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Resumo

OLIVEIRA, Jean Paulo. Aerogéis reforcados com materiais celulésicos para
liberacdo de compostos bioativos em alimentos 2019, 102 p. Tese (Doutorado) —
Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Aerogéis sao materiais porosos, com alta superficie de contato e com capacidade de
absorver alto conteudo de agua. Os aerogéis podem ser elaborados a partir de diversos
polimeros visando aplicacdes na area de alimentos. Objetivou-se com este trabalho
valorizar algas vermelhas da espécie Gelidium sesquipedale e erva-mate através da
obtencado de extratos bioativos ricos em polifendis e através do isolamento de celulose e
nanocelulose para a elaboracdo de aerogéis. No primeiro estudo, algas da espécie
Gelidium sesquipedale foram utilizadas como matéria-prima para extracado de celulose e
nanocelulose e extrato a base de agar (EBA) rico em polifendis e com capacidade
antioxidante. Subsequentemente, aerogéis elaborados somente com alcool polivinilico
(PVA) e aerogéis hibridos contendo PVA, celulose e nanocelulose foram produzidos
através de reticulacdo fisica. O extrato a base de agar foi incorporado na matriz do
aerogel e a cinética de liberagdo em diferentes meios simulantes de alimentos foi
estudada. A presenca de grupos hidroxilas e a alta razdo de aspecto da nanocelulose
promoveram interagfes favoraveis a absorcdo de agua gerando aerogéis hibridos com
capacidade absorvente. Os aerogéis elaborados somente com PVA dissolveram-se nos
meios simulantes resultando na imediata liberacdo do EBA. Porém os aerogéis hibridos
contendo celulose e nanocelulose mantiveram a integridade estrutural e promoveram uma
liberacao lenta e gradual do EBA. Esses resultados mostram as promissoras propriedades
dos aerogéis hibridos de PVA/celulose/nanocelulose como matrizes para a liberacdo
controlada de bioativos como extratos a base de agar. Semelhante ao primeiro estudo, foi
realizado o segundo estudo através da utilizacdo de celulose, nanocelulose e extrato a
base de erva-mate (EEM) para elaboracdo de aerogeis bioativos. A nanocelulose
apresentou alta cristalinidade e morfologia tipica de celulose nanofibrilada. Os aerogéis
apresentaram estrutura homogénea, porosa e sem separacdo das fases poliméricas. Os
aerogeéis incorporados com EEM apresentaram atividade antioxidante acima de 80%. Nos
dois estudos foi possivel verificar que ambas as matérias-primas apresentam potencial
para a obtencdo de celulose, nanocelulose e extratos com atividade antioxidantes. Além
disso, os materiais obtidos através das algas vermelhas e da erva-mate podem ser
utilizados na producado de aerogeis bioativos, destacando-se os aerogeis reforcados com
celulose e nanocelulose que em ambos estudos apresentaram maior capacidade de
absorcéo de agua.

Palavras-chave: celulose; nanocelulose; alcool polivinilico; absorvedores; compostos

fenodlicos.



Abstract

Aerogels are porous materials with a high contact surface and the ability to absorb high
water content. Aerogel can be made from various polymers for food applications. The
objective of this work was to value red algae of the species Gelidium sesquipedale and
yerba-mate by obtaining polyphenol-rich bioactive extracts and by isolating cellulose and
nanocellulose for the preparation of aerogel. In the first study, Gelidium sesquipedale
algae were used as raw material for cellulose and nanocellulose extraction and
polyphenol-rich agar-based extract (ABE) with antioxidant capacity. Subsequently, aergoel
made only with polyvinyl alcohol (PVA) and hybrid aerogel containing PVA, cellulose and
were produced by physical crosslinking. The agar-based extract was incorporated into the
aerogel matrix and the release kinetics in different food simulant media were studied. The
presence of hydroxyl groups and the high aspect ratio of nanocellulose promoted
interactions favorable to water absorption generating hybrid aerogel with absorbent
capacity. Aerogels made with PVA alone dissolved in the simulant media resulting in the
immediate release of ABE. However, hybrid aerogel, containing cellulose and
nanocellulose maintained structural integrity and promoted a slow and gradual release of
ABE. Similar to the first study, the second study was conducted using cellulose,
nanocellulose and yerba mate extract (YME) for the production of bioactive aerogel.
Nanocellulose extracted from yerba-mate showed high crystallinity and typical morphology
of nanofibrillated cellulose. All aerogel presented homogeneous structure, porous and
without separation of the polymeric phases. Aerogels incorporated with YME showed
antioxidant activity above 80%. In both studies it was possible to verify that the raw
materials used have potential to obtain cellulose, nanocellulose and extracts with
antioxidant activity. In addition, the materials obtained from red algae and yerba mate can
be used in the production of bioactive aerogels, highlighting the cellulose and
nanocellulose reinforced aerogels, which in both studies showed higher water absorption
capacity.

Key words: cellulose; nanocellulose; polyvinyl alcohol; absorbers; phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

Na conservacdo de alimentos embalados com alto contetdo de
umidade, podem ser podem ser utilizadas almofadas absorventes, as quais
absorvem o0 excesso de umidade resultante da respiracdo, geracdo de
exsudado ou permeacdo de vapor de agua dos alimentos. Com a utilizagdo
desses materiais o0 crescimento microbiano, que depende fortemente dos altos
niveis de atividade da agua podem ser desacelerados (OTONI et al., 2016,
AZEREDO, 2013). Essas almofadas absorventes séo tipicamente feitas de um
polimero sintético ndo permeavel / antiaderente, como polietileno e uma
camada inferior hidrofilica preenchida com substancias ativas como o acido
citrico e bicarbonato de soédio, que impedem o crescimento bacteriano
(MCMILLIN, 2017). No entanto, devido as questdes ambientais e sustentaveis,
0 setor de embalagens vem procurando substituir total ou parcialmente
polimeros sintéticos (como € o caso do polietileno) por outros biopolimeros, os
quais podem ser utilizados na producdo de materiais renovaveis e
biodegradaveis. Desta forma, as almofadas absorventes poderiam ser
substituidas por absorventes hibridos de base biolégica, como por exemplo os
aerogeis.

Os aerogéis podem ser definidos como materiais extremamente leves,
altamente porosos, com baixa densidade, grande area superficial e alta
capacidade de absor¢cdo de agua (HENSCHEN et al., 2016; LIN et al., 2014;
WANG et al., 2016). Devido a grande éarea de superficie interna e altas
relacbes superficie-volume, os aerogéis podem ser adequados para o
desenvolvimento de sistemas de absorcédo de agua e de liberacédo controlada
em embalagens de alimentos (FONTES-CANDIA, et al., 2019). Os polimeros
sintéticos como silica, Além disso, aerogéis hibridos podem ser produzidos a
partir de polimeros biodegradaveis como exemplo do alcool polivinilico,
utilizado em diversas aplicacdes da biomedicina, e a partir de polimeros de
base biologica, como os polissacarideos quitosana, alginato, amido e celulose,
0s quais substituem adequadamente a silica, comumente utilizada na producgéo
de aerogéis (POORAKBAR et al., 2018; MIKKONEN et al., 2013).

Dentre os polissacarideos citados, a celulose é o polimero mais
abundante da Terra, podendo ser extraido a partir das mais diversas fontes

como, cascas de arroz e de aveia (OLIVEIRA et al., 2017), cascas de cevada
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(EL HALAL, 2015), bactérias (MARTINEZ-SANZ, LOPEZ-RUBIO E LAGARON,
2011), algas (BENITO-GONZALEZ, LOPEZ-RUBIO e MARTINEZ-SANZ),
plantas (FONTES-CANDIA et al., 2019), entre outras. Além disso, a partir de
uma reagdo de hidrolise da celulose, seja ela enzimatica ou quimica, é possivel
obter nanocelulose, a qual apresenta alta resisténcia, excelente rigidez e
diversos grupos hidroxila que sédo acessiveis para modificacdo da superficie
(PHANTHONG et al., 2018). Na literatura sédo encontradas pesquisas sobre
aerogéis produzidos a partir de celulose de diversas fontes nos quais foram
incorporados medicamentos (HAIMER et al., 2010; VALO et al., 2013) e
compostos ativos para liberacdo controlada (OLIVEIRA et al., 2019a, FONTES-
CANDIA et al., 2019).

Compostos bioativos obtidos de fontes naturais, como os fendlicos (por
exemplo, antocianinas, acidos fendlicos, curcuminoides, outros polifendis) vém
atraindo grande atencdo para aplicacdo em embalagens de alimentos devido
as suas biofuncionalidades (SHISHIR et al., 2018), as quais podem auxiliar na
conservacao dos alimentos. No entanto, a maioria desses compostos sao
instaveis e facilmente oxidaveis sob varias condi¢des, especialmente quando
expostos a combinacédo de oxigénio, luz e / ou calor durante o processamento e
armazenamento (NIU et al., 2020). Portanto, matrizes adequadas para o
aprisionamento e para a entrega sao necessarias para manter a bioatividade e
obter liberagdo gradual e controlada desses compostos bioativos. Neste
contexto, 0s aerogéis se mostram como uma alternativa promissora, pois além
de se caracterizar como uma matriz de liberacdo de compostos biotivos, eles
atuam como absorvedores de umidade, agindo em sinergia na conservacao de

alimento.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste estudo foi caracterizar a celulose, nanocelulose e
extratos bioativos ricos em polifendis obtidos a partir de algas vermelhas e de

erva-mate para a producédo de aerogéis hibridos bioativos.
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2.2 Objetivos especificos

Extrair a celulose e a nanocelulose a partir de algas vermelhas da espécie
Gelidium sesquipedale e a partir de erva-mate (llex paraguariensis).

Avaliar a celulose e a nanocelulose obtidas das algas vermelhas e da
erva-mate quanto as propriedades morfologicas, fisicas e quimicas.

Obter um extrato bioativo a partir de algas vermelhas da espécie Gelidium
sesquipedale e a partir de erva-mate (llex paraguariensis).

Caracterizar os extratos biotivos obtidos das algas vermelhas e da erva-
mate quanto o conteudo total de polifendis e a atividade antioxidante.

Produzir aerogeis bioativos a partir dos materiais extraidos de algas
vermelhas da espécie Gelidium sesquipedale e de erva-mate (llex
paraguariensis).

Avaliar os aerogeis bioativos quanto a morfologia, grupos funcionais,
cristalinidade, capacidade de absor¢cdo de agua e a cinética de liberacdo em

meios simulantes de alimentos hidrofilicos e hidrofébicos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Celulose

A celulose é um polissacarideo linear com unidades repetidas de

glicose, unidas por ligagédo B-1,4 (Figura 1), que apresentam uma tendéncia de

estabelecer ligagcbes de hidrogénio intra e intermolecular (Figura 2).
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Figura 1. Estrutura quimica da celulose. Fonte: UMMARTYOTIN e

MANUSPIYA, 2015.

Figura 2. Intramolecular (--) e intermolecular (--) redes de ligacédo de hidrogénio
na estrutura de celulose. Fonte: PHANTHONG et al., 2018.

A celulose pode ser extraida de diversas fontes, como madeira,
gramineas, fungos, bactérias e algas. Nessas matérias-primas, a celulose se
apresenta em uma arquitetura bem organizada, composta de estruturas
fibrilares, como a lignina e a hemicelulose (VARSHNEY e NAITHANI, 2011)
conforme pode ser observado na Figura 3. Devido a sua estrutura molecular, a
celulose possui propriedades como hidrofilicidade, insolubilidade na agua e na
maioria dos solventes orgéanicos, degradabilidade e quiralidade (WERTZ,
BEDUE e MERCIER, 2010).
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Lignina

Celulose

Hemicelulose

Parede celular de plantas Microfibrilas

Figura 3. Estrutura principal da parede celular de planta. Fonte: Adaptado de
PHANTHONG et al., 2018.

As fibras de celulose apresentam excelentes propriedades fisicas e
mecanicas, 0 que além de estar associado aos grupos hidroxilas e as fortes
redes de ligagcdo de hidrogénio, estda associado a forma pela qual esta
organizada (DUFRESNE, 2013; 2012). A celulose agrega-se em regides
altamente ordenadas (estrutura cristalina) e em regides desordenadas
(estrutura amorfa). As partes cristalinas promovem alta rigidez e resisténcia a
celulose e as partes amorfas contribuem para a flexibilidade da molécula
(MOON et al., 2011).

Além disso, a celulose geralmente tem quatro polimorfos, os quais sédo
chamado de celulose |, II, Il (subdividido em 1111 e 1112) e IV (subdividido em V1
e IV2) (HUBER et al., 2012). A celulose | é um polimorfo natural e caracteriza-
se como o tipo mais cristalino existente em duas formas: la e Ib, que séo
semelhantes entre si, mas o padrdo de empacotamento na rede € diferente,
devido a uma extensédo diferente de ligacdo de hidrogénio existente entre as
cadeias. A celulose Il possui um arranjo antiparalelo de cadeias e € obtida por
recristalizacao da celulose nativa. Este tipo de polimorfo pode ser formado por
duas vias distintas, através de um tratamento alcalino ou através de sua
solubilizacdo e subsequente recristalizacdo da celulose I. A celulose Il pode
ser preparada a partir da celulose | ou da celulose Il por um tratamento com
amonia |, resultando em celulose 1111 ou celulose I112. A celulose IV1 e a
celulose IV2 podem ser preparadas a partir da forma correspondente de

celulose 1111 e 1112 por aquecimento em glicerol (GUPTA et al., 2016).
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No processo de obtencdo de celulose a partir dos diversos tipos de
fontes, é realizