pelo aumento da solubilidade do composto ativo e
consequentemente de seu coeficiente de particdo na fase supercritica e diminuigao
da difusividade de scCO2 na fase polimérica devido a uma maior saturagado da matriz
polimérica com fluido supercritico (RADOVIC et al., 2019).

Em situagbes em que a fase de CO2 ndo esta saturada com o composto
ativo (ndo ha excesso de massa do composto sendo totalmente dissolvido em CO2),
um aumento de pressdo pode causar uma diluigdo do composto ativo gerando um
gradiente de concentragao menor, reduzindo a incorporagdo do composto ativo na
matriz polimérica (ROJAS et al., 2020). Estudos mostraram menores taxas de

incorporagao de compostos ativos em matrizes poliméricas com aumento de pressao
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conforme descrito por Medeiros et al. (2017) para impregnacao de Oleo essencial de
cravo em filmes de LLDPE. O oposto foi obtido por Goni et al. (2016), que obteve
maiores rendimentos de impregnagao ao impregnar eugenol em filmes de LLDPE
usando dioxido de carbono supercritico a temperatura constante.

Estudos mostraram que a temperatura pode ter fortes efeitos na taxa de
impregnacgao. As temperaturas utilizadas devem ser moderadas para preservar os
agentes ativos que podem se degradar em altas temperaturas. Os resultados
demonstraram que os maiores rendimentos de impregnacao foram obtidos com
temperatura moderada (CEJUDO-BASTANTE et al., 2017). Milovanovic et al. (2013)
ao estudar a incorporacgéo de timol em gaze de algodao sob diferentes condigdes de
processo usaram temperaturas amenas de 35 °C para o processo de impregnacao,
considerando que o timol apresentava solubilidade em CO> supercritico préximo a
temperatura de 50 °C. Por outro lado, Hussain e Grant (2012) estudando a
impregnagao de ibuprofeno em filmes de poli (metacrilato de metila), verificaram um
aumento na difusividade do ibuprofeno com o aumento da temperatura, o que
ocasionou um aumento na taxa de impregnacédo do composto ativo.

A importéancia do parametro tempo no processo de impregnagdo esta
relacionado a influéncia na difusdo da substancia ativa na matriz polimérica. Uma
vez que ha casos em que o maior tempo de contato pode aumentar a capacidade de
sorcdo de scCOz na matriz. Um aumento significativo na carga antioxidante foi
observado em filmes de PET/PP quando longos periodos de impregnagéo (22 h)
foram aplicados para impregnacéao de galato de metila e extrato de folha de manga
(BELIZON et al., 2018). Por outro lado, verificou-se em outro estudo que o aumento
do tempo de impregnacéo levou a uma diminui¢do da impregnacao da substancia
ativa em uma matriz polimérica, devido ao aumento da cristalinidade da matriz do
poliéster que foi saturada ao longo do tempo com scCO2 (SEPULVEDA et al., 2020).
Desta forma, € possivel verificar que assim como os paradmetros de presséo e
temperatura, o tempo de impregnagcdo dependera do tipo de principio ativo e
polimeros utilizados.

A taxa de despressurizacao € um importante parametro operacional no
processo de impregnacao supercritica e deve ser estudada especificamente para

cada sistema. Deve-se analisar a afinidade entre a substdncia ativa e a matriz
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polimérica, o que interferira na escolha de uma despressurizacado rapida ou lenta.
Uma taxa de despressurizagao rapida pode aumentar a carga do polimero, porém,
pode causar danos a estrutura do material. Uma despressurizacdo lenta pode
preservar a estrutura do polimero, porém, muito soluto pode ser perdido quando
misturado com scCO..

Nos processos em que ocorra alta afinidade entre soluto e matriz polimérica,
a despressurizacao lenta € indicada. Se tiver pouca afinidade, a despressurizagao
rapida é indicada para que a substancia ativa nao seja levada pelo solvente e fique
presa no polimero (CHAMPEAU et al., 2015). Diferentes valores de taxa de
impregnagdo em diferentes matrizes poliméricas comparando a impregnagao de
varios agentes ativos puros e misturas tém sido relatados na literatura. Na maioria
deles foram utilizadas taxas de despressurizacao lentas para nao alterar ou danificar
as amostras poliméricas processadas e favorecer a impregnacao dos agentes ativos
nas matrizes poliméricas (SEPULVEDA et al., 2020; BELIZON et al., 2018; DIAS et
al., 2011). Por outro lado, verificou-se que a taxa de despressurizagdo rapida
favoreceu a impregnacado do acido cafeico puro, que também foi utilizado como
parametro para a impregnacao do extrato de folha de oliveira (CEJUDO-BASTANTE
et al., 2017).

A Figura 9 apresenta uma representagcdo esquematica do processo de
impregnagao supercritica de agentes puros ou multicomponentes em matrizes

poliméricas.
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Figura 9 - Esquema do processo de impregnagao supercritica de agentes puros ou
multicomponentes em matrizes poliméricas
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1.4 EMBALAGENS ATIVAS PARA ALIMENTOS

As embalagens ativas podem ser definidas como sendo embalagens que
alteram as condigbes dos alimentos para aumentar a vida util ou melhorar as
propriedades sensoriais e de seguranca, mantendo a qualidade dos alimentos. As
embalagens ativas visam corrigir alguma falha das embalagens tradicionais, por
exemplo, uma embalagem de plastico com barreira de umidade adequada, mas
barreira de oxigénio inadequada. Algumas das fungdes desenvolvidas na tecnologia
de embalagens ativas incluem fungdes inteligentes, absorvedores, sistema de
eliminacdo, atividade antimicrobiana, controle da atmosfera, comestibilidade e
biodegradabilidade (HAN, 2014).

A industria nos ultimos anos tem investido mais intensamente em novas
tecnologias para o desenvolvimento de embalagens ativas, devido a preferéncia dos
consumidores por produtos mais naturalmente preservados e o interesse em
produzir alimentos com qualidade e mais seguros. Alguns exemplos destas
embalagens seriam sistemas de eliminagao de oxigénio, para prevenir a oxidagao e
ranco dos alimentos, bem como o crescimento de bactérias aerdbias e bolores;
eliminagdo de umidade, onde sao incluidos materiais dessecantes na forma de

sachés para controlar a umidade dentro da embalagem; sistema de absorgao de
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diéxido de carbono que evitam que as embalagens inflem apds o processo devido a
formagdo de dioxido de carbono e sistemas antimicrobianos para evitar o
crescimento de microrganismos e deteriorantes patogénicos e que podem ser uma
alternativa para diminuir a quantidade de conservantes (AHVENAINEN, 2003,
ROOPA et al., 2023).

As substancias necessarias para se atingir o efeito da embalagem ativa
podem ser incorporadas no préprio material ou embalados em sachés ou rétulos e
inseridos na embalagem. As substancias ativas ndo podem colocar em risco a saude
do consumidor, para isso leis foram criadas para regulamentar o sistema de
embalagem (KRUIJF e RIJK, 2003). A tecnologia para desenvolver essas
embalagens tem sido o grande desafio da industria, j4 que o material precisa ter
propriedades térmicas e mecéanicas adequadas para maquinas de embalagem com
boa vedacao, ter boa aparéncia e preco razoavel.

Os principais métodos de produgdo de embalagens ativas para alimentos
sao conhecidos como convencionais e sdo apresentados na Tabela 9. Os métodos
convencionais utilizam agua ou outros tipos de solventes e apresentam algumas
desvantagens que devem ser consideradas, como baixas taxas de difusdo de
agentes em matrizes poliméricas, uso de solventes toxicos, alta temperatura que
pode causar redugao dos compostos ativos, profundidade limitada, tempo de contato
longo, excesso de impregnantes, alto consumo de energia, agua, solventes e outros
aditivos (MEDEIROS et al., 2017).

Tendo em vista as desvantagens apresentadas pelos métodos
convencionais, a tecnologia supercritica € uma alternativa a esses processos. Em
2014 foi realizada a primeira impregnacao de um composto ativo utilizando CO:
supercritico em uma matriz polimérica para a produ¢cdo de embalagens ativas de
alimentos (TORRES et al., 2014).

O processo de impregnacao supercritica € vantajoso em relagdo a outros
processos convencionais por impregnar moléculas hidrofébicas, por exemplo, 6leos
essenciais; a quantidade de soluto e a profundidade de impregnacao podem ser
ajustadas controlando as variaveis do processo; os produtos finais sao isentos de
residuos e a técnica permite trabalhar em condicdes relativamente amenas, o que é

desejavel para compostos naturais com atividades biolégicas (SOUZA et al., 2014).
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Tabela 9 - Métodos convencionais de impregnacgao de substancias ativas em
matrizes poliméricas

Métodos
convencionais

Caracteristicas

Desvantagens

Referéncias

Mistura simples
por fusao do

polimero
Dispersao ou
dissolugdao em
solventes ou
agentes
dispersantes
Impregnagédo por
via umida ou

imersao (soaking)

Incorporagdo em
meio reacional de
substancias para a
polimerizagdo ou
modificagdo da
matriz e processos

A matriz polimérica
misturada com as
substancias ativas é
aquecida até a fusao,
sendo em seguida
resfriada.

Disperséao ou
dissolugcao da matriz
polimérica e
substancias ativas em
solventes ou meios
dispersantes, que

depois serdo removidos

por secagem.

Imersé&o do polimero ja

sintetizado, em uma
solugédo de uma
substancia ativa

previamente dissolvida.

Degradagao de substancias.

Os solventes podem
apresentar problema de
toxicidade ou serem dificeis
de remover.

Alto consumo de solvente e
agua, toxicidade dos
solventes, degradagéo dos
compostos ativos e polimeros,
baixo rendimento de
incorporacgao ou dispersao de
substancias ativas causada
pelo intumescimento da
matriz.

Mistura das substancias Temperaturas elevadas de

ativas com solventes,
catalisadores,
reagentes, agentes
iniciadores em alguma
etapa do preparo do
polimero.

As substéncias ativas
ficam retidas por
oclusao no interior da
matriz.

processo. Utiliza solventes e
outras espécies quimicas,
possibilidade de ocorréncia de
reagdes indesejaveis, pode
ocorrer degradagao de
substancias e/ou formagéao de
compostos perigosos.

GARRIDO-MIRANDA et
al. (2018)

EFRATI et al. (2014)

PASTOR et al. (2013)

AKHTAR et al. (2013)

WORAPRAYOTE et al.
(2013)

JIN et al. (2009)

ZACTITI et al. (2006)

ALMINDEREJ (2020)

1.4.1 Migracao de compostos ativos em embalagens de alimentos

O termo migracdo geralmente esta relacionado a um processo de difusao

que pode ser fortemente influenciado pela interagdo da substancia impregnada com
o material da embalagem (ARVANITOYANNIS; BOSNEA, 2010). A maioria dos

sistemas de embalagens sdo formados por material da embalagem, alimento e

espaco livre. A atividade dos compostos bioativos depende da migragdo da

substancia para o alimento ou da evaporagcdo dos materiais para o espago livre.
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Substancias como Oleos essenciais apresentam principios de acao baseados em
sua volatilidade. Outras substancias como zedlita ndo apresentam volatilidade e sua
atividade se baseia em migracdo da embalagem para o alimento (QUINTAVALLA e
VICINI, 2002; VERONIQUE, 2008 apud SELVAMUTHUKUMARAN, 2022).

A difusao é a transferéncia de massa de moléculas de uma regiao de alta
concentragdo para uma regidao de baixa concentracao até que o equilibrio seja
alcangado (MILTZ, 1997). A taxa de difusdo € calculada pela Equacéo 1.1 e é
conhecida como segunda Lei de Fick (CUSSLER, 2009).

dCp/d; = D(32Cp/dx?) (1.1)

Onde: C, (mg g'): concentragdo de migragdo no material polimérico; D (cm?/s):
coeficiente de difusdo; t (s): tempo em que a difusdo ocorre e x (cm): distancia entre
a embalagem e o alimento.

Geralmente a caracterizagao experimental da migracdo de agentes ativos
impregnados em filmes ocorre por meio de simuladores de alimentos definidos por
regulamentacgdes internacionais (DOPICO et al., 2003; CRAN et al., 2010; TORRES
et al., 2014), devido a dificuldade em se realizar a analise em alimentos reais por
apresentarem uma mistura de substancias em sua composigdo como agua,
carboidratos, gorduras, lipidios, vitaminas, fibras e minerais (CRAN et al., 2010;
TORRES et al., 2014). Cada meio simulante representa um tipo de alimento e
incluem: agua; acido acético em agua 3% (v/v); 8, 15, 50 e 95% etanol em agua
(v/v), azeite de oliva, dleo de girassol, simulante sintético gordura HB307 (CRAN et
al., 2010).

Diferentes analises tém sido empregadas para determinar a migragcao de
agentes ativos em embalagens de alimentos, sendo que as principais seriam as
analises cromatograficas ou espectrofotométricas. Torres et al. (2014) analisaram a
migragao de timol impregnado em filmes de PEBD em etanol 10% (v/v) e etanol 95%
(v/v) como simuladores aquosos e gordurosos, respectivamente, e mediram em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Medeiros et al. (2017) estudaram a

migracdo de oleo essencial de cravo impregnado em filmes de PEBD para meio
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simulante de etanol 10 e 95% a exemplo de Torres e analisaram a migragéo do oleo
por UV-Vis. Hwang et al. (2013) estudaram a migragao de a-tocoferol e resveratrol
impregnados em filmes de PLLA e PLLA/amido em meio simulante de etanol 100% e
quantificaram as substancias que migraram dos filmes por cromatografica liquida de
ultra eficiéncia (CLUE).



CAPITULO 2

EFEITO DA IMPREGNAGAO COM CO, SUPERCRITICO DE PIPERINA E
EXTRATO DE PIMENTA-DO-REINO NAS PROPRIEDADES DE FILMES DE
POLI(L-ACIDO LATICO) PARA EMBALAGENS ATIVAS DE ALIMENTOS
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O capitulo 2 inclui a preparagdo dos filmes de PLLA, o processo de
impregnagao da piperina e do extrato de pimenta-do-reino nos filmes com CO2
supercritico e a quantificacdo dos compostos por gravimetria e UV-Vis. Estéao
apresentadas também a caracterizacao dos filmes em relagdo as suas propriedades
estruturais, funcionais e de superficie.

Os resultados apresentados neste capitulo serdo submetidos a publicagéao

em revista com alto fator de impacto.
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RESUMO

A grave crise ambiental tem impulsionado, nos ultimos anos, a busca por alternativas
que reduzam a poluigdo causada pelos plasticos e o desperdicio de alimentos. A
industria de alimentos € responsavel pela maior parte destes residuos e, portanto,
enfrenta o desafio de encontrar solugdes que substituam os plasticos derivados do
petréleo. Embalagens ativas obtidas a partir de polimeros biodegradaveis e de
fontes renovaveis com uso de tecnologia verde podem ser uma opg¢ao interessante.
Neste contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma embalagem ativa para
alimentos a partir da incorporagao de extrato de pimenta-do-reino (EPR) e piperina
pura (PP) em filmes de poli (L-acido latico) (PLLA) utilizando tecnologia supercritica.
A piperina foi utilizada como modelo para determinar a influéncia das condigbes
operacionais de pressdo (10 e 12 MPa), temperatura (40 e 50 °C) e taxa de
despressurizagdo de 1 MPa min' por 3 h sob agitagdo no rendimento de
impregnacgao. Foram testados filmes de PLLA de diferentes espessuras (100, 150 e
200 um). As condi¢des mais favoraveis foram obtidas a 10 MPa e 50 °C e usadas na
incorporagdo de piperina e extrato de pimenta-do-reino em filmes de 200 um.
Também foi testada a adicao de etanol como cossolvente nas proporcdes de 5 e
10%. Nos tratamentos sem cossolvente os filmes impregnados com extrato
apresentaram maior rendimento de impregnagao (5,28%). A adigcdo de 5% de
cossolvente favoreceu o aumento do rendimento da piperina (5,61%). Os filmes
impregnados exibiram maior cristalinidade em comparagcao aos filmes puros. A
resisténcia a ruptura foi reduzida nos filmes com adi¢cao de cossolvente. O mdodulo
de Young foi reduzido e a elongacdo na ruptura aumentou para todos os
tratamentos. As propriedades superficiais dos filmes revelaram a presenca de
bandas caracteristicas de piperina e polimero e modificagdo da superficie, tornando-
se rugosa. Os filmes com cossolvente exibiram propriedades de hidrofobicidade
mais elevadas em comparagcdo com os fiimes de PLLA sem cossolvente. Os
resultados mostraram que € possivel utilizar fontes renovaveis e tecnologia verde na
elaboragao de embalagens ativas para alimentos, sendo uma alternativa promissora
na reducao de impactos ambientais.

Palavras-chave: tecnologia verde; didoxido de carbono supercritico; embalagens de
alimentos; biopolimero; agentes ativos.
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2.1 INTRODUCAO

A grave crise ambiental tem sido uma preocupagcédo mundial, o que tem
exigido agdes urgentes de governos, empresas e da populagédo, que considerem o0s
limites dos recursos naturais e garantam um modelo de desenvolvimento
sustentavel. Assegurar padrées de produgdo e consumo sustentaveis, o
desenvolvimento de tecnologias ambientalmente seguras e a redugdo do
desperdicio alimentar, bem como da poluigdo, s&o alguns dos objetivos que fazem
parte de um conjunto de programas incluidos na agenda 2030 das Nag¢des Unidas
para o desenvolvimento sustentavel (FAO, 2015).

O aumento da populagdo mundial, estimado até 2050 em 9,7 bilhées (ONU,
2022), projeta um aumento de 60% na produgao de alimentos (FAO, 2015). Diante
disso, a expectativa € que o nivel de residuos gerados pela industria alimenticia,
como o produzido pelas embalagens, cres¢a ainda mais nos proximos anos. Cerca
de 40% das embalagens descartadas sdo de plasticos, sendo que as embalagens
plasticas descartaveis para alimentos representam a maior parcela (NAVARRE et
al., 2022), o que causa um efeito devastador ao meio ambiente, tanto pela formagao
de microplasticos quanto pelo aumento da emisséo de gases do efeito estufa. Assim,
a substituicdo de embalagens plasticas derivadas do petréleo por matérias-primas
renovaveis, em combinagdo com tecnologias ecologicamente corretas, como a
tecnologia supercritica, pode ser uma alternativa valiosa e importante para a redugao
desse problema.

Novas tendéncias em embalagens de alimentos baseadas no uso de
biopolimeros e compostos ativos naturais surgiram a partir do interesse do
consumidor por produtos que garantam segurancga, saudabilidade, sabor, praticidade
e sustentabilidade. A embalagem ativa € um exemplo, que incorpora agentes
capazes de alterar as condi¢gdes dos alimentos para aumentar a vida de prateleira ou
melhorar as qualidades sensoriais e de seguranga, mantendo a qualidade dos
alimentos (FORNARI; STATEVA, 2015).

A producéao de bioplastico esta projetada para aumentar de 2,23 milhdes em
2022 para 6,3 milhdes de toneladas em 2027 (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2022).

Alguns dos principais biopolimeros estudados sdo o de ocorréncia natural: celulose
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(HUANG et al., 2022), amido (ROY; RHIM, 2022), quitosana (SALIM et al., 2022),
alginato (FILHO et al., 2019) e os sintéticos como polihidroxialcanoatos (PHA)
(ARRIETA et al., 2019), poli (e-caprolactona) (PCL) (SISKOVA et al., 2022), poli
(acido glicdlico) (PGA) (REGUBALAN et al., 2022) e poli (acido latico) (PLA),
considerado o biopolimero mais utilizado na industria de embalagens de alimentos,
com 20,7% de participacdo na produgao global de bioplasticos em 2022 (REN et al.,
2022; BIOPLASTICOS EUROPEUS, 2022).

Em geral, as embalagens s&o produzidas utilizando tecnologias
convencionais como fusao (CARDOSO et al., 2017), agentes dispersantes (DAIRI et
al., 2019), impregnacado umida ou imersdo (SHAHBAZI, 2017), incorporacdo em
meio reacional de substancias para polimerizacdo ou modificacdo da matriz e
processos (TIAN et al., 2012). A impregnacédo supercritica € uma metodologia
inovadora que vem ganhando destaque e vem sendo estudada como uma
alternativa interessante as técnicas convencionais na produgcédo de embalagens para
alimentos. O processo utiliza diéxido de carbono em alta pressdo como solvente
para incorporar substancias ativas em matrizes poliméricas e tem como principais
vantagens o uso de temperaturas amenas, desejavel para compostos naturais com
atividade biologica (SOUZA et al., 2014), melhora na taxa de incorporagcéo de
substancias, baixo indice de viscosidade, alto poder de dissolugdo de materiais
organicos e interagéo entre diferentes matrizes (TORRES et al., 2017).

Um dos principais biopolimeros utilizados pela industria € o PLA, que € um
poliéster termoplastico alifatico biodegradavel, obtido a partir de mondmeros de
acido latico, sintetizado a partir de biomassa de fontes renovaveis como agucar de
milho, batata e cana-de-acucar. Pode ser produzido por polimerizacdo de abertura
de anel de lactideo (monémero de acido latico) ou por policondensagao de acido
latico. O acido latico possui em sua estrutura um carbono quiral com unidades
enantioméricas L e D. Os polimeros formados a partir de unidades L sdo chamados
de poli (L-acido latico) — PLLA. As propriedades mecéanicas do PLLA séao
intermediarias entre as do poliestireno (PS) e do tereftalato de polietileno (PET),
tornando-o adequado para uso em embalagens de alimentos (EL-HADI, 2017).

Extratos naturais tém sido investigados como uma alternativa aos

conservantes sintéticos. Pesquisas relacionadas a incorporagao de agentes ativos
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em diferentes matrizes poliméricas foram publicadas recentemente, incluindo filmes
comestiveis de quitosana com extratos de chokeberry (SADY et al., 2021); filmes
nanocompositos de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) e 6leo essencial
de orégano (COSTA et al., 2020); filme antimicrobiano baseado em misturas de
poli(alcool vinilico) PVA/amido enriquecido com diferentes concentragdes de etil
lauroil arginato (WU et al., 2021); flmes de isolado de proteina de soja incorporando
carvacrol (TAO et al., 2022); flmes de polipropileno com nanocelulose e nanoquitina
(NGUYEN et al., 2021). O extrato de pimenta-do-reino tem sido investigado para
diversas aplicagdes alimenticias, medicinais e cosméticas, pois apresenta
importantes propriedades fisiologicas e farmacoldgicas, incluindo capacidade
antioxidante e atividade antimicrobiana, importantes para o uso em embalagens
ativas. A piperina é o principal composto bioativo da pimenta-do-reino com atividade
anti-inflamatéria e antioxidante (SHITYAKQV et al., 2019; ANDRADE et al., 2017).
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver filmes ativos
de PLLA com uma substancia multicomponente (extrato de pimenta-do-reino) e uma

substancia pura (piperina) para serem utilizados em embalagens de alimentos.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Materiais

Os filamentos de PLLA para impresséo 3D com didmetro de 1,75 mm e sem
coloracao foram adquiridos da empresa Cliever (Belo Horizonte/MG). O dioxido de
carbono (99,9% de pureza) foi adquirido da White Martins S/A (Sado Paulo/SP). A
piperina (295% de pureza, pé amarelo) foi adquirida da Vita Esséncia
(Floriandpolis/SC). A pimenta-do-reino (Piper nigrum L., cultivar Bragantina) foi
adquirida no comércio local de Florianépolis/SC. O extrato de pimenta-do-reino foi
obtido por extragao supercritica. Outros produtos quimicos de grau analitico incluem
alcool metilico (grau 99,8% PA, Neon, Sao Paulo/SP) e alcool etilico (grau 99,8%
PA, Neon, S&do Paulo/SP), diclorometano (>99,9%; Dinamica, Sao Paulo/ SP),

acetonitrila (99,9%, Dinamica, Sao Paulo/SP) para analise por HPLC.
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2.2.2 Preparacgao dos filmes de PLLA

Os filmes PLLA utilizados no processo de impregnagcao foram obtidos por
termocompresséo dos pellets em prensa hidraulica com aquecimento (PHS 15t, Ico
Comercial, Brazil). Filmes de poliéster foram utilizados para o contato entre a prensa
e as amostras.

Os filamentos de PLLA foram cortados em pedacos de aproximadamente 1
cm de comprimento. Para a elaboracédo dos filmes de diferentes espessuras foram
pesados para cada filme 1,5 g de pellets em balanga analitica (AUY 220, Shimadzu,
Filipinas, £ 0,0001 g de preciséo) e colocados na superficie do filme de poliéster em
temperatura constante de 160 °C de acordo com os seguintes ciclos de prensagem:

Ciclo 1: 0 ton por 2 min, seguido de 2 ton por 1 min, 4 ton por 10 segundos.

Ciclo 2: 0 ton por 2 min, seguido de 2 ton por 1 min, 4 ton por 1 min e 6 ton
por 1 min.

Ciclo 3: 0 ton por 2 min, seguido de 2 ton por 1,5 min, 4 ton por 1,5 min e 6
ton por 1 min.

Os filmes obtidos foram retirados da prensa, resfriados a temperatura
ambiente (25 °C), cortados na medida de 7,5 x 1,5 cm e armazenados até a
realizacdo dos experimentos de impregnacao. Os filmes obtidos eram transparentes,
flexiveis e homogéneos, sem bolhas de ar aprisionadas. A Tabela 10 apresenta as

propriedades do PLLA.

Tabela 10 - Propriedades do PLLA

Propriedade PLLA
Estrutura molecular @

&C/ \O/)H
WA

Massamolecular (kg mol) 140 — 160

Temperatura de transicao vitrea (Tg) a 55 -80
1 atm de presséo (°C)
Temperatura de fusdo (Tm) (°C) 173-178

Fonte: LASPRILLA et al. (2012)
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2.2.3 Impregnacao supercritica

O procedimento de impregnacdo dos filmes de PLLA foi conduzido
empregando o método estatico em uma célula de alta pressao de volume variavel. O
aparato experimental utilizado neste estudo pode ser visto com detalhes nos
trabalhos apresentados por Lanza (2004) e Rebelatto et al., (2015). A Figura 10
apresenta o aparato do experimento. Uma quantidade precisa de piperina (25,5 mg)
ou extrato de pimenta-do-reino (28,2 mg) foram pesadas em balanga analitica (AUY
220, Shimadzu, Filipinas, + 0,0001 g de precisdo) e, em seguida, carregada na
célula. Filmes de PLLA (11,25 cm?, 200 um de espessura média) foram utilizados no
processo, sendo usado um filme para cada processo de impregnacgéo. O sistema foi
entdo fechado e pressurizado até a pressdo operacional pré-estabelecida e a
temperatura da célula foi atingida, conforme item 2.2.4.1.1. O CO2 no estado liquido
a 7 °C, 10 MPa foi carregado por meio da bomba de seringa. O processo foi
realizado a pressao e temperatura constante durante 3 horas. Nos casos em que foi
utilizado um cossolvente adicionou-se 5 e 10% v/v considerando o volume de CO>
introduzido na célula. Apds a impregnacgao, a pressao interna da célula foi reduzida
na taxa de despressurizagdo lenta e controlada (DR) de 1 MPa min-' e a temperatura
do banho termostatico foi imediatamente reduzida a 15 °C para evitar a remocéao de
sélidos durante a despressurizagdo. Todas as condi¢gdes experimentais foram
realizadas em triplicata. Apds a despressurizacao do sistema, os filmes de PLLA
impregnados foram retirados da célula e o excesso de composto ativo nao
impregnado foi removido com papel toalha. Em seguida, os filmes impregnados
foram imersos em metanol para garantir a total remogdo dos compostos da
superficie dos filmes e transferidos para placas que posteriormente ficaram
armazenadas no dessecador para difusdo do CO2. Em todos os ensaios, pesou-se
as amostras até o 5° dia apds a impregnacdo com CO: supercritico para a
determinagdo da massa do composto ativo impregnada nos filmes de PLLA usando
o método gravimétrico e espectroscopia de UV-Vis. Verificou-se apds esse periodo
que as massas dos filmes estabilizaram, indicando uma dessorc¢éao lenta de CO2. O

mesmo comportamento foi confirmado também no estudo de Coutinho (2020). Apds
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esse periodo, os filmes foram protegidos da luz por papel aluminio e armazenados

em refrigerador até a realizacdo das analises de caracterizagao.

Fonte: elaborado pela autora (2023)

2.2.4 Testes Preliminares

2.2.4.1 Influéncia dos parédmetros de impregnagdo supercritica usando piperina

como substancia modelo

2.2.4.1.1 Pressao e temperatura

Para o estudo da influéncia dos parametros de processo nas cargas de
impregnacgao foram impregnados piperina como modelo em filmes de PLLA, por ser
abundante e remover um dos principais compostos bioativos presentes no extrato da
pimenta-do-reino (ANDRADE et al., 2017; TIWARI et al., 2020). Inicialmente foram
testadas as condi¢gdes de processo de 20 MPa de presséao, temperatura de 40 °C,
taxa de despressurizagdo de 1 MPa min' e tempo de processo de 1h30min,
verificou-se, porém, que a estrutura fisica do filme ficou deformada, com formacéao

de ondulacdes. Sendo assim, optou-se por testar outras variaveis de processo com
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pressdes mais baixas para evitar danos fisicos a matriz. Foram testadas temperatura
(40 e 50 °C), pressao (10 e 12 MPa) e taxa de despressurizagao e tempo constantes
de 1 MPa min' e 3 horas respectivamente. Os pardmetros testados foram
estabelecidos com base em estudos anteriores de processos de impregnagao
supercritica (ALVARADO et al., 2018; LUKIC; VULIC; IVANOVIC, 2020;
MILOVANOVIC et al., 2018), nos quais se verificou uma maior plastificagcdo do
polimero em pressdes que variaram de 10 a 20 MPa.

Um excesso de massa de piperina de 25,5 mg foi usado nos processos,
variando de 12 vezes (40 °C e 12 MPa) a 26,5 vezes (50 °C e 10 MPa) maior que a
solubilidade de piperina em scCO2 (KUMORO et al., 2009) nas diferentes condigdes
testadas, para garantir uma condigdo saturada durante todo o processo. Os

parametros de processos avaliados estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros de processos avaliados para impregnacao assistida por
scCO2 de PLLA com piperina

Amostras Densidade Solubilidade Temperatura Pressao
(kg m) 107 (gep/gco2) (C) (MPa)

1 629 2,34 40 °C 10 MPa

2 718,9 2,93 40 °C 12 MPa

3 385,2 1,32 50 °C 10 MPa

4 586,4 2,14 50 °C 12 MPa

Fonte: elaborado pela autora (2023)

2.2.4.1.2 Diferenga nas espessuras dos filmes

Filmes com diferentes espessuras foram testados para verificar possiveis
variagbes na carga de impregnacao da piperina. Os filmes foram obtidos conforme
descrito no item 2.2.2. As espessuras foram medidas com micrébmetro digital
(Mitutoyo, Japao, precisao de £ 0,001 mm) em dez posi¢cdes aleatdrias e obtida uma
média da espessura para cada filme. Foram obtidos filmes nas espessuras de 100,
150 e 200 pm.
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2.2.5 Producao do extrato de pimenta-do-reino

O extrato de pimenta-do-reino foi obtido por extragdo com fluido supercritico
(EFS). As condigbes operacionais foram definidas com base no trabalho de Andrade
et al., (2017). As EFS foram realizadas sob pressao de 20 MPa e temperatura de 40
°C, com vaz&o de CO- de 8,33 g min™', durante 240 min. Aproximadamente 20 g de
amostra seca e moida foram usados em cada ensaio. Apds a extragdo, os extratos
obtidos foram armazenados em refrigerador até o momento dos testes de

impregnagao.

2.2.5.1 Composig¢do quimica do extrato de pimenta-do-reino

A composi¢ao quimica do extrato de pimenta-do-reino usado nos ensaios de
impregnacgao supercritica foi determinada em um sistema de cromatografia gasosa
(Agilent Technologies, modelo 7820A) acoplado ao espectrobmetro de massas
(Agilent Technologies modelo 5975 MSD). Os compostos foram separados em
coluna capilar HP5 MS (30 m x0,25 mm de didmetro interno x 200 um de espessura
de filme). Hélio foi o gas carreador com vazdo de 1 mL min-', razdo de divisdo 1:50,
temperaturas do injetor e detector de 240 e 250 °C, respectivamente, enquanto a
temperatura da coluna foi programada linearmente na taxa de 3 °C min"' de 70 a
180°C (GUAN et al., 2007). Em seguida, 1 pL de solugdo do extrato (1% v/v em
etanol) foi injetado no equipamento e os principais componentes foram identificados
comparando seus espectros de massa e tempos de retencdo com a biblioteca
espectral de massa NIST 11 disponivel no equipamento GC-MS (MEDEIROS, 2017).

A quantidade de piperina presente no extrato foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, modelo 2020) equipado
com coluna Phenomenex — com fase estacionaria de C18 (150 X 4,60 mm; 5,0 ym).
Como fase moével foi empregada a solugdo acetonitrila:agua (acido acético 1%)
(60:40), com fluxo de solvente de 1 mL min"' e o volume fixo de inje¢cdo da amostra
(10 pL), conforme descrito anteriormente por Wood et al., (1988). A piperina foi
solubilizada em metanol grau analitico na concentragcédo de 1,5 ppm. As amostras

foram filtradas (0,22 pm, Kasvi). A quantificagdo da piperina foi realizada a partir da
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comparagao da area das amostras com um padrao de piperina (1,5 ppm). A analise

foi realizada em triplicata e o resultado apresentado em percentual de piperina.
2.2.6 Caracterizagao dos filmes impregnados

2.2.6.1 Determinacdo e quantificacdo de piperina e extrato de pimenta-do-reino em
filmes de PLLA

2.2.6.1.1 Analises gravimétrica e espectrofotométrica

As amostras impregnadas com piperina e extrato de pimenta-do-reino foram
analisadas usando o método gravimétrico e espectrofotométrico. A carga de piperina
impregnada em PLLA (mgpiperina/grLLa) foi determinada pelo método gravimétrico
considerando a massa inicial e final dos filmes (apdés o 5° dia do processo de

impregnagao) pesados em balancga analitica e calculada pela Equagéao 2.1.

m., — Mg ;
( Fimpr F,1) % 1000 (21)

Cpp =
mg;

Onde Cpp é a carga de piperina impregnada (mgpiperina/gprLLA), MF,imp € @ Massa do filme
impregnada (g) e mr,i€ a massa do filme inicial (g).

O rendimento de impregnacéo (/ %) foi calculado de acordo com a Equagéao
2.2. Considerou-se mpimpr @ massa dos filmes impregnados com piperina e my; a

massa inicial dos filmes, pesados em balanga analitica.

I (%) = TEL_ %100 (2.2)
(m + mg; )

Fimor

A quantificagdo da piperina impregnada nos filmes de PLLA foi determinada
por UV-Vis segundo o método descrito por Buzanello et al. (2015) usando um
espectrofotdbmetro da marca Perkin ElImer, modelo Lambda 45 que opera na faixa de
190 a 1100 nm. Preparou-se uma curva analitica da piperina e solugcdo de

diclorometano:metanol 1:1 (v/v) com concentragdo de 2 a 18 ug mL™' e determinada
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a equacao da reta, usada nos calculos para quantificagcdo da piperina presente nas
amostras (Apéndice B.6). O branco e as amostras dos filmes impregnados foram

preparados, conforme descrito a seguir.

|. Preparo do branco (PLLA + diclorometano + metanol)

Para o preparo do branco, 1 mg de filme de PLLA puro foi diluido em
diclorometano:metanol 1:1 (v/v) em um tubo vedado. O tubo foi mantido em
ultrassom até completa dissolugdo. A solugcédo foi filtrada com uma membrana
Millipore (0,45 pm) e 1 mL foi diluido em uma solugdgo 1:1 (v/v) de

diclorometano:metanol para 10 mL.

II. Preparo da amostra dos filmes impregnados

Para o preparo das amostras 1 mg de filme impregnado foi diluido em
diclorometano:metanol 1:1 (v/v) em um tubo vedado e mantido em ultrassom até
completa dissolucéao.

A absorbancia da amostra foi medida a 342 nm, maior comprimento de onda
de absorbancia da piperina (VISHVNATH et al., 2002), usando o branco (PLLA +

diclorometano:metanol 1:1) (v/v).

2.2.6.1.2 Fluorescéncia

A presenga dos compostos ativos impregnados nos filmes de PLLA foi
determinada por analise de fluorescéncia dos filmes impregnados usando um
multileitor (Infinite M200 Tecan). O espectro de excitagdo foi determinado
previamente por varredura das amostras nos comprimentos de onda de 230 a 435
nm. As fluorescéncias das amostras foram medidas no comprimento de onda de
emissao de 435 nm e excitacdo de 390 nm. As amostras dos filmes foram cortadas
em diferentes regides dos filmes impregnados e colocadas dentro de um scanner e a
fluorescéncia foi lida em toda a amostra. A analise foi realizada em ftriplicata para

cada filme.
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2.2.6.2 Propriedades estruturais

2.2.6.2.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A estabilidade térmica dos filmes de PLLA impregnados foi analisada usando
um calorimetro diferencial de varredura Perkin-Elmer (Jade-DSC, EUA) previamente
calibrado com indio e zinco. Os termogramas foram obtidos de 25 a 250 °C, com
fluxo de nitrogénio de 20 mL min-'. A massa da amostra foi de aproximadamente 8 a
10 mg.

As temperaturas de transicdo vitrea (Tg), entalpia de fuséo (AHy) e
temperatura de fusdo (Tm) foram determinadas de acordo com o método ASTM
D3418-12 (ASTM D3418-12, 2012). O grau de cristalinidade (X) dos materiais foi
deduzido dos dados DSC usando a Equagéao 2.3.

AHp,
W AH°m

X (%) = x 100 (2.3)

Onde AHm é a entalpia de fusdo do PLLA, W é a fragdo massica do PLLA em
amostras (excluindo a piperina e extrato de pimenta-do-reino), e AH°y € a entalpia
tedrica de fusdo de 100% de PLLA cristalino, assumido como 93,1 J g' (SEGUELA e
RIETSCH, 1986; KONG e HAY, 2002).

2.2.6.2.2 Difragao raio X (DRX)

A analise de difracao de raios X foi realizada em um difratdbmetro Miniflex
600 (Rigaku) para estudar as fases cristalinas dos filmes impregnados. O
equipamento foi equipado com uma fonte Cu Ka (A = 1,54 A) no angulo de varredura
de de 26°, entre 2° e 30° a 0,02°/seg.
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2.2.6.3 Propriedades funcionais
2.2.6.3.1 Propriedades mecanicas

Resisténcia a tracdo, alongamento de ruptura e médulo de Young foram
medidos em 25 °C usando um analisador de textura (TA-HD Plus, Stable Micro
Systems, Reino Unido). Os ensaios de tragao foram realizados usando uma célula
de carga de 750 kg com separagao inicial de 30 mm e velocidade de cruzeta de 10
mm s de acordo com o método ASTM D882-12 (ASTM D882-12, 2012). As analises
foram realizadas em amostras de 75 x 15 mm de filmes de PLLA impregnados, com
o objetivo de se avaliar o efeito do processamento de alta pressao nas propriedades

mecanicas dos filmes.
2.2.6.3.2 Propriedades de barreira
Grau de intumescimento

O grau de intumescimento dos filmes, representado pela capacidade de
agua absorvida pelos filmes foi determinado segundo o método de Xu, Bartley e
Johnson (2003). Os filmes cortados em pedacos de 3 x 3 cm foram imersos em um
béquer contendo 500 mL de agua destilada a 23 °C. A cada 15 min os filmes eram
retirados e secados em toalha de papel para a remogao do excesso de agua, sua
massa era determinada e retornava ao béquer com agua. O processo foi realizado
até a massa dos filmes permanecerem contantes. O grau de intumescimento (Gl) foi
calculado pela Equacéo 2.4, onde Mr € a massa final do filme e Mo a massa inicial do
filme. O resultado foi apresentado em percentual de Gl (%). A analise foi realizada
em triplicata.

GI (%) = %x 100 (2.4)

f
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2.2.6.4 Propriedades de superficie

2.2.6.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho de FTIR dos filmes de PLLA impregnados
foram registrados no modo de absorbancia usando um espectrofotémetro (FTIR,
Cary 660, Agilent Technologies, EUA) equipado com refletancia total atenuada
(ATR).

Os espectros foram obtidos com uma resolugéo de 4 cm™, em um numero

de ondas na faixa de 400 — 4000 cm" e no modo de 30 varreduras.

2.2.6.4.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos filmes de PLLA impregnados foi analisada por MEV em um
microscoépio eletronico de varredura JSM-6390 LV (JEOL — Toquio — Japao) a 15 kV.
As amostras foram fixadas no stub metalico com fita de carbono e revestidas

com uma fina camada de ouro.

2.2.6.4.3 Microscopia de forga atdmica (MFA)

As possiveis alteragbes na rugosidade dos filmes de PLLA tratados e nao
tratado causados pela impregnagao com CO2 supercritico foram investigadas por
analise topografica. As imagens foram obtidas por microscopia de forga atémica
(AFM, Easyscan2 Flex, Nanosurf, CH), digitalizando 512 linhas na velocidade de 1
linha s='). A rugosidade da raiz quadrada média (RMS) (Rq) e a rugosidade média

(Ra) foram calculadas usando o software WSxM 5.0 Develop 9.1®.
2.2.6.4.4 Angulo de contato
As medidas do angulo de contato foram obtidas com o emprego do

gonidmetro modelo 250-F1 marca Ramé-Hart Instrument, USA 250 a 20 °C. As

amostras foram fixadas em uma lamina de vidro por meio de uma fita adesiva dupla
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face. As laminas foram colocadas na base do equipamento. Uma gota de agua de
0,1 mL foi colocada sobre a superficie da amostra usando uma seringa. Foram
realizadas 10 medidas do angulo de contato em um intervalo de 10 s, utilizando uma
camera fotografica de alta resolugdo acoplado ao computador equipado com o
software DROPimage Standard. Os valores dos angulos representam a média de

duas repeticdes de trés filmes de cada tratamento.

2.2.7 Anadlise estatistica

Os dados quantitativos foram analisados pelo método ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey para avaliar a diferenga significativa entre os varios tratamentos.
Letras diferentes foram usadas para indicar que a diferenga de médias é significativa

no nivel de 5%.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Testes preliminares

2.3.1.1 Influéncia da pressédo e temperatura no processo de impregnag¢ao

O controle dos parametros operacionais influencia o poder solvente e as
propriedades de transporte do fluido supercritico, o que pode afetar diretamente a
capacidade de solvatacdo do COg, difusividade, inchamento e efeitos de
plastificagdo no processo de impregnagao supercritica (SOUZA et al., 2014; GUO e
CHEN, 2018). De acordo com a literatura, as faixas de pressao e temperatura mais
estudadas no processo de impregnacao supercritica sdo 9 a 20 MPa e 35 a 55 °C,
respectivamente (CHAMPEAU et al., 2015).

Os experimentos para ajuste dos parametros de pressdo e temperatura
foram descritos na sec¢éo 2.2.4.1. Nao foram encontrados dados na literatura sobre a
impregnacgao de piperina em filmes de PLLA usando scCO». A carga de piperina
impregnada nos filmes de PLLA (Mgpiperina/grLLa) Nas diferentes condigbes de

processo, bem como o o rendimento de impregnacgao estao representados na Tabela
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12. O efeito da temperatura foi maior em relagcao a pressdo. Um aumento de 10 °C
resultou em um aumento de aproximadamente 90% na carga de impregnagéo a uma
pressao de 10 MPa. A carga de impregnacgao da piperina variou de 15,25 para 28,54
mg g™ nos filmes de PLLA. Comparando os valores de press&o, as maiores cargas
foram obtidas a 10 MPa, sendo favorecida pela temperatura mais alta de 50 °C. A
alteracao da pressao de 10 para 12 MPa, mantendo a temperatura constante de 40
°C nao demonstrou diferenga significativa na carga de piperina impregnada, o que
foi comprovada na analise estatistica.

Resultados semelhantes foram obtidos por Rosales et al. (2021) que
impregnaram extrato de folha de manga em filamentos de PLA nas diferentes
condigdes de pressao (10 e 40 MPa) e temperatura (45 e 55 °C), sendo as maiores

cargas de impregnacgao obtidas em 10 MPa e 55 °C.

Tabela 12 — Carga de piperina impregnada em PLLA e rendimento de impregnagao
em diferentes condicdes operacionaisde Pe T

Densidade do Temperatura Pressao Carga de piperina  Rendimento de
CO2 (kg m3)! (°C) (MPa) (mg g')* impregnagao
(% peso)
629 40 10 15,25+ 0,03¢ 1,52+ 0,03¢
718.,9 40 12 17,17 + 2,85¢ 1,72+ 0,28¢
385,2 50 10 28,54+ 0,312 2,85+ 0,032
586,4 50 12 22,08+ 0,48 2,21 + 0,04°

"(KUMORO et al., 2009).

* Resultados determinados pelo método gravimétrico.

Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca estatistica entre os valores (p < 0,05).
Cada valor representa a média de 2 repeticdes com o desvio padrao correspondente.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Uma explicagdo para esses resultados pode estar relacionada a
solubilidade do scCO2 em PLLA, que aumenta em altas pressbes e baixas
temperaturas (MA et al., 2010; KUMORO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2006), o que
poderia ter saturado a matriz polimérica com o scCOg, reduzindo o coeficiente de
difusividade (RADOVIC et al., 2019), resultando em cargas de impregnacao mais
baixas a uma pressao de 12 MPa. Outra possivel razdo pode estar relacionada a

reducao da densidade do CO2 com o aumento da temperatura, 0 que ocasionou uma
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interacdo mais intensa entre piperina-PLLA do que CO2-PLLA, apresentando uma
maior particdo para a fase polimérica ao invés da fase scCO, fazendo com que mais
soluto se concentrasse no polimero. Kazarian e Martirosyan (2002) e Hussain e
Grant (2012) encontraram resultados semelhantes para a impregnacdo de
ibuprofeno em PMMA, quando verificaram que a interagcado ibuprofeno-PMMA é
maior que CO2>-PMMA em baixas densidades. Em outro estudo Miranda-Villa et al.
(2022) verificaram o efeito de trés variaveis de processo (densidade de CO,
temperatura e taxa de despressurizagao) no rendimento de impregnacgéo da carvona
em filmes de PLA e obtiveram maiores rendimentos de imprengacao em menores
densidades de scCOa.

De acordo com as cargas impregnadas de piperina nos parametros
operacionais estudados, foi escolhida pressdo de 10 MPa e temperatura de 50 °C

para dar continuidade nos experimentos de impregnacao.

2.3.1.2 Espessuras dos filmes

Filmes de PLLA com diferentes espessuras (100, 150 e 200 um) foram
testados para verificar possiveis diferencas na carga de impregnacao de piperina. A
quantificacdo foi realizada pelo método gravimétrico e confirmada pela analise em
UV-Vis. Nas duas analises os resultados foram semelhantes e coerentes, sendo
observada maior carga de impregnacdo nos filmes de 200 ym. Os resultados
variaram de 17,82 a 26,28 mg g'. A andlise estatistica ndo confirmou diferengas
significativas ao nivel de 5% nas cargas impregnadas dos filmes nas diferentes
espessuras testadas, tanto para os resultados da analise gravimétrica, quanto da
analise UV-Vis. Considerando-se que em altas pressdes os filmes sofreram
deformarcao, conforme verificado nos testes preliminares com pressdo de 20 MPa
(item 2.2.4.1.1), optou-se em utilizar os filmes com maior espessura (200 um) para
dar continuidade nos experimentos, buscando uma maior integridade estrutural dos

filmes. Os resultados podem ser observados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Carga impregnada de piperina em filmes de PLLA com diferentes
espessuras nas condi¢cdes de processode P=10MPa, T=50°C,t=3 h,Dr=1
MPa min"' e pcoz = 385,2 kg m™3

Espessura Filme (km) mpp/Miime (Mg g'")
Gravimétrica UV-Vis
100 17,822 + 3,49 16,422 + 3,82
150 20,682+ 2,43 20,852 £ 2,87
200 26,282+ 4,10 22,862 £ 0,29

Letras iguais na mesma coluna indica que nao ha diferenca estatistica entre os valores (p < 0,05)_

Cada valor representa a média de 3 repeticdes com o desvio padrao correspondente.
Fonte: elaborado pela autora (2023).

A espessura dos filmes pode influenciar a difusdo dos compostos ativos, e
filmes com espessuras mais finas apresentardo coeficientes de difusdo menores.
Isso ocorre devido ao baixo teor de solvente incorporado resultante do reduzido
volume livre que promove a mobilidade das moléculas de solvente (VRENTAS e
DUDA, 1977). Além disso, a espessura dos filmes influenciara nas propriedades
mecanicas, barreira, permeabilidade ao vapor, que sdo parametros importantes na
preparagao de embalagens de alimentos. Uma ampla gama de valores de espessura
de filmes foi relatada para filmes de biopolimeros, que dependera da composi¢ao do
filme, bem como dos parametros e aplicagdes do processo (DEBEAUFORT e
VOILLEY, 2009).

2.3.2 Composigao quimica do extrato de pimenta-do-reino

A composicao do extrato de pimenta-do-reino obtida por extracdo com fluido
supercritico pode ser observada na Tabela 14. Os principais compostos identificados
em termos de porcentagem de area relativa foram B-cariofileno e piperina. No estudo
realizado por Andrade et al. (2017) para o extrato de pimenta-do-reino obtido por
EFS em difentes condicbes de pressao e temperatura foram encontrados também
como compostos maijoritarios a piperina e o B-cariofileno. Alguns compostos como o
B-cariofileno e o a-Humulene exibem atividade biolégica como efeito antitumural
(PARISOTTO et al., 2012).

Embora a piperina ndo tenha sido o composto determinado em maior

quantidade no extrato avaliado, optou-se em utiliza-la por ser o principal composto
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do extrato de pimenta-do-reino, apresentando importantes atividades biologicas
como antioxidante, antitumural, antidepressiva, antimicrobiana, entre outros (KIM et
al., 2009; CHONPATHOMPIKUNLERT et al., 2010; KHAJURIA et al., 2018).

Tabela 14 — Composicao quimica do extrato de pimenta-do-reino obtido por extracéo
supercritica

Extrato HPLC CG/EM CG/EM Abundancia relativa
(condigao de Conteudo de Conteudo de - Area (%)
extracao) piperina cariofileno
Area (%) Area (%)
ESC 25,31 39,40 Decano (1,73)
(scCO2/20 MPa cis-a-Bisaboleno (7,93)
e 40 °C) y-Cadineno (6,88)

a-copaeno (5,15)
4-epi-cubebol (4,67)
Oxido de cariofileno (4,19)
a-Humuleno (2,60)
Eremofileno (1,80)
T-muurolol (1,48)
a-Muuroleno (1,14)
1-Dodeceno (0,87)
o-cadinol (7,89)

Fonte: elaborado pela autora (2023)

2.3.3 Quantificagao de piperina e extrato de pimenta-do-reino em filmes de PLLA

2.3.3.1 Medida gravimétrica e espectrofotométrica

A quantificagdo do extrato e da piperina incorporados nos filmes de PLLA
determinados pelos métodos gravimétricos e espectrofotométrico podem ser

observados na Tabela 15.

Tabela 15 - Carga impregnada de piperina (PP) e extrato de pimenta-do-reino (EPR)
em filmes de PLLA (P =10 MPa, T =50 °C, Dr =1 MPa min', t = 3 h)

Filmes Carga impregnada Carga PP/EPR e PP Razao massica de
impregnados (mg g™’ (mg g')? PP/EPR (%)
Extrato de 52,862 + 3,79 25,742 £ 0,48 48,7
pimenta-do-reino
Piperina pura 26,28+ 4,10 22,86 + 0,29 -

" Resultados determinados por analise gravimétrica.

2 Resultados determinados por espectrofotometria UV-Vis.

Cada valor representa a média de 3 repeticbes com o desvio padrao correspondente.
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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A maior carga de impregnagao ocorreu com o extrato de pimenta-do-reino,
sendo aproximadamente 100% superior a da piperina pura nas mesmas condigdes
de operacao. Uma das razdes pode estar relacionada a maior solubilidade do extrato
em scCO2, que & de 0,0025 gsoto/gcoz (PERAKIS et al., 2005), enquanto a da
piperina € de 0,00008 gsoluto/gco2 (KUMORO et al., 2009) em 50 °C e 10 MPa. Outra
razao pode estar relacionada a composicao do extrato de pimenta-do-reino com
moléculas como piperina, [-cariofileno, decano que apresentam diferentes
caracteristicas como polaridade, tamanhos e estruturas e que podem influenciar na
incorporagao desses compostos na matriz polimérica. Por exemplo, moléculas de
monoterpenos e sesquiterpenos, que fazem parte da composicdo do extrato da
pimenta-do-reino, apresentam massas moleculares menores comparadas a da
piperina, o que facilita a incorporagao destes compostos no filme.

Cejudo-Bastante et al. (2017) impregnaram extrato de folha de oliveira em
PET/PP e compararam com a impregnagcao de acido caféico. Os melhores
resultados de impregnacéao foram obtidos com o extrato de folha de oliveira, cerca de
95% maior em relagéo ao acido caféico, nas condigdes de processo de 35 °C, taxa
de despressurizagdo de 100 bar min' e 40 MPa. Os resultados est&o relacionados a
composic¢ao do extrato, que possui moléculas de diferentes tamanhos, polaridades e
estruturas, como flavondides secoroides e fendis simples, o que influenciaria na
solubilidade em scCO:2 e favoreceria a impregnacdo desses compostos na matriz
polimérica.

Por outro lado, Milovanovic et al. (2018) estudaram a impregnacgéao de timol e
extrato de tomilho em filmes de PLA/PCL, obtendo resultados superiores para o timol
puro (35,8%) em relacdo ao extrato de tomilho (5,08%). A ligagdo de hidrogénio
entre os grupos carbonila dos poliésteres e os grupos hidroxila do timol faz com que
o timol puro interaja fortemente com a matriz polimérica. Além disso, o processo
utilizado no caso do extrato de tomilho € realizado em trés ciclos com duas etapas
de descompressao, o que resultou em perda de extrato de tomilho, resultando em

menor carga de impregnacao, além de perda parcial de volateis (timol).
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2.3.3.2 Influéncia do cossolvente no processo de impregnag¢ao supercritica

A adicdo de etanol como cossolvente pode aumentar a solubilidade de
substancias ativas no processo de impregnacao supercritica, favorecendo uma
maior interacdo das moléculas com a matriz polimérica. Os efeitos de intumescéncia
e plastificagdo podem ser aumentados, melhorando a difusdo das substancias no
polimero e favorecendo a impregnagdo. Alguns autores relataram a influéncia nao
apenas do cossolvente, como também da propor¢ao cossolvente/CO2 na afinidade
dos compostos ativos e a matriz (GARCIA-CASAS et al., 2018, 2019). Desta forma,
CO2 + etanol a 5 e 10% foram testados como fase supercritica para melhorar a
impregnagao da piperina e de extrato de pimenta-do-reino. Os dados da
impregnagao da piperina pura e do extrato de pimenta-do-reino com adigao de

cossolvente em filmes de PLLA sao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Carga impregnada e rendimento de impregnagao de piperina e extrato
de pimenta-do-reino em filmes de PLLA com scCO2 (P =10 MPa, T =50 °C, Dr = 1
MPa min', t = 3 h, pco2 = 385,2 kg m™)

Piperina
Filmes Carga impregnada Carga impregnada  Rendimento de
impregnados de piperina de piperina impregnagao
(mgg")’ (mg g”)? (% em peso)'
PLLA/PP 26,28°+ 4,10 22,85°+ 0,35 2,62°+ 0,40
PLLA/PP-5 55,932 + 3,34 33,16° + 3,82 5,612+ 0,30
PLLA/PP-10 48,02° + 4,27 39,892 + 8,12 4,80° + 0,42
Extrato de pimenta-do-reino
Filmes Carga impregnada  Carga impregnada Rendimento de
impregnados de extrato de piperina impregnagéo
(mg g”)’ (mg g”)? (% em peso)'
PLLA/EPR 52,862 £ 3,79 25,742+ 0,48 5,282+ 0,26
PLLA/EPR-5 52,362 £ 0,60 22,14+ 1,19 5,262 + 0,09
PLLA/EPR-10 30,46° + 1,08 14,28°+ 0,72 3,05 + 0,07

PLLA/PP: PLLA + piperina; PLLA/PP/5: PLLA + piperina + 5% de etanol; PLLA/PP/10: PLLA +
piperina + 10% de etanol; PLLA/EPR: PLLA + extrato de pimenta-do-reino; PLLA/EPR/5: PLLA +
extrato de pimenta-do-reino + 5% de etanol; PLLA/EPR/10: PLLA + extrato de pimenta-do-reino +
10% de etanol. Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca estatistica entre os
valores (p < 0,05). Cada valor representa a média de 3 repeticdbes com o desvio padrao
correspondente. 'Resultados determinados pelo método gravimétrico. 2Resultados determinados pelo
método de espectofotometria UV-Vis.

Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Verificou-se que ambos os resultados da impregnacao de piperina (com 5%
de cossolvente) e de extrato (com e sem adigcdo de 5% de cossolvente) foram
similares. Com a adicdo de cossolvente (5 e 10% etanol), a carga da piperina
passou a ser de 55,93 e 48,02 mg g, respectivamente. O aumento nas cargas de
impregnacgao pode ter sido influenciado pelo aumento da solubilidade da piperina em
scCO,, além do aumento dos efeitos de inchamento e plastificagcdo do PLLA
favorecidos com a adigdo do etanol. Como o PLLA contém grupos éster polares em
sua cadeia de poliéster, o efeito plastificante pode aumentar com a adi¢ao do etanol,
ja que a afinidade entre o polimero e CO2 aumenta. Nagavekar e Singhal (2018)
estudaram a influéncia do etanol na solubilidade da extragédo de piperina em scCOs..
As pressdes testadas variaram de 10 a 30 MPa e os parametros fixos foram
temperatura de 40 °C, vazdo de CO2 de 2 L min™' e tempo de extracdo de 60 min.
Foram testadas diferentes porcentagens de etanol que variaram de 10 a 30% em
pressao de 25 MPa. O resultado para o teor de piperina extraido com scCO2 sem
etanol foi de 11,07 mg g a 25 MPa. Ja no caso em que foi adicionado 30% de
cossolvente verificou-se que o teor de piperina passou a ser de 38,73 mg g'. Os
resultados destes estudos confirmam que a adicdo de etanol favoreceu a
solubilidade da piperina na mistura scCO: + etanol.

Garcia-Casas et al. (2019) relataram resultados semelhantes ao estudar a
impregnagao de quercetina em granulos de silica usando 5 e 8% de etanol em
diferentes condi¢gdes de processo. Os maiores valores de carga impregnada foram
de 300 ug de quercetina por grama de silica, obtidos nas condigdes de processo de
10 MPa, 50 °C, 2 h e com adicao de 5% de etanol. Nas mesmas condigbes de
operagao, mas sem adi¢ao de cossolvente foi observada uma impregnagao de 70 pg
de quercetina por grama de silica, ocorrendo um aumento de aproximadamente 43%
de quercetina com a adigao de 5% de cossolvente. Neste mesmo estudo, testou-se
um aumento na adicdo de etanol para 8% e tempo de impregnagdo de 1 h.
Observou-se neste caso, uma redugédo para 240 ug de quercetina por grama de
silica, o que pode ser explicada devido a alta quantidade de quercetina perdida no
processo em decorréncia do curto tempo de impregnacao. Em outro estudo Cejudo-

Bastante et al. (2017) usaram etanol como cossolvente para aumentar a solubilidade
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de galato de metila em filmes de PET/PP. A adi¢cdo de etanol aumentou a eficiéncia
de impregnacado em todas as pressodes estudadas.

No caso do extrato de pimenta-do-reino, a carga de impregnagdo com
adicdo de 5% de etanol ndo sofreu alteragdo em relagdo a impregnacéo do extrato
puro, ja com a adicdo de 10% de cossolvente, a massa de extrato reduziu em
aproximadamente 42,5% comparado ao extrato puro e ao extrato com 5% de
cossolvente (Tabela 16). Provavelmente, com a adicdo de 10% de etanol, o aumento
da afinidade substancia ativa/CO> pode ter provocado maior perda de compostos
com a fase scCO2, o que reduziu a impregnacgao do extrato.

Quando comparados os resultados da impregnacéo de piperina e extrato de
pimenta-do-reino com adigdo de cossolvente, verificou-se uma carga de
impregnagao da piperina com 5% de etanol levemente superior comparada aos
outros tratamentos. Verificou-se que a adicdo de 10% de etanol favoreceu a
incorporagao em relagao a piperina pura. Ja para o extrato, a carga de impregnagéo
foi reduzida em relagdo ao composto puro com a adi¢do de 10% de etanol. A Figura
11 apresenta uma comparacao dos resultados da impregnacado da piperina e
extratos com diferentes quantidades de cossolvente obtidos por analise gravimétrica.

Belizon et al. (2018) investigaram a impregnacao de galato de metila puro,
usada como substancia modelo, e compararam com a impregnagao de extrato de
folhas de manga usando etanol a 1% como cossolvente para aumentar a
solubilidade do extrato em scCO.. Os melhores resultados de impregnagéo foram
obtidos sob condigdes de processo de 10 MPa, 45 °C e 22 h, com carga de
impregnacao de ~38 e 12 mg/100 mg para o extrato de manga e galato de metila,

respectivamente.
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Figura 11 — Carga de piperina e extrato de pimenta-do-reino impregnada com scCO:
em filmes de PLLA com e sem cossolvente
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Fonte: elaborado pela autora (2023)

2.3.3.3 Fluorescéncia

A quantificagdo dos compostos ativos incorporados nos filmes também foi
confirmada pela analise de fluorescéncia. A intensidade da fuorescéncia é dada em
unidades arbitrarias e pode ser observada na Figura 12. Além dos filmes
impregnados com compostos ativos, foram analisados filmes impregnados somente
com o etanol e CO2 supercritico para verificar a influéncia do cossolvente na
fluorescéncia dos filmes.

Conforme pode ser observado na Figura 12 os filmes puros e filmes com
scCO2 sem adicdo de compostos ativos apresentaram baixa fluorescéncia, sendo
aproximadamente 16 vezes menor comparado aos filmes impregnados com piperina
com 5 e 10% de cossolvente, respectivamente (filmes com maior fluorescéncia).
Desta forma, este resultado confirma a carga de piperina e extrato de pimenta-do-
reino incorporados nos filmes de PLLA.

Darpentigny et al. (2020) obtiveram resultados semelhantes ao investigar a
impregnagao supercritica de timol em estruturas de nanofibrilas de celulose. A

analise de fluorescéncia foi realizada para investigar se o scCO2 havia alcangado o
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interior da estrutura do polimero e se o timol havia sido adsorvido no interior da
estrutura de nanofibrila. Verificou-se que as estruturas puras apresentaram baixa
intensidade de fluorescéncia, sendo 5 vezes menor que nos filmes impregnados,

confirmando a carga de timol no interior do material de nanofibrila de celulose.

Figura 12 — Intensidade de fluorescéncia (unidade arbitraria) em filmes de PLLA
puro, PLLA com scCO2 e PLLA impregnado com agentes ativos com e sem
cossolvente
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PLLA + PP: PLLA + piperina; PLLA + PP + 5%EtOH: PLLA + piperina + 5% etanol;
PLLA+ PP + 10% EtOH: PLLA+ piperina + 10% etanol; PLLA + EPR: PLLA +
extrato de pimenta-do-reino; PLLA + EPR + 5% EtOH: PLLA + extrato de pimenta-
do-reino + 5% etanol; PLLA + EPR + 10% EtOH: PLLA + extrato de pimenta-do-
reino + 10% etanol.

Fonte: elaborado pela autora (2023)

2.3.4 Propriedades estruturais

2.3.4.1 DSC

O efeito da impregnacao supercritica da piperina e extrato de pimenta-do-
reino com e sem adigdo de cossolvente nas propriedades térmicas dos filmes de
PLLA foi analisado por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Conforme
relatado na literatura, o PLLA apresenta temperatura de fusdo de 130 °C a 180 °C e
temperatura de transigao vitrea entre 50 °C e 80 °C (AURAS et al., 2004). Na Tabela
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17 sao apresentados os resultados de temperatura de transicdo vitrea (Tg),
temperatura de fusdo (Tm) e porcentagem de cristalinidade (X) das amostras da
primeira e segunda curva de aquecimento. As curvas de DSC também estao
apresentadas na Figura 13. O grau de cristalinidade foi determinado a partir do calor
de fuséo e do conteudo cristalino formado durante a cristalizagao a frio (CF), sendo

avaliado em termos de diferenca entre AHs— AHcr.

Figura 13 — Curva de DSC do PLLA puro, PLLA com scCO2, com adi¢g&o de piperina
e extrato de pimenta-do-reino com e sem cossolvente na primeira curva de
aquecimento e segunda curva de aquecimento
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Considerando-se o interesse pelos impactos causados pelo processamento
com scCO:2 e a incorporagao dos agentes ativos, os resultados da primeira curva de
aquecimento serao discutidos com mais detalhes, ja que na segunda curva de
aquecimento o histérico térmico é apagado. Desta forma, na primeira curva de
aquecimento € possivel verificar a influéncia do tratamento com scCO. e dos
compostos impregnados na matriz polimérica e na segunda curva de aquecimento &
possivel verificar somente a influéncia dos compostos impregnados na matriz

polimérica.

Tabela 17 — Mudancas nas temperaturas caracteristicas e cristalinidade do PLLA de
diferentes tratamentos com scCO»>

Amostras Primeira curva de aquecimento Segunda curva de aquecimento
Tg(°C)  Tm(°C) X (%) Tg(°C) Tm(°C)  X(%)

PLLA puro - 152,583 2,621 59,81 152,083 0,124
PLLA + scCO2 47,38 152,575 29,729 58,84 151,085 0,422
PLLA/PP - 150,589 28,277 57,05 150,111 2,472
PLLA/PP/5% EtOH - 149,085 21,733 57,00 150,428 0,120
PLLA/PP/10% EtOH - 151,231 36,171 57,75 150,810 0,372
PLLA/EPR 52,97 150,746 29,684 55,24 149,578 1,922
PLLA/EPR/5% EtOH - 150,419 37,577 55,47 149,079 10,380
PLLA/EPR/10% EtOH - 152,061 33,582 59,17 152,245 8,635

Tm: temperatura de fusdo, Tg: transicao vitrea e X: cristalinidade.
Fonte: elaborado pela autora (2023).

Ao analisar a primeira curva de aquecimento, € possivel observar que a Tnm
do filme impregnado com scCO2 nao apresentou grande alteragdo em relagcdo ao
PLLA puro. No caso dos filmes impregnados com os agentes ativos e tratados com
scCOy, ocorreu um deslocamento para temperaturas de fusdo mais baixas de até 3
°C aproximadamente comparado ao PLLA puro. Durante o tratamento com scCO2 ou
de resfriamento/despressurizagdo os cristais de PLLA originais sdo parcialmente
fundidos e novos cristais mais instaveis podem ser formados, apresentando

temperatura de fusdo mais baixas, além do estreitamento e formagao de picos de
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fusdo mais nitidos, causado pela modificagdo do tamanho dos cristalitos, o que pode
ser observado na Figura 13 e nos resultados de DRX apresentados no item 2.3.4.2.

A determinagdo da Tg na primeira curva de aquecimento foi possivel
somente para os filmes impregnados com scCO2 sem adi¢cdo de agentes ativos e
para os filmes impregnados com extrato. A auséncia da T4 pode indicar que houve
mudanga na microestrutura do polimero, o que nao permitiu a detecgao da transigao
vitrea na analise de DSC. Coutinho (2020) encontrou resultados semelhantes ao
impregnar cetoprofeno e aspirina em filmes de PLLA com scCO2, em duas diferentes
condigbes de processo (60 °C; 9 MPa) e (80 °C; 30 MPa), ndo sendo possivel
determinar a T4 nos filmes impregnados na primeira curva de aquecimento.

O grau de cristalinidade do PLLA puro estimado na primeira curva de
aquecimento foi muito baixo, sendo proximo a 2,6%, isto significa que o polimero
apresenta estrutura praticamente toda amorfa, o que pode ser confirmado também
no resultado de DRX apresentado na Figura 14 e pela transparéncia do filme. A
formacéo da estrutura amorfa do PLLA, se deve ao processo de termocompressao
realizado para obtengao do filme. Colomines et al. (2008) obtiveram filmes de PLA
amorfos com 6% de cristalinidade, a partir da moldagem por compresséo a 200 °C e
0,34 MPa por 5 min. A incorporagdo de scCO> proporcionou aumento do grau de
cristalinidade dos filmes para 29,7%, sendo influenciada pelo efeito de plastificacao
do CO2, o que causou inchaco no polimero reorientando cristais menos
compactados a formar estruturas mais planares (ESTEKI et al., 2013). Ao aumentar
a taxa de expansao, o grau de cristalizagao aumenta devido ao estiramento biaxial
(NOFAR et al., 2012). A incorporagao de piperina (2,62%) e extrato de pimenta-do-
reino (5,28%) sem cossolvente praticamente n&o alterou a cristalinidade em relagéao
ao PLLA + scCO2, o que indica que mesmo com a adigdo dos compostos ativos a
modificacdo causada pelo scCO2 se manteve. Porém, verificou-se que com a
incorporagao desses compostos (com e sem cossolvente) as larguras dos picos de
fusdo sofreram modificagbes, formando picos mais largos, indicando que novos
cristais foram formados, com tamanhos menores € menos homogéneos em relagao
aos cristais formados no tratamento com scCO: puro.

Os maiores valores de cristalinidade foram de 36 e 37,5% para os filmes

impregnados com 10% de cossolvente para piperina (/ = 4,8%) e 5% de cossolvente



95

para o extrato de pimenta-do-reino (I = 5,2%), respectivamente. Provavelmente, a
adicao de etanol no processo favoreceu a nucleacédo e formagao de novos cristais,
contribuindo para o aumento da cristalinidade na matriz polimérica, o que pode ser
confirmada pela opacidade dos filmes (item 3.3.1). Gondo et al. (2011) investigaram
a cristalizacado induzida do PLA pelos solventes organicos metanol e etanol, sendo
nos dois casos detectada a formacdo de estrutura cristalina. Em outro estudo
realizado por lhiguez-Franco et al. (2016) também verificou-se um aumento na
cristalinidade de filmes de PLA imersos em etanol, o que foi explicado pela reducao
da T4 devido ao processo da cristalizagao induzida pelo solvente, que fez com que
as cadeias apresentassem mobilidade para se reorganizarem em uma estrutura
cristalina, considerada mais estavel. Em muitas aplicacbes, o aumento da
cristalizagdo do PLLA é desejado para aumentar a estabilidade em alta temperatura
(LI e HUNEAULT, 2007). O estudo deste parametro é importante, pois ira determinar
propriedades fisicas do material como o comportamento mecanico, assim como
também podera influenciar na cinética de degradacgédo hidrolitica e enzimatica
(MANO et al., 2005).

Ao realizar-se a segunda curva de aquecimento o histérico térmico do
polimero € apagada, sendo possivel verificar na Tabela 17 que os valores de Tm
praticamente nao sofreram alteracdo em relagdo a primeira curva de aquecimento,
apresentando valores préoximos ao do PLLA puro. O mesmo comportamento foi
observado por Dartora (2018) ao estudar a cristalizagdo e morfologia do PLA com
adicado de goma de cajueiro. A temperatura de transicdo vitrea foi obtida para a
maioria dos tratamentos a partir do segundo ciclo de aquecimento. Observou-se em
quase todos os tratamentos que a Tg4 sofreu uma pequena redugéo em relagdo ao
PLLA puro, sendo maior para os filmes impregnados com os compostos ativos, que
para o filme puro com scCO». Pesquisas sugerem que os aditivos podem ser mais
eficazes que o CO2 para dilatar o polimero e diminuir a Tg (TORRES et al, 2017). O
aumento da T4 para o extrato com 10% de cossolvente pode estar relacionado a
uma menor carga de impregnacao do composto ativo. Sabe-se que a incorporagao
de compostos ativos e dissolu¢cdo do CO2 no polimero podem atuar com um efeito
plastificante, aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas, o que ocasionara

reducdo na Tg. Torres et al. (2017) relataram resultados semelhantes ao impregnar



96

timol com scCO2 em fiimes de PLLA, verificando redu¢do da T4 nos filmes
impregnados.

Outra consideragao importante € que nao foram observados picos de fuséo
endotérmicos referentes aos compostos impregnados nos filmes, indicando que os
componentes nao foram incorporados na forma cristalina, e sim dispersos
molecularmente. Isto, podera influenciar no processo de liberagédo dos compostos,
pois caso estejam na forma cristalina, o meio de liberagdo precisa difundir para a
matriz polimérica, solubilizar o composto, para que ele possa ser liberado. Caso o
composto esteja na fase amorfa, ndo € necessaria a etapa de solubilizagdo, o que
ira facilitar a liberagdo (COUTINHO, 2020).

2.3.4.2 Difracéo de raio x (DRX)

A difracdo de raio x é considerada uma das técnicas mais precisas e
representativas para investigar a estrutura cristalina dos materiais. As analises de
DRX permitiram avaliar o efeito da incorporacéo da piperina e extrato de pimenta-do-
reino, bem como do CO2 supercritico na matriz polimérica. Os difratogramas das
amostras podem ser observados na Figura 14. O filme de PLLA puro apresentou o
halo amorfo, indicando baixa cristalinidade, o que pode ser confirmado pelo
resultado de DSC. Como ja citado anteriormente, o processo de termocompressao
usado na elaboragao dos filmes de PLLA, influenciou na formacéo de filmes de PLLA
amorfos. Na amostra de PLLA + scCO: verificou-se a formagéo de picos cristalinos
em 16,54, 18,7 e 22,5°, confirmando a influéncia do solvente CO2, no aumento da
cristalinidade do polimero. Nos filmes de PLLA + PP e PLLA + EPR sem cossolvente
verificou-se a formagao dos mesmos picos do filme de PLLA + scCO: e a formacéao
de novos picos em 15,15° (PLLA + PP e PLLA+ EPR) e 21,14° (PLLA + EPR), que
correspondem a incorporagdo da piperina pura e piperina presente no extrato
incorporados no PLLA. Os mesmos picos de piperina foram encontrados por
Sarjidan et al., (2021) ao realizar analise de DRX em filme de poli[2-metoxi-5-(2-
etilhexiloxi)-1,4-fenilenovinileno] (MEH-PPV) impregnado com piperina.

Nas amostras de PLLA + PP e PLLA + EPR com cossolvente, picos

cristalinos apareceram nos difratogramas das amostras, sendo de 14,8, 16,54, 19,1



97

e 22,5°. Esses picos sdo caracteristicos da formacao de cristais de PLLA na forma q,
confirmando o resultado obtido por Ihiguez-Franco et al. (2016) que encontraram os
picos de difracao 14,8°, 16,8°, 19,1° e 22,4° ao investigar a cristalinidade de filmes
de PLLA imersos em etanol. Em outro estudo, Sato et al. (2012), também
encontraram resultados semelhantes ao investigarem a cristalinidade de filmes de
PLA imersos em solventes organicos. Picos de 15,15 e 21,79° também foram
encontrados nas amostras, correspondendo a impregnagdo da piperina pura e
piperina presente na composi¢cao do extrato (SARJIDAN et al., 2021). Verificou-se na
amostra de PLLA + EPR + 10% EtOH em 26 = 16,8° que a intensidade do pico
diminuiu em relagdo ao PLLA + EPR + 5% EtOH, indicando menor cristalinidade da
amostra, provavelmente devido a menor carga de impregnagao do extrato.

A comparacéao entre os difratrogramas confirmam que a piperina e o extrato
de pimenta-do-reino foram dispersos nos filmes em estado cristalino, o que concorda

com os valores de cristalinidade obtidos na analise de DSC (Tabela 17).

Figura 14 — Graficos de difragédo de raio x (DRX) do PLLA puro, PLLA com scCO2 e
em diferentes tratamentos com scCO>
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2.3.5 Propriedades funcionais

2.3.5.1 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes sdo caracteristicas importantes na
producado de embalagens de alimentos, pois permitem prever o comportamento do
material em diferentes condicbes de processamento, transporte, manuseio e
armazenamento. O PLLA & um biopolimero que pode ser utilizado em embalagens
de alimentos, porém caracteristicas como fragilidade precisam ser melhoradas. Uma
das razdes da fragilidade do PLLA pode estar relacionada a temperatura de
transic&o vitrea ser de 60 °C, assim, as cadeias poliméricas sao rigidas e inflexiveis
proximo da temperatura ambiente. Outro fator esta relacionado a baixa densidade de
nucleagao, ou seja, taxas de cristalizagdo lentas, levando a formagédo de grandes
esferulitos (agregados cristalinos) na matriz polimérica. Estas razdes afetam
negativamente as propriedades mecanicas do material (EL-HADI, 2017).

Os efeitos da impregnacao supercritica de compostos ativos em filmes de
PLLA em relacédo as propriedades de resisténcia a ruptura, elongacao na ruptura e
modulo de Young foram avaliadas para PLLA puro, PLLA + piperina, PLLA + extrato
com e sem cossolvente e estdo descritos na Tabela 18, bem como a espessura dos
filmes correspondentes. A avaliagao da resisténcia a ruptura mostrou que nos filmes
impregnados com piperina e extrato sem cossolvente ndo houve mudanga
significativa em relagdo ao PLLA puro. Verificou-se, porém, que com a adi¢cao de
cossolvente a resisténcia foi reduzida em 53 e 55% para os tratamentos com
piperina + 5 e 10% de cossolvente, respectivamente, comparado ao PLLA puro. Nos
tratamentos com extrato, a reducao foi de 56,5 e 53% com adi¢do de 5 e 10% de
cossolvente comparado ao PLLA puro. A reducao nas propriedades de tensdo pode
estar relacionada a maior mobilidade da cadeia polimérica e o efeito plastificante
provocado pelo etanol como cossolvente (INIGUEZ-FRANCO et al., 2016). Além
disso, o aumento da cristalinidade dos filmes pode ter comprometido a tenacidade
do produto. As propriedades de tensdo sdo importantes, pois indicam a capacidade
de manter a integridade dos filmes sob o estresse que ocorre durante o

processamento, manuseio e armazenamento de materiais embalados (RHIM, 2004).
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Dessa forma, a reducdo nas propriedades de tragdao dos filmes pode indicar uma
reducao na resisténcia do filme, o que nao é desejavel para a embalagem.

Em todos os tratamentos o médulo de Young foi reduzido em comparagao
ao PLLA puro, sendo nos filmes com adi¢gao de cossolvente verificada uma redugao
mais expressiva. Nos filmes com piperina a reducao foi de 53 e 49% e para os filmes
com extrato a reducédo foi de 50,7 e 652% para 5 e 10% de cossolvente,
respectivamente. Esses resultados sdo acompanhados da redugdo da Tg, como
esperado (com excegdo do tratamento com extrato e 10% de cossolvente), estando
associados ao efeito plastificante do scCO2, do cossolvente e dos compostos ativos
que provocou menor rigidez dos filmes tratados, e portanto, a formagao de filmes
mais flexiveis. Verificou-se também, que nos filmes com menor cristalinidade, o
modulo de Young foi maior. Considera-se que quanto maior o mdédulo de Young,
maior a resisténcia a deformacao plastica. Resultados semelhantes foram obtidos
por Villegas et al. (2019), que obtiveram uma redugéo no modulo de Young de 86%
ao impregnar timol em filmes de PLA com scCO2 e de 77% ao impregnar timol em
filmes de PLA e nanoargila.

A elongagédo na ruptura esta relacionada em como o material podera se
deformar até a ruptura. Verificou-se que os maiores valores estdo relacionados aos
tratamentos com adi¢cao de cossolvente, provavelmente devido ao cossolvente e as
maiores cargas de composto impregnado. As amostras de PLLA tratadas com
piperina e extrato sem a adigdo de cossolvente apresentaram um aumento na
elongacao na ruptura passando de 4,12% no filme de PLLA puro para 4,8 e 5,5 %
nos filmes impregnados com piperina e extrato de pimenta-do-reino,
respectivamente. Nos filmes impregnados com adigéo de 5% cossolvente o aumento
na elongacgao variou de 4,12% no filme de PLLA puro para 9,83 e 7% nos filmes
impregnados com piperina e extrato respectivamente. Com a adicao de 10% de
etanol a variagdo foi de 4,12% para 12,31 e 10,31% para piperina e extrato,
respectivamente. Os resultados indicaram que a presencga de scCO2, do cossolvente
e dos compostos ativos atuaram aumentando a capacidade de deformacédo dos
filmes. Como ja citado, esse efeito esta relacionado a agao plastificante do scCOo,
do cossolvente e dos compostos ativos que irdo interagir com a matriz dando mais

mobilidade ao polimero.
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Tabela 18 — Propriedades mecanicas dos filmes de PLLA puro, impregnados com
piperina e extrato de pimenta-do-reino com e sem cossolvente

Amostra Espessura Resisténcia a Elongacao Médulo de
do filme (um) ruptura (MPa) na ruptura (%) Young (MPa)

PLLA puro 186 + 0,002 64,302 £ 3,1 4,12°4+ 0,5 1802,252 + 243
PLLA/PP 217 + 0,005 65,572+ 12,5 4,80°4+ 1,3 1465,2° + 64,0
PLLA/PP/ 234 + 0,004 34,13+ 1,2 9,83°+2,8 849°+ 34,4
5% EtOH
PLLA/PP/10% 256 + 0,006 35,58+ 2,8 12,312+ 4,0 912,24° + 154
EtOH
PLLA/EPR 224 + 0,009 59,082 + 10,7 5,50°+ 1,2 1522° + 49,1
PLLA/EPR/5% 242 + 0,006 36,41°+ 0,5 7,00°+ 2,2 888,3°+ 87,5
EtOH
PLLA/EPR/10% 224 + 0,034 34,15+ 1,0 10,31°+ 1,8 626,56°+ 153
EtOH

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Para melhor observagao dos resultados, a Figura 15 apresenta as variagoes

das propriedades mecanicas em relacdo a resisténcia a ruptura, elongagao na

ruptura e médulo de Young.

Figura 15 — Variagao das propriedades mecanicas (resisténcia na ruptura, elongagao
na ruptura e moédulo de Young) em diferentes filmes impregnados
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2.3.5.2 Propriedades de barreira

2.3.5.2.1 Grau de intumescimento

O conhecimento sobre a interagcdo dos filmes com a agua é um fator
importante para filmes que serao usados em embalagens de alimentos, ja que esta
interacdo pode provocar alteragbes na vida util e qualidade dos alimentos. As
propriedades hidrofilicas/hidrofébicas da superficie dos filmes impregnados foram
estudadas por meio de anadlise de angulo de contato (item 2.3.6.4) e grau de
intumescimento.

O grau de intumescimento dos filmes esta relacionado a sua solubilidade
e interagdo com agua. A capacidade de agua absorvida pelos filmes impregnados foi
verificada por medidas de grau de intumescimento (Gl). Os resultados alteraram
entre 0 e 0,73% nos diferentes tratamentos, conforme Tabela 19, porém n&o foram
verificadas diferengas significativas (p > 0,05) comparados ao filme de PLLA puro.
Filmes de PLLA apresentam baixa solubilidade em agua (GURLER et al., 2020;
FABA et al., 2022). A solubilidade dos filmes processados com scCO. apresentam
valores de absor¢cdo de agua equivalentes ao filme controle que foi de 0,66% e
convencionais que variaram de 0,54 e 0,60% (BIERHALZ et al., 2013).

A solubilidade em agua dos filmes impregnados foi maior para os filmes com
maior carga impregnada. Os resultados estdo de acordo com as micrografias de
MEV (item 2.3.6.2) e rugosidade (2.3.6.3), onde verificou-se alteragdo na estrutura
com aumento na rugosidade. Os valores de Gl (%) foram menores que 1% e
apresentaram leve alteracao comparados ao filme puro. Estes resultados sugerem

que todos os filmes analisados apresentaram insolubilidade em agua.
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Tabela 19 — Grau de intumescimento de filme de PLLA puro e impregnado com
piperina e extrato de pimenta-do-reino

Filmes impregnados Grau de Intgmescimento
PLLA puro 0,382‘/;)0,03

PLLA/PP 02

PLLA/PP/5% EtOH 0,712+ 0,17

PLLA/PP/10% EtOH 0,672 + 0,27

PLLA/EPR 0,562 £ 0,28

PLLA/EPR/5% EtOH 0,732 £ 0,21

PLLA/EPR/10% EtOH 0,622 + 0,22

'Letras iguais indicam que n&o ha diferenga estatistica entre os valores pelo teste de Tukey (p <

0,05).
Fonte: elaborado pela autora (2023).

2.3.6 Propriedades de superficie

2.3.6.1 Analises de FTIR

A eficiéncia de impregnacgao de piperina e extrato de pimenta-do-reino em
filmes de PLLA, bem como possiveis interagdes entre os agentes ativos e a matriz
polimérica foram comprovadas por meio de espectroscopia FTIR. Os espectros do
PLLA puro e dos filmes de PLLA impregnados com piperina com e sem cossolvente
(5 e 10% etanol) estao representados na Figura 16. Os espectros de PLLA puro e
flmes de PLLA impregnados com extrato de pimenta-do-reino com e sem
cossolvente (5 e 10% etanol) estao representados na Figura 17. Observou-se que os
espectros de PLLA com tratamento apresentaram bandas de absorcao
caracteristicas tanto para piperina quanto para PLLA. Considerando que a piperina
esta presente na composi¢cado do extrato, algumas bandas presentes nas amostras
de extrato sdo as mesmas das amostras impregnadas com piperina.

A impregnagcdo de agentes ativos na matriz € um processo que pode
envolver interagdo quimica, por exemplo, por meio de ligagdes de hidrogénio, devido
as interacbdes entre o composto ativo e a matriz polimérica. Desta forma, pode

ocorrer deslocamento, alargamento ou desaparecimento de frequéncias especificas
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na regiao do infravermelho (QUILAQUEO et al., 2019). A piperina, € o principal
composto presente no extrato da pimenta-do-reino, desta forma, a analise de FTIR
foi feita para o composto puro, o qual foi usado como referéncia para comparacao
das bandas formadas nos filmes de PLLA impregnados com piperina pura e extrato
da pimenta-do-reino.

A impregnacao da piperina foi confirmada nos filmes de PLLA pela presenga
das bandas com banda a 926 cm™' que pode ser atribuida ao estiramento do grupo
C-0, uma banda a 1635 cm™! que pode ser atribuida a vibracdo de estiramento das
duplas ligagdes (-C=C-) e a amida terciaria (C=0) presente na estrutura da piperina.
As Figuras 16 e 17 apresentam os espectros dos filmes impregnados com piperina e
extrato de pimenta-do-reino. Nos filmes impregnados com piperina pura verificou-se
a presenca de uma banda em 2920 cm™'. Esta mesma banda aparece nos filmes
impregnados com extrato com um deslocamento para uma frequéncia mais baixa, ou
seja, de 2917 cm'. Esta banda pode ser atribuida a vibragéo de estiramento alifatico
assimétrico C-H presente nos compostos impregnados. Bandas semelhantes de
piperina impregnada em poli[2-metdxi,5-(2’-etil-hexiloxi)-p-fenilenovinileno] (MEH-
PPV) foram encontrados por Sarjidan et al. (2021) em 902, 1623 e 2946 cm™.
Asasutjarit et al. (2020) encontraram bandas de piperina em 1633 e 2940 cm™ em
filmes impregnados com uma mistura de ervas rica em piperina.

A adicdo de cossolvente nao alterou a estrutura quimica do PLLA, o que
pode ser comprovado pela existéncia das mesmas bandas nos filmes com piperina e
extrato de pimenta-do-reino com e sem cossolvente. Estes resultados confirmam a
pesquisa realizada por Sato et al. (2012) ao verificar que ndo houve diferenca na
posicdo das bandas de filmes de PLA imersos e nao imersos em etanol e outros
solventes organicos.

Foram observadas bandas de baixa intensidade em ~3300 cm™ nas
amostras dos filmes impregnados, sugerindo quantidades reduzidas de umidade.
Conforme relatado em (PERAKIS et al., 2016) a molécula de agua exibe modos
vibracionais ativos em ~3300 cm-', correlacionados ao alongamento simétrico e

assimétrico de sua ligacao ao OH.
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Figura 16 — Bandas da piperina em filmes de PLLA impregnados com piperina com e
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Figura 17 — Bandas da piperina em filmes de PLLA impregnados com extrato de
pimenta-do-reino com e sem cossolvente
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2.3.6.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias da superficie e da secao transversal dos filmes de PLLA
puro, PLLA tratado com scCO2 e impregnado com piperina ou extrato de pimenta-do-
reino com e sem cossolvente (5 e 10% etanol) estdo apresentadas na Figura 18.
Observou-se pela analise de MEV e a olho nu que o processo de impregnagao
supercritica ndo danificou a estrutura do polimero. O filme de PLLA puro (Fig. 18 a)
apresentou superficie lisa com particulas brancas na superficie. Estas particulas
provavelmente tenham se originado de um aditivo comercial, silicato de magnésio
hidratado MgsSiO4010(OH)2 (talco) adicionado ao PLLA para a produgdo do
filamento. Este talco frequentemente é utilizado como corante e enchimento, usado
também na industria de alimentos (aditivo alimentar numero E553b) (Regulamento
UE n° 1363, 2013) para melhorar as propriedades de flexdo e tragéo dos filamentos
(MUSIOL et al., 2018; MAK et al., 2021; HUDA et al., 2005). O tratamento com
scCO2 (Fig. 18 b) mostra alteragéo na estrutura dos filmes, deixando-a mais rugosa,
opaca, com particulas menores e dispersas, sugerindo maior alteragdo, como
descrita anteriormente, causada pelo efeito plastificante do CO» supercritico no filme,
0 que pode ser observado nas micrografias do filme.

Na micrografia do filme impregnado com piperina (Fig. 18 c) €& possivel
verificar a formacdo de cristais com formatos diferentes, mais claros e menos
homogéneos. Uma estrutura menos irregular e mais densa foi formada, confirmando
o resultado da analise de rugosidade decrita no item 2.3.6.3. As alteragbes da
estrutura do PLLA impregnado com piperina foram ainda mais evidentes com a
adigdo do cossolvente (Fig. 18 d e 18 e), onde foram observadas estruturas
irregulares com aumento da rugosidade, sobretudo no tratamento com 10% de
cossolvente. No filme com 5% de cossolvente é possivel visualizar uma quantidade
maior de piperina depositada na superficie do PLLA, provavelmente devido a maior
carga de impregnagao. Com a incorporagao do extrato de pimenta-do-reino (Fig. 18
d), uma estrutura heterogénea e mais lisa foi formada, na qual goticulas de extrato
foram aprisionadas na matriz polimérica. A adicdo do cossolvente nos filmes com
extrato (Fig. 18 g e h), assim como nos filmes com piperina provocou maior alteragcéo

da estrutura em relagdo aos filmes sem cossolvente, com aumento da rugosidade,
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sendo maior no filme com adicdo de 5% de cossolvente. Provavelmente, devido a
maior carga de extrato impregnado (5% de cossolvente), e incorporagdo do CO>
supercritico, o que fez aumentar o volume interno. Nos filmes com 10% de
cossolvente verificou-se a formacgao de poros e trincas na superficie, que podem ter
sido provocados pelo inchago do PLLA com o extrato e o cossolvente. Resultados
semelhantes foram obtidos por Grosso et al., (2022), ao impregnar extrato de folha

de manga em filamentos e discos de PLA com CO2 supercritico.
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Figura 18 — Imagens MEV da superficie (superior) (2000 X) e corte transversal (inferior) (1000 X) (a) PLLA puro, (b) PLLA + scCOo,
(c) PLLA + scCO2 + PP, (d) PLLA + PP + 5% EtOH, (e) PLLA + PP + 10% EtOH, (f) PLLA + EPR, (g) PLLA + EPR + 5% EtOH,
(h) PLLA + EPR + 10% EtOH
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PLLA + sc:CO2

Fonte: elaborado pela autora (2023).
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2.3.6.3 Rugosidade dos filmes

A microscopia de forgca atdbmica (MFA) foi usada para investigar a rugosidade
superficial de filmes de PLLA com piperina e extrato de pimenta-do-reino com e sem
cossolvente, apos a impregnagao supercritica. A rugosidade € o conjunto de
irregularidades, representado por pequenas saliéncias (picos) e reentrancias (vales)
presentes na superficie dos filmes (SILVA, 2009). A técnica de MFA pode fornecer
informagdes importantes sobre alteragbes na morfologia dos filmes, que podem
afetar a liberacdo dos compostos ativos em embalagens de alimentos (KIKKAWA et
al., 2004), a aparéncia, resisténcia mecanica, entre outros. As imagens topograficas
(2D e 3D), rugosidade média quadratica (Rq) e a rugosidade média (Ra) dos filmes
tratados com CO> supercritico estdo apresentadas na Figura 19.

O tratamento supercritico alterou a superficie dos fiimes de PLLA
impregnados. O filme de PLLA puro (X = 2,621%) apresentou superficie
predominantemente lisa com alguns poros, quebra e micro-saliéncias, com valores
de Ra e Rq de 11,581 e 20,126 nm, respectivamente. A diferenga na rugosidade
pode ser atribuida as regides cristalinas e amorfas do PLA (PANDELE et al., 2020).
Sun et al., (2020) observou micrografias do PLLA puro semelhantes aos encontrados
neste estudo. Apds o tratamento com CO. supercritico (X = 34,576%) a superficie do
PLLA se tornou mais rugosa com aumento do Ra e Rq para 59,2 e 86,5 nm,
respectivamente. Possivelmente, devido ao rearranjo da estrutura do PLLA causado
pela incorporacao de CO2 supercritico e ao aumento da cristalinidade das amostras,
conforme citado na Tabela 17, o que pode estar intimamente ligado a rugosidade
dos filmes (TVERDOKHLEBOV et al., 2015). No processo de cristalizagdo pode
ocorrer nucleacdo e crescimento dos esferulitos, caracteristica tipica dos polimeros
como PLLA (XIAO et al., 2010).

No filme de PLLA + PP (X = 29,029%) a rugosidade foi moderada, sendo Ra
de 24,701 nm e Ry de 33,664 nm, sendo menor comparada ao filme de PLLA +
scCO2 e maior comparada ao PLLA puro. A reducdo na rugosidade pode estar
relacionada a formacédo de agregados de piperina na superficie do filme de PLLA.
Resultado semelhante foi observado por Pandele et al. (2020) ao verificar redugao

na rugosidade ao incorporar hapatita (4%) em filmes de PLA. Nos filmes de PLLA +
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PP + cossolvente observou-se maior rugosidade comparado aos filmes sem
cossolvente, resultando em uma estrutura mais heterogénea, o que pode ser
observado também nas imagens obtidas por MEV. Os filmes de PLLA + PP + 5%
EtOH (X = 38,691%) apresentaram cavidade na superficie e Ra e Rq de 54,8852 e
72,147 nm, respectivamente. Ja nos filmes de PLLA + PP + 10% EtOH (X

44,681%) a rugosidade foi maior comparado aos filmes com adi¢éo de 5% de EtOH,

sendo Rade 68 nm e Rq de 91 nm, respectivamente. Shi et al., (2014) investigaram
diferencas na rugosidade de filmes de 6xido de estanho com fluor com adigdo de
diferentes tipos de alcoois, sendo observada maior rugosidade e superficie aspera
na amostra com adi¢ao de etanol.

Nos filmes impregnados com extrato de pimenta-do-reino a rugosidade foi
homogénea, apresentando picos regulares, com valores de Ra 48,599 nm e Rq de
63,731 nm (PLLA + EPR). Resultados semelhantes foram encontrados por
Jamshidian et al., (2012) que verificaram por meio de analise MFA, altos valores de
rugosidade e uma alteragdo drastica na superficie de filmes de PLA impregnados
com antioxidantes como a ascorbila e o a-tocoferol. Em outro estudo, Hosseini et al.
(2022) ao analisar PLA com cinamaldeido por MFA também encontraram aumento
na rugosidade com a incorporagdo do composto ativo e superficie irregular. Nos
fimes de PLLA + EPR + cossolvente observou-se também como citado
anteriormente, aumento na rugosidade, sendo Ra 131,6 nm e Rq de 169,1 nm (PLLA
+ EPR + 5% de cossolvente) e Ra 53,455 e Rq de 71,583 nm (PLLA + EPR + 10%
cossolvente). Nestes filmes observou-se a formacédo de picos de rugosidade e
protuberancias acumuladas, sendo mais visiveis no filme de PLLA + EPR + 5%
cossolvente. Os altos valores de rugosidade obtidos nos filmes com adicdo de
cossolvente tanto para piperina quanto para o extrato, influenciaram os altos valores

de opacidade apresentados na se¢ao 3.3.1.
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Figura 19 — Micrografias de forga atdémica (2D e 3D) de filmes de PLLA puro, PLLA +
COg, PLLA + PP, PLLA + PP + 5% EtOH, PLLA + 10% EtOH, PLLA + EPR, PLLA +
EPR + 5% EtOH e PLLA + EPR ;JO% EtOH
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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2.3.6.4 Angulo de contato

O angulo de contato 6 foi medido pela deposicdo de uma gota de agua na
superficie dos filmes. O angulo de contato fornece informagbes sobre a
molhabilidade e polaridade do polimero, importante caracteristica no
desenvolvimento de embalagens ativas de alimentos. Segundo Vogler (1998),
superficies hidrofébicas apresentam angulo de contato com a agua > 65° e
superficies hidrofilicas < 65°.

Os valores do angulo de contato dos filmes estdo apresentados na Tabela
20. Os resultados indicaram que a presenca dos compostos ativos nos filmes
provocou um pequeno aumento do angulo de contato dos filmes comparados ao
filme de PLLA puro, porém nenhuma diferenga estatistica foi observada entre os
valores. Estes resultados sao esperados devido ao carater hidrofébico do PLLA,
piperina e do extrato de pimenta-do-reino (MIKOS et al., 1993; ARGENTATI et al.,
2018; CHONG et al., 2020) e sdo semelhantes aos valores do angulo de contato
encontrados no estudo de Hwang et al. (2012) ao incorporar a-tocopherol and
resveratrol em filmes de PLLA. Além disto, superficies rugosas podem levar a
melhoria no comportamento hidrofébico da superficie (ZHANG et al., 2014), o que foi
comprovado no filme de PLLA + EPR + 5% EtOH, o qual apresentou a maior

rugosidade entre os filmes e angulo de contato de 82°, o que indica hidrofobicidade.

Tabela 20 — Angulo de contato de filme de PLLA puro e impregnado com piperina e
extrato de pimenta-do-reino

Filmes impregnados Angulo c(i)e1 contato
PLLA puro 69,78(a)i 3,40
PLLA/PP 75,972 £ 3,70
PLLA/PP/5% EtOH 83,722 £ 3,40
PLLA/PP/10% EtOH 76,972 £ 3,90
PLLA/EPR 73,322 £ 3,80
PLLA/EPR/5% EtOH 82,012 £ 3,40
PLLA/EPR/10% EtOH 76,232 £ 4 40

1Letras iguais indicam que nao ha diferenca estatistica entre os valores (p < 0,05).
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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2.4 CONSIDERACOES FINAIS

A impregnagdo de agentes ativos naturais como piperina e extrato de
pimenta-do-reino em PLLA com CO:2 supercritico foi realizada pela primeira vez para
aplicacdo em embalagens ativas de alimentos. Os testes preliminares indicaram que
as maiores cargas de piperina foram obtidas a 10 MPa, 50 °C, 10 bar min™' apos 3 h
de impregnagao. Nos filmes impregnados sem cossolvente, a carga de extrato de
pimenta-do-reino (~53 mgeprr/grLLa) foi superior comparada ao filme com piperina
(~26 mgprp/grLLa). A adigdo de cossolvente favoreceu o aumento da carga de
piperina. Nos filmes com adigdo de 5% de etanol a carga foi de ~56 mgpep/gpLLA €
com a adic&do de 10% de etanol foi de 48 mgpp/grLLa. A impregnacéo dos compostos
foi confirmada pelas analises de FTIR.

Foi observado aumento na cristalinidade dos filmes, influenciado pelo efeito
de plastificacdo do CO.. Os filmes impregnados se tornaram mais flexiveis, com
maior capacidade de deformacéo e a adicao de cossolvente reduziu a resisténcia a
ruptura. O tratamento com CO:2 supercritico provocou alteragdo na morfologia, com
aumento da rugosidade dos filmes, porém sem danificar a estrutura do polimero,
sendo mais significativos nos filmes com cossolvente. O angulo de contato dos
filmes ativos com a agua foi medido, sendo para todos os tratamentos > 65°, o que
indica que os filmes sao hidrofdbicos. A incorporacdo dos compostos ativos nao
provocou alteragdes significativas no angulo de contato dos filmes comparados ao
PLLA puro, considerando a analise estatistica. Os resultados da analise de
intumescimento sugerem que todos os fiimes analisados apresentaram
insolubilidade em agua. Os resultados obtidos neste estudo sdo promissores na
utilizacdo de biopolimeros e agentes ativos naturais, confirmando a eficacia da

tecnologia supercritica para a produgédo de embalagens de alimentos.
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CAPIiTULO 3

IMPREGNAGAO SUPERCRITICA DE PIPERINA E EXTRATO DE PIMENTA-DO-
REINO EM PLLA: EFEITOS NAS PROPRIEDADES OPTICAS, ANTIOXIDANTES E
DE MIGRAGAO DOS COMPOSTOS ATIVOS



115

O capitulo 3 inclui a caracterizagdo dos filmes de PLLA impregnados com
piperina e extrato de pimenta-do-reino, obtidos conforme descrito no capitulo 2,
quanto as propriedades Opticas, capacidade antioxidante e migragao dos compostos
ativos para os meios simulantes de alimentos.

Os resultados apresentados neste capitulo serdo submetidos a publicagcéo

em revista com alto fator de impacto.

RESUMO

Piperina pura (PP) e extrato de pimenta-do-reino (EPR) foram incorporados com e
sem adicdo de cossolvente em filmes de poli(L-acido latico) (PLLA) usando CO:
supercritico para elaboragdo de embalagens ativas para alimentos. Os filmes foram
caracterizados quanto as propriedades oOpticas, capacidade antioxidante e migragao
dos compostos ativos para meios simulantes. A incorporagao de extrato de pimenta-
do-reino alterou significativamente todos os parametros de cor analisados (L*, a*, b*
e AE*). Os maiores valores foram determinados para os parametros b* e AE*, o que
foi comprovado pela coloragdo amarelada dos filmes, cor caracteristica do extrato.
Para os filmes impregnados com piperina ndo foram verificadas alteracdes visiveis
de cor comparadas ao filme de PLLA puro, ndo ocorrendo variagdes significativas
para o parametro AE*. Em relacdo aos parametros L*, a*, b verificou-se menores
variagbes comparadas aos filmes impregnados com extrato. Para os dois compostos
impregnados, a adicdo do cossolvente aumentou a opacidade dos filmes. A
capacidade antioxidante dos compostos ativos, medida pelo método DPPH, atingiu a
capacidade maxima de inibicdo de 84% para os filmes impregnados com extrato de
pimenta-do-reino e 5% de cossolvente apds 24 h de contato dos filmes impregnados
com a solugdo DPPH. Nestes filmes, observou-se também que os componentes do
extrato foram adsorvidos na superficie dos filmes de PLLA, o que foi verificado nas
migragdes mais rapidas de piperina para o meio simulante de alimentos etanol 95%
e, portanto, em propriedades ativas mais elevadas, atingindo liberacdo maxima de
86%. Os resultados obtidos evidenciaram o bom desempenho dos filmes de PLLA
impregnados com piperina e extrato de pimenta-do-reino obtidos por impregnacao
supercritica para aplicagcdo em embalagens ativas de alimentos.

Palavras-chave: biopolimero; impregnacado supercritica; migragdo dos agentes
ativos; capacidade antioxidante; propriedades opticas.
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3.1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da industria de alimentos tem sido buscar
alternativas que substituam as embalagens convencionais, obtidas de polimeros de
fontes fosseis por materiais e tecnologias que minimizem os impactos ao meio
ambiente. Assegurar padroes de producdo e consumo sustentaveis,
desenvolvimento de tecnologias ambientalmente seguras e a redugcdo do
desperdicio alimentar, bem como da poluicdo, sdo alguns dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel 12 (ODS 12), que fazem parte das Metas de 12.1 a
12.8 do conjunto de programas incluidos na agenda 2030 das Nag¢des Unidas para o
desenvolvimento sustentavel (FAO, 2015).

Para isto, tem-se estudado o desenvolvimento de embalagens a partir de
polimeros de base bioldgica e biodegradaveis obtidos por tecnologias limpas. Esses
biopolimeros, podem ser sintetizados quimicamente a partir de monémeros extraidos
da biomassa ou residuos industriais (TAIB et al., 2023). O poli(L-acido latico) PLLA é
um exemplo de polimero obtido de fontes renovaveis que tem ganhado destaque
devido a sua excelente biocompatibilidade e propriedades mecanicas (LOPES et al.,
2012). A Food and Drug Administration (FDA) dos EUA e as autoridades reguladoras
europeias aprovaram o PLA para aplicagbes em alimentos e como sistemas de
liberacdo de medicamentos (AURAS et al., 2004).

As embalagens convencionais apresentam fungdes nos alimentos
relacionadas ao armazenamento e transporte, protecdo contra danos fisicos,
deterioragbes quimicas e bioldgicas prolongando a vida util, apresentagdo das
informacgdes e promocgao de marketing do produto (YAN et al., 2022). Nos ultimos
anos, a mudanca de habito dos consumidores, que tem optado pelo consumo de
alimentos saudaveis e com menos aditivos, tem incentivado a industria a investir no
desenvolvimento de embalagens ativas obtidas a partir da incorporacdo de agentes
ativos naturais na matriz polimérica. As embalagens ativas sédo definidas como a
interagcdo entre a embalagem, o produto e 0 meio para prolongar a vida util, melhorar
a seguranga ou as propriedades sensoriais, mantendo as qualidades do produto
(PRASAD; KOCHHAR, 2014). Muitas substéncias derivadas de plantas como

especiarias e extratos vegetais tém sido utilizadas ha séculos para a preservagao e
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para prolongar a vida util dos alimentos (CHATTOPADHYAY; BHATTACHARYYA,
2007).

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma especiaria usada em muitos
alimentos e é também uma planta medicinal. A piperina € o principal composto da
pimenta-do-reino e apresenta efeitos farmacologicos (MEGHWAL; GOSWAMI,
2013), antiinflamatérios (PANNU; BHATNAGAR, 2019), além de efeitos
antioxidantes e antimicrobianos, podendo ser utilizado como conservante natural
contra patégenos de origem alimentar (ZARAI et al., 2013).

Dentre as tecnologias ambientalmente seguras que podem ser usadas no
desenvolvimento de embalagens, a impregnacdo supercritica apresenta-se como
uma alternativa promissora na substituicdo dos métodos convencionais por
empregar solventes verdes, como o CO:2 supercritico. O CO2 é o solvente mais
utilizado nos processos supercriticos por apresentar baixa toxicidade,
sustentabilidade ambiental, ser quimicamente inerte sob muitas condigdes, além de
ter temperatura critica facilmente alcancavel de 31,04 °C e uma pressao critica de
7,38 MPa, consideradas baixas em relagao a outros fluidos supercriticos (ABATE et
al., 2019). A impregnacgéao supercritica consiste em solubilizar o composto ativo, com
ou sem adicdo de cossolvente para atuar como plastificante favorecendo a
incorporagao do composto ativo. As vantagens principais do uso dessa técnica em
relagdo as técnicas tradicionais estdo relacionadas com a melhoria na taxa de
incorporagao de substancias, baixa viscosidade do solvente, alto poder de
dissolugdo de materiais organicos, baixa temperatura de processo e interacao entre
diferentes matrizes poliméricas (TORRES et al., 2017).

Por se tratar de uma tecnologia recente no emprego de embalagens ativas
de alimentos, estudos tém sido desenvolvidos com foco na analise das propriedades
das embalagens que poderiam ser influenciadas pela incorporagdo dos compostos
ativos e do CO2 supercritico. As propriedades Opticas, capacidade antioxidante e a
liberacdo das substancias ativas da matriz polimérica para os meios simulantes sao
parametros avaliados no desenvolvimento de embalagens ativas de alimentos
(CERRO et al., 2021; BASTANTE et al., 2017; ALVARADO et al., 2018). Em nosso
trabalho anterior (Capitulo IlI), filmes de PLLA impregnados com piperina e extrato de

pimenta-do-reino com CO2 supercritico foram preparados e quantificados os
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compostos ativos impregnados. Os filmes foram caracterizados quanto as
propriedades estruturais, funcionais e de superficie. O presente capitulo visa
caracterizar estes fiimes em termos de propriedades Opticas, capacidade
antioxidante, bem como avaliar a migragdo dos agentes ativos para os meios

simulantes de alimentos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Materiais

Os filmes de PLLA foram produzidos através de termocompressao de pellets
de PLLA usando uma pensa hidraulica (PHS 15t, Ico Comercial, Brazil). A piperina
(PP) (=295% de pureza, p6 de cor amarela) foi adquirida da Vita Esséncia
(Florianopolis/SC). A pimenta-do-reino foi obtida do comércio local de
Florian6polis/SC. O extrato de pimenta-do-reino (EPR) foi obtido por meio de
extragdo supercritica realizada no Laboratério de Termodindmica e Tecnologia
Supercritica (LATESC/UFSC). O dioxido de carbono (99,9% de pureza) usado no
processo de impregnagao supercritica foi adquirido da White Martins S/A (Sao
Paulo/SP). Outros produtos quimicos usados foram alcool etilico (99,8% grau PA,
Neon, Sao Paulo/SP) e DPPH (2,2-difenil-1- picrilidrazina).

3.2.2 Propriedades o6pticas

3.2.2.1 Parametros de cor

As medidas de cor foram obtidas de filmes de 7,5 x 1,5 cm de PLLA puro
(controle) e impregnados em diferentes tratamentos usando um colorimetro (Delta
Vista 450G, Delta Color, Brasil) com iluminante/angulo 45/0°. As mudangas em cada
parametro individual (AL*, Aa*, Ab*), sendo L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e
b* (amarelo/azul) foram obtidas pela escala CIELAB e a diferenga de cor (AE*) foi
calculada de acordo com a Equacédo 3.1. Os resultados sao valores médios de 6

repeticoes de cada superficie da amostra.
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AE = /(AL #)? + (Aa #)? + (4b #)? (3.1)
3.2.2.2 Opacidade

A opacidade dos filmes impregnados foi determinada de acordo com o
método proposto por Tung e Duman (2011) em espectrofotdmetro (UV-Vis, Quimis).
Os filmes foram cortados e fixados no orificio de passagem de luz UV-Vis para se
obter a absorbancia no comprimento de onda de 600 nm. O espaco vazio foi usado
como branco. Foram realizadas leituras em triplicata. A opacidade dos filmes (Op) foi
calculada pela Equagao 3.2, na qual Absso € a absorbancia em 600 nm e L é

espessura do filme (mm).

Abs. 600
op = 205,000 (3.2)

3.2.3 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada pelo ensaio de inibicado DPPH
que avaliou a capacidade sequestradora de radicais livres dos filmes de PLLA
impregnados com piperina e extrato de pimenta-do-reino com e sem adicéo de 5%
de cossolvente. A analise consistiu em preparar uma solucédo de DPPH em etanol na
concentragéo de 0,024 g L-'. Foram transferidos 4 mL da solugdo em frascos de
vidro escuros, adicionados 100 mg dos filmes impregnados e mantidos
hermeticamente fechados e protegidos da luz durante 24 e 96 h sem agitagdo. A
amostra de PLLA puro foi usada como teste controle. O ensaio foi realizado usando
um espectrofotbmetro com leitor de microplacas de 96 pogos. Os valores de
absorbancia foram lidos a 517 nm, onde ocorre a maxima absorbancia do DPPH. A
presenca de uma substancia antioxidante provoca a descoloracdo da substancia e
reducdo da absorbancia. A porcentagem de inibicdo de DPPH de cada amostra foi
calculada convertendo-se a absorbancia em capacidade antioxidante (CA%)

segundo a equagao 3.3:
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(3.3)

(Abs. controle — Abs.amostra)

CA% = x 100

Abs. controle

Onde: Abs.controle é a absorbancia da reacdo de controle, Abs.amostra é a
absorbancia da solucdo DPPH e a amostra. Os resultados da capacidade
antioxidante das amostras de filmes impregnados foram calculados com base na

meédia das absorbancias.

3.2.4 Migracao para os meios simulantes de alimentos

A liberacao da piperina presente no extrato de pimenta-do-reino e piperina
pura dos filmes de PLLA para os fluidos simulantes foi investigada por meio de
testes de migracdo de acordo com o Regulamento da Comissdo Europeia n°
10/2011 relacionado a materiais plasticos que podem entrar em contato com
alimentos para simular o comportamento de alimentos aquosos (UE, 2011). Os
meios simulantes foram preparados usando 10% de solugdo aquosa de etanol (v/v)
para alimentos aquosos e 95% de solugdo aquosa de etanol (v/v) para alimentos
gordurosos. Amostras de filmes de PLLA puro (amostra controle) e filmes
impregnados com PP e EPR com e sem cossolvente (5% de etanol) foram cortados
em pedacos de 1,2 x 3,6 cm e imersos em 40 mL de cada fluido simulante de acordo
com o método ASTM D4754-11 (ASTM D4754-11, 2011). A amostra de PP e EPR
com 5% de cossolvente foi escolhida por apresentar maior carga de impregnagao.
Os frascos foram continuamente agitados a 100 rpm em temperatura de 25 °C
usando um equipamento tipo shaker. Aliquotas de 1 mL foram coletadas dos frascos
de erlenmeyer e a absorbancia foi medida em espectrofotémetro UV visivel a 340
nm, conforme varreduras de comprimentos de ondas realizadas previamente em
ambos os fluidos simulantes. As varreduras da piperina pura e do extrato de
pimenta-do-reino sdo apresentadas nos Apéndices B1 ao B4. A absorbéancia das
amostras (compostos liberados para o meio simulante) foi medida de hora em hora e
monitorada até que o estado estacionario fosse atingido. As absorbancias medidas
foram convertidas em concentracdo de piperina usando uma curva de calibracdo,

obtida a partir de diferentes concentragdes de piperina pura (1 a 10 ug mL™") e
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extrato de pimenta-do-reino (5, 10, 15, 20, 25 e 30 ug mL') em 10 e 95% de solugéo
aquosas de etanol, com coeficiente de determinagao (R?) de 0,9992 e 0,9972 para
PP em solugéo etandlica 10% e 95%, respectivamente e (R?) de 0,9997 para EPR
em solugdo etandlica 10 e 95% (Apéndice B6 ao B9). Os experimentos foram
realizados em duplicata e a massa dos filmes determinadas antes e apds os ensaios

de migragao.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Propriedades 6pticas

As propriedades O6pticas dos filmes de PLLA puro e impregnados com
diferentes tratamentos foram estudadas em relagcdo ao paradmetro de cor e
desempenho de barreira a luz (opacidade). De acordo com os resultados descritos
na Tabela 21 é possivel observar que a incorporagao de piperina e extrato de
pimenta-do-reino diminuiram o valor de L* (luminosidade) e a* (vermelho/verde) e
aumentaram o valor de b* (amarelo/azul) dos filmes, apresentando os maiores
valores de b* nos filmes impregnados com extrato de pimenta-do-reino, o que se
deve a cor caracteristica amarelada do extrato incorporado nos filmes. Outras
pesquisas com impregnacao de compostos ativos em filmes de PLA relataram
alteragao da cor dos filmes, com diminuicdo de L* (CERRO et al., 2021; HWANG, et
al., 2012).

Nos filmes impregnados com piperina as medidas de b* tiveram uma menor
variacado comparadas aos filmes impregnados com extrato, provavelmente devido a
piperina ser um po amarelo claro, resultando em pouca alteragdo na coloragao
comparada ao filme de PLLA puro. Verificou-se nos filmes impregnados com
piperina que ndo houve diferencas estatisticas significativas na cor total (AE*) entre
os diferentes tratamentos e o filme controle, indicando que a incorporacéo da
piperina pura ndo proporcionou alteragdes visiveis nha cor comparada ao filme puro.
Ja nos filmes impregnados com extrato, verificou-se que a incorporagdo do extrato
da pimenta-do-reino afetou significativamente a cor dos filmes de PLLA, ja que o AE*

apresentou diferengas estatisticas significativas para todas as amostras, o que pode
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ser observado na diferenga de cor a olho nu, comparado aos filmes de PLLA puros
(Tabela 21). Para valores de AE* >1, as diferengas na cor podem ser vistas a olho
nu (INOKOSHI et al., 1996).

Em geral, é desejavel manter a transparéncia em filmes ativos quando se
pretende observar o alimento. No entanto, a opacidade pode ser importante para se
evitar a degradagao provocada pela agdo da luz, como oxidagdo de gorduras e
degradacgao de pigmentos (ROJAS et al., 2020). A opacidade pode ser atribuida a
diferenca entre os indices de refragdo dos agentes ativos impregnados e PLLA, que
modificam o espalhamento e absorg¢ao da luz através do filme (PRIYA et al., 2021).
Nos filmes impregnados com diferentes tratamentos foram medidas a absorbancia
no comprimento de onda de 600 nm para determinar se a incorporacido dos

compostos ativos aumentou suas propriedades de barreira a luz ultravioleta (UV).



Tabela 21 — Parémetros de cor e opacidade do filme de PLLA puro (controle) e dos filmes impregnados.
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Filmes L* a* b* AE* Opacidade
impregnados (Abseoo)
PLLA puro 85,126 " + 0,025 0,0902 + 0,020 5,6979 + 0,021 - 0,319%9 + 0,040

PLLA + scCO2

PLLA/PP

PLLA/PP/5% EtOH

PLLA/PP/10% EtOH

PLLA/EPR

PLLA/EPR/5% EtOH

PLLA/EPR/10% EtOH

83,495°¢ + 0,181
85,9152 + 1,021
85,155 + 1,131
82,111°¢ £ 0,036
83,488° + 0,287

82,9459 + 0,048

-0,078% + 0,104
-1,243 + 0,053
-1,145° + 0,048
-1,215 + 0,145
-1,8769 + 0,133

-1,435¢ + 0,028

6,938° £ 0,579
6,3517+ 0,039
7,350% + 0,025
12,421° + 1,645
17,3682 + 0,056

11,320° £ 0,045

3,0419+ 0,863
2,9339+ 0,934
3,9209 + 0,075
11,045 + 1,813
15,2882 + 0,205

9,333° £ 0,022

0,513%4+ 0,010
0,584¢%4 + 0,070
8,4622 £ 0,710
6,3482° + 0,650
2,115°+ 0,040
4,981 + 0,230

8,6822 £ 0,140

Letras iguais na mesma coluna indicam que nao héa diferenca estatistica entre os valores pelo teste de Tukey (P < 0,05). Cada valor representa a
média de 6 repeticdbes com o correspondente desvio padrao.
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Na Figura 20 é possivel observar os filmes de PLLA impregnados com
piperina e extrato de pimenta-do-reino com e sem cossolvente. Na presenga de
piperina os filmes permaneceram transparentes. No caso dos filmes impregnados
com extrato de pimenta-do-reino, verificou-se uma coloragcdo amarelada,
caracteristica do extrato. Nos filmes com adigdo de cossolvente percebe-se que a

opacidade é maior comparada aos filmes sem adi¢ao de cossolvente.

Figura 20 - Filmes de PLLA impregnados com piperina e extrato de pimenta-do-reino
com e sem cossolvente

a0 'y

Da esquerda para direita: PLLA, PLLA/scCO,, PLLA/PP,
PLLA/PP/cossolvente, PLLA/EPR, PLLA/EPR/cossolvente.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Os resultados da opacidade dos filmes estdo apresentados na Tabela 21,
podendo ser comparados os filmes impregnados em diferentes tratamentos com o
filme de PLLA puro (filme controle). Verificou-se nos filmes de PLLA + scCO2, PLLA
+ piperina e PLLA + extrato sem cossolvente que nado apresentaram diferenga
estatistica (p > 0,05) na opacidade em relagdo ao PLLA puro, sugerindo que a
transparéncia dos filmes nao foi afetada pela incorporagao das substancias ativas e
do tratamento com alta pressdo. Por outro lado, em todos os tratamentos com
adicdo de etanol, verificou-se que os valores foram maiores em relacédo ao PLLA
puro. Provavelmente a adicdo do cossolvente, além de aumentar a carga de
compostos impregnados pode ter influenciado na passagem da luz ou disperséo da
luz, o que provocou aumento da opacidade. A opacidade dos filmes pode ter sido
influenciada pela rugosidade dos filmes (secédo 2.3.6.3), sendo comprovado pela

correlacdo dos filmes com maiores valores de opacidade apresentarem maior
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rugosidade. Todos os filmes com adigdo de cossolvente apresentaram diferenga
estatistica na opacidade em relagcao ao filme controle.

Fabra et al. (2009) em seus estudos, verificaram que filmes de caseinato de
sédio com cera de abelha apresentaram maior rugosidade, causada pela formagao
de agregados lipidicos nas partes internas e superficiais dos filmes, o que influenciou
na opacidade dos filmes. Em outro estudo, Qin et al. (2017), verificaram reducéo da
transparéncia dos filmes de PLA causado pelo acumulo dos compostos na matriz

polimérica ao impregnar diferentes extratos essenciais.

3.3.2 Propriedades antioxidantes

Nos ensaios de impregnacao com CO2 supercritico os teores de piperina
(25,5 mg) e extrato de pimenta-do-reino (28,2 mg) empregados foram semelhantes,
porém a quantidade incorporada na matriz polimérica diferiu para cada tipo de
composto, o que variou também pelo uso do cossolvente. Presume-se que quanto
maior a carga de compostos antioxidantes nos filmes, maior sua capacidade
antioxidante. Desta forma, foram utilizados nos experimentos para determinagao da
capacidade antioxidante os filmes com maiores cargas de compostos ativos. Os
resultados dos valores da capacidade antioxidante (CA) determinados pelo método
de eliminacao dos radicais DPPH das amostras dos filmes de PLLA impregnados
estdo apresentados na Figura 21. Os resultados da inibigdo de DPPH foram
determinados em 24 e 96 h e foram comparados em relagdo a um filme de PLLA
puro, considerado como controle.

Como pode ser observado na Figura 21, os filmes de PLLA + PP e PLLA +
EPR, obtidos no processo de impregnagdo com scCO> apresentaram alta
capacidade antioxidante (a maioria ultrapassa 50% CA). Os resultados mostraram
que a capacidade antioxidante aumentou significativamente (p < 0,05) a medida que
a concentracao do extrato de pimenta-do-reino e da piperina aumentaram nos filmes.
Os valores variaram de 53,216% (24 h) para 72,642% (96 h) para os filmes com
extrato de pimenta-do-reino sem adi¢cao de cossolvente e de 83,848% (24 h) para
75,861% (96 h) para os filmes com extrato de pimenta-do-reino com adicéo de 5%

de cossolvente.
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Para os filmes impregnados com piperina verificou-se uma liberagdo mais
lenta no inicio (24 h) com 1,185% de capacidade antioxidante variando para
20,421% (96 h) para o processo sem adi¢gao de cossolvente e de 50,903% (24 h)
para 64,709% (96 h) para o processo com adi¢cao de 5% de cossolvente.

Foi realizado também um ensaio de DPPH com o fiime de PLLA sem
impregnacao e foi observada capacidade antioxidante variando de 4,645% (24 h)
para 9,814% (96 h). Isso, pode ter ocorrido devido a alguma capacidade de
eliminagao de radiciais do préprio PLLA, ou lenta difusdo do DPPH da solucéo para
o filme, diminuindo a sua concentracdo. O mesmo, foi observado por Goni et al.
(2016) ao impregnar eugenol em polietileno de baixa densidade (PEBD). Verificou-se
reducao da absorbancia da solucdo de DPPH em contato com os filmes de PEBD
em 12 e apos 96 h, indicando alguma capacidade antioxidante dos filmes sem
impregnacao. Os resultados da capacidade antioxidante dos filmes estédo

apresentados na Tabela A.1 do Apéndice A.

Figura 21 — Capacidade antioxidante dos filmes impregnados em 24 e 96 horas

a
a a
b

70 m24h

60 b b m96h
= 50
210

30

c
20
: I
10 c
o | W ] <

PLLA puro PLLA+PP  PLLA+PP+5% PLLA+EPR  PLLA+EPR+
EtOH 5% EtOH

Fonte: elaborado pela autora (2023)

Rosales et al. (2021) realizaram impregnacao supercritica sob condigdes
semelhantes (10 MPa e 35 °C) em filmes de PLA usando extrato de folha de manga
como composto ativo, atingindo 89% de capacidade antioxidante ap6s 2 h. Machado

et al. (2022) estudaram a impregnacao de extrato de folha de oliveira em poliuretano
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termoplastico (TPU) e poliacido latico (PLA) e obtiveram capacidades antioxidantes
maiores nos filamentos com maior carga de extrato impregnado.

Verificou-se que nos tratamentos com adicdo de etanol, que a capacidade
antioxidante dos filmes foi maior. Possivelmente, a presenca do etanol como
cossolvente pode ter melhorado a afinidade dos polifendis do extrato com o PLLA,
facilitando a difusdo no interior do polimero, aumentado a capacidade antioxidante
destes filmes.

O extrato de pimenta-do-reino obtidos por ESC (scC0O2/200 bar e 40 °C)
incorporado nos filmes de PLLA apresentou como principais componentes o (-
Cariofileno (39,40%), piperina (25,31%), cis-a-Bisaboleno (7,93%), y-Cadineno
(6,88%), a-copaeno (5,15%), que podem contribuir para a capacidade antioxidante
do extrato de pimenta-do-reino. Estudos demonstram que flavondides, piperina,
amidas fendlicas e outros constituintes apresentam propriedades antioxidantes
especificas. Além disso, a capacidade antioxidante pode ser devido ao efeito
sinérgico de mais de dois componentes presentes no sistema (KAPOOR et al.,
2019).

3.3.3 Migracao para os meios simulantes de alimentos

O transporte dos compostos ativos da matriz polimérica para o alimento é
considerado um dos principais parametros no desenvolvimento de embalagens
ativas de alimentos, pois € ele que controla a liberagao destes agentes e determina a
finalidade da embalagem. A migracéo da piperina pura e da piperina presente no
extrato de pimenta-do-reino impregnados em filmes de PLLA para meios simulantes

de alimentos aquosos e gordurosos foram medidas por analise UV-Vis (£ = 340 nm).

As curvas de liberacdo apresentadas nas Figuras 22 e 23 indicam maior
concentragdo dos compostos ativos em 95% de etanol, porém nao se observou
liberacdo completa para nenhuma das amostras nos diferentes meios. A natureza
hidrofébica dos filmes ativos pode ter influenciado a menor liberagcdo dos compostos
no meio simulante 10% EtOH. Em 95% de etanol as amostras de filmes

impregnados com piperina sem cossolvente (26 mgep/grLLa) N@0 alcangaram o
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equilibrio e apresentaram liberagédo baixa e lenta, atingindo aproximadamente 32%
de fragdo massica acumulada apdés 96h. Provavelmente, a baixa carga de
impregnagao apresentou um menor impacto no volume livre de PLLA, levando a
uma liberacdo mais lenta e mais baixa. Nas amostras de piperina com cossolvente
(56 mgrr/gprLLA) Verificou-se que a liberagao foi rapida em 95% de etanol, atingindo o
platd apds 7 horas de teste com fragdo de massa cumulativa de 59% apds 96 h. As
amostras de extrato sem cossolvente (52 mgepr/grLLA) NGO apresentaram equilibrio e
a liberagao foi lenta em 95% deetanol, atingindo 75% da fragdo massica cumulativa
apos 96 h. Nas amostras de extrato e cossolvente (52 mgepr/grLLA), a liberacéo foi
rapida, com 46% dos compostos liberados na primeira hora, atingindo platé em 7 h
com percentual maximo de 86% dos compostos liberados. Provavelmente, a grande
quantidade liberada nas primeiras horas esteja relacionada a incorporagdo do
extrato proxima a superficie dos filmes. Resultados semelhantes foram obtidos por
Torres et al., (2014) para filmes de polietileno de baixa densidade impregnado com
timol usando CO: supercritico, que relataram atingir equilibrio na migragdo dos
compostos apos aproximadamente 10 horas.

A maior migracdo dos compostos em 95% de etanol pode estar também
relacionada a sorcdo do meio simulante pelo polimero, provocando efeito
plastificante na matriz polimérica, criando espacgos vazios, alterando as propriedades
de transporte, 0 que pode ter aumentado a mobilidade das moléculas de piperina e
extrato de pimenta-do-reino facilitando a liberagdo para o meio (MEDEIROS et al.,
2018; VIDAL et al.,, 2021; MASCHERONI et al., 2010). Sugere-se que a maior
liberagcao dos compostos em 95% de etanol, pode estar relacionada também a maior
afinidade da piperina e de outros compostos presentes no extrato pelo meio apolar.

Em 10% etanol a fragdo massica acumulada para as amostras (piperina pura
e o extrato de pimenta-do-reino) foi considerada menor e lenta. Para as amostras de
piperina sem cossolvente praticamente nao foi verificado liberagdo do composto,
sendo de aproximadamente 1% a liberagdo para o meio. Para o extrato sem
cossolvente a liberagdo também foi muito baixa (4%), atingindo equilibrio ap6s 96h.
Para os filmes com piperina e cossolvente a fragdo massica cumulativa atingiu o
equilibrio apds 48 h, com aproximadamente 18,5% do composto liberado. Ja para o

extrato com cossolvente o equilibrio foi atingido apdés 24 h, com aproximadamente
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50% dos compostos liberados. A baixa transferancia de piperina para o meio etanol
10% se deve provavelmente a baixa solubilidade da piperina em agua,
correspondendo a 0,04 mg/mL (HAMRAPURKAR et al., 2011; NLM, 2023),
fortalecendo a interacdo da piperina com o PLLA. Resultados semelhantes foram
encontrados por Torres et al. (2017) ao estudar a liberagéo do timol de filmes de PLA
para meios simulantes (10 e 95% etanol), sendo verificado maior afinidade do timol
pela solugéo etandlica de maior concentragéo (etanol 95%), que pode ser explicado
pelo carater apolar tanto do timol quanto da solugao simulante.

Os filmes impregnados com cossolvente (5% de etanol) apresentaram uma
fracdo massica cumulativa maior comparados aos filmes sem cossolvente. Bush et
al. (2007) relataram que a presenga do cossolvente melhora a dispersdo dos
compostos na matriz polimérica. Ao analisar a fragcdo cumulativa massica dos filmes
com extrato de pimenta-do-reino com e sem cossolvente em 95% de etanol, parece
que a impregnacgao exerceu alguma seletividade sobre o conteudo de compostos
impregnados na matriz de PLLA. Considerando que as fragbes de massa cumulativa
das amostras foram medidas em 340 nm (maior comprimento de onda de absorgao
da piperina), obtido por meio da varredura realizada previamente no extrato
(Apéndice B. 4), verificou-se que a piperina, abundante no extrato, também foi
abundante nas amostras sem cossolvente (75% de fragdo massica cumulativa) e
com cossolvente (84,5% fracdo massica cumulativa), obtidas no processo de

impregnagao supercritica.
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Figura 22 — Migracgéo de piperina impregnada em PLLA para meios simulantes de

alimentos
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Fonte: elaborado pela autora (2023)

Figura 23 — Migragéo de extrato de pimenta-do-reino impregnada em PLLA para

meios simulantes de alimentos
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3.4 CONSIDERAGCOES FINAIS

O efeito da impregnacgéao de piperina e extrato de pimenta-do-reino em filmes
de PLLA com CO: supercritico com e sem adi¢cao de cossolvente foi avaliada sobre
as propriedades opticas, capacidade antioxidante e migragdo dos compostos ativos
para meios simuladores de alimentos. A incorporagéo do extrato de pimenta-do-reino
provocou alteracdo na coloragcao dos filmes para amarelo, cor caracteristica do
extrato. Ja nos filmes impregnados com piperina n&o se verificou alteragbes na cor
comparados aos filmes de PLLA puro. A adigdo de etanol como cossolvente além de
aumentar a incorporagédo dos compostos ativos pode ter influenciado a passagem da
luz ou disperséo da luz, o que provocou aumento da opacidade.

Com relagao a capacidade antioxidante dos filmes medida apds 24 e 96 h,
observou-se que os filmes com maiores cargas de compostos ativos apresentaram
maior capacidade antioxidante, sendo a capacidade maxima atingida em filmes
impregnados com extrato de pimenta-do-reino com 5% de cossolvente apds 24 h.

Os testes de migracdo em meios simuladores de alimentos aquosos ou
gordurosos (etanol 10 e 95%) demonstraram que a liberagédo dos compostos nao foi
completa para nenhuma das amostras testadas. A fragdo maxima cumulativa
atingida foi de 86% para os filmes impregnados com extrato de pimenta-do-reino e
5% de cossolvente em meio etanol 95%. Nestes filmes a liberagdo dos compostos
foi rapida, atingindo o platd apos 7 h. Estes resultados demonstram a possibilidade
de aplicagao deste filme no acondicionamento de alimentos com alto teor lipidico
como produtos carneos, laticinios e nozes. Os resultados encontrados neste estudo
demostraram que a impregnagao supercritica € uma tecnologia promissora na
fabricagdo de embalagens ativas de alimentos, sendo uma alternativa de processo

para a reducao de impactos ambientais.
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CAPIiTULO 4

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
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4.1 CONCLUSOES

Piperina e extrato de pimenta-do-reino foram impregnados com sucesso em
filmes de PLLA usando CO:2 supercritico. O emprego do fluido supercritico promoveu
inchamento e plastificacdo da matriz polimérica favorecendo a incorporagcdo dos
agentes ativos.

A eficiéncia da impregnagdo com fluido supercritico foi observada pelas
cargas de piperina e extrato de pimenta-do-reino incorporadas na matriz polimérica,
comprovadas pelas analises gravimétricas, UV-Vis e fluorescéncia. A maior carga de
impregnacao foi atingida pelo extrato de pimenta-do-reino (~53 mg g™'). A adi¢éo de
cossolvente (5 e 10%) favoreceu o aumento das cargas de impregnagao da piperina,
atingindo maior carga de impegnacao com 5% de etanol. A presenga de piperina e
extrato de pimenta-do-reino no interior do PLLA foi comprovada também pela analise
de FTIR.

Foram observadas alteracbes nas propriedades mecanicas, sendo que 0s
filmes impregnados com adicdo de cossolvente apresentaram redugdao da
resisténcia e modulo de Young. Todos os filmes impregnados apresentaram
aumento na elongacgao na ruptura.

A incorporagao dos agentes ativos em meio supercritico provocou aumento
da cristalinidade dos filmes de PLLA em todos os tratamentos comparado ao PLLA
puro, sendo maiores com adigdo de cossolvente. Provavelmente a adigdo de
agentes ativos pode ter provocado uma alteragéo na estrutura do PLLA, e a adigao
do cossolvente pode ter favorecido a nucleagcdo dos cristais, 0 que provocou um
aumento na cristalinidade da matriz polimérica.

Piperina e extrato de pimenta-do-reino provaram efetividade como agentes
antioxidantes. A capacidade antioxidante dos filmes impregnados foi maxima de
~84% para o extrato de pimenta-do-reino e de ~65% para a piperina, com adi¢ao de
5% de cossolvente. A migragdo de piperina e extrato de pimenta-do-reino em
simuladores de alimentos aquosos e gordurosos foi maxima para os filmes com
extrato de pimenta-do-reino e 5% de cossolvente. A fragdo maxima cumulativa

atingida foi de 86% em meio etanol 95%, o que demonstra possibilidade de
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aplicacdo em alimentos com alto teor lipidico. Nestes filmes a liberacdo dos
compostos foi rapida, atingindo o platdé apds 7 h.

Os resultados demonstraram ser possivel a elaboracao de filmes ativos para
alimentos a partir de biopolimeros e agentes ativos naturais usando a técnica de
impregnacgao supercritica. A incorporagao dos filmes em escala industrial podera ser
uma alternativa para contribuir na redu¢cao de impactos ambientais, e na melhoria

das propriedades das embalagens, por meio da agdo dos agentes ativos.

4.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir das conclusbdes citadas, sugerem-se algumas questdes para serem
estudadas em novos trabalhos:
° Analisar quais foram os outros compostos, além da piperina, impregnados
nos filmes com extrato de pimenta-do-reino;
o Avaliar a capacidade de selagem térmica dos filmes para verificar se o
processo de impregnagao dos compostos ativos podera interferir na produgéo das
embalagens;
o Avaliar as propriedades de barreira aos gases dos filmes ativos de PLLA,;
o Avaliar a capacidade antioxidante dos filmes impregnados empregando outros
meétodos;
° Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes de PLLA para melhor
direcionamento do tipo de alimento que podera ser empregado;
o Adicionar nanoparticulas inorganicas como silica, prata, grafite, O6xidos
metalicos ao PLLA para melhorar as propriedades de barreira e mecanicas dos
filmes;
o Analisar a perda dos agentes ativos em diferentes condi¢bes de
armazenamento, para definir um prazo de utilizagcdo dos filmes como embalagens
ativas de alimentos;
o Realizar testes de shelf-life em produtos alimenticios em diferentes condi¢coes
de umidade relativa do ar;

o Avaliar a biodegradabilidade dos filmes em condi¢des controladas.
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APENDICE A - Capacidade antioxidante da piperina e extrato de pimenta-do-
reino

Tabela A.1- Absorbancia (nm) e capacidade antioxidante (AA%) de filmes de PLLA
impregnados com piperina e pimenta-do-reino sem e com 5% de cossolvente

Amostras 24h 96h
A(517 nm) AA (%) A(517 nm) AA (%)
PLLA puro 0,5145 4645°+1,730 0,3979 9,814+ 1,609
PLLA + PP 0,5084 1,185+ 0,636 0,3511 20,421+ 1,394
PLLA + PP + 5% EtOH 0,2526 50,9032+ 1,559 0,1557 64,7092+ 1,479
PLLA + EPR 0,2407 53,2162+ 1,427 0,1207 72,6422+ 1,811

PLLA + EPR + 5% EtOH  0,0831 83,8482+ 1,555 0,1065 75,8612 + 0,858

Letras iguais indicam que n&o ha diferencga estatistica entre os valores (p < 0,05).
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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APENDICE B - Curvas de calibragio

B.1 Varredura de comprimento de onda de piperina em solu¢gdo aquosa de etanol
10% (Vv/v).

Figura B.1. Varredura de comprimento de onda de extrato da piperina em solugao
aquosa de etanol 10% (v/v) em regiao UV-Visivel
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.2. Varredura de comprimento de onda da piperina em solugdo aquosa de etanol
95% (v/v).

Figura B.2. Varredura de comprimento de onda de extrato da piperina em solu¢ao
aquosa de etanol 95% (v/v) em regido UV-Visivel
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.3. Varredura de comprimento de onda do extrato de pimenta-do-reino em solucao

aquosa de etanol 10% (v/v).

Figura B.3. Varredura de comprimento de onda de extrato de pimenta-do-reino em
solugédo aquosa de etanol 10% (v/v) em regidao UV-Visivel

BPE 5 pug/mL
2 BPE 10 pg/mL
Wi BPE 15 pg/mL
1.8 ——— BPE 20 pg/mL
::Z ----- BPE 25 pg/mL

——— BPE 30 ug/mL

Abs

0,8
0,6
04 [/, N7 Tl
0,2

————

190 240 290 340 390

Comprimento de onda (nm)

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.4. Varredura de comprimento de onda do extrato de pimenta-do-reino em solugao

aquosa de etanol 95% (v/v).

Figura B.4. Varredura de comprimento de onda de extrato de pimenta-do-reino em
solugédo aquosa de etanol 95% (v/v) em regidao UV-Visivel
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.5 Curva de calibragao de piperina em solugao diclorometano:metanol
Figura B.5. Curva de calibragdao de piperina em solugcao de diclorometano:metanol

(v/v)
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.6 Curva de calibragao de piperina em solugdo aquosa de etanol 10% (v/v)

Figura B.6. Curva de calibragéo de piperina em solugao aquosa de etanol 10% (v/v)
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.7 Curva de calibragao da piperina em solugéo aquosa de etanol 95% (v/v)

Figura B. 7. Curva de calibragao de piperina em solu¢do aquosa de etanol 95% (v/v)
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.8 Curva de calibracdo de extrato de pimenta-do-reino em solucdo aquosa de
etanol 10% (v/v)

Figura B. 8. Curva de calibragao de extrato de pimenta-do-reino em solugdo aquosa
de etanol 10% (v/v)
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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B.9 Curva de calibracido de extrato de pimenta-do-reino em solucdo aquosa de
etanol 95% (v/v)

Figura B. 9. Curva de calibragdo de extrato de pimenta-do-reino em solugdo aquosa
de etanol 10% (v/v)
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Fonte: elaborado pela autora (2023)
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APENDICE C - Migragéo de PP e EPR em meios simulantes de alimentos

Tabela C.1 - Quantidade liberada de PP e EPR em meios simulantes de etanol 10 e 95% (v/v)

Migragio de piperina e extrato de pimenta-do-reino (%)

Piperina Tempo (h)
Meio Amostras 1 2 3 4 5 6 7 g 12 24 48 72 96
simulante
10% PP -0,5360+ -0,5393 % 05133+ 05263+ -0,5296+ -05101+ -0529 + -05555+ 05716+ -05360x -05198zx -05685+ -0,5166+
EtOH 0,0019 0,0011 0,0019 0,0016 0,0002 0,0017 0,0012 0,0003 0,0016 0,0031 0,0021 0,0007 0,0014

PP + 17913+ 37318z 51185+ 63671+ 75284+ 86269z 95726+ 96722+ 115513+ 166184+ 17,4993+ 179299+ 18,5781x
9% EtOH 0,043 01366 01934 02469 02892 03266 03634 023135 03933 0,5789 0,4695 04335 0,4375

95% PP -0,0248+ 05054+ 06757+ 09790 12415+ 15200+ 15182+ 1,8623+ 28555+ 61988+ 164629+ 246288+ 324062z
EtOH 0,0277 0,0434 00540 00630 007285 00782 00758 00820 0,1145 0,1834 0,4007 0,6576 0,8214
PP+ 38,3517 + 43,7085 + 45,8675 + 48,3070 ¢ 51,3623+ 56,3381+ 58,7171+ 58,7171+ 587171+ 587171+ 587171+ 587171+ 587171+
5% EtOH 1,4802 14373 1,2305  0,9%69 07043 02278 O 0 0 0 0 0 0
Extrato de pimenta-do-reino
10% EPR 0099 + 01786+ 01935+ 02752+ 0294+ 02885+ 0294+ 03295+ 03798+ 05651+ 10031+ 41186+ 41186+
EtOH 0,0019 0,0014 00009 00046 00015 00024 00031 0,0041 0,0053 0,0074 0,0244 01893 0,02885

EPR+ 147151+ 17,8151+ 20,4809 + 23,8103 + 29,0813 £ 33,8558 + 38,6516 + 41,3142 + 455922 + 50,8452+ 47,9910+ 468342+ 505634 +
5% EtOH  0,5964 06936 07863 09076 11139 13025 14508 16104 17546 1,8510 1,6209 1,5960 1,6871

95% EPR 53433+ 77774z 98296+ 1162241 134283+ 15,2531+ 169162 + 17,6464+ 251294 + 481527+ 55,5842+ 622194+ 753154+
EtOH 0,0247 0,032% 005689 00627 00709 00726 00828 0038 00430 0,5505 1,3063 1,4235 2,041

EFR+ 466057 + 64,6670+ 84,5099 + 84,5099 + 86,3231 £ 85,8500 + 86,6743 + 41,8456 + 40,6315+ 41,3916+ 359843+ 358203+ 364533 ¢
5% EtOH 0,8016 11116 14673 12377 1,8148 17997 18164 06906 08116 0,6545 0,5326 05181 05224

Fonte: elaborado pela autora (2023)
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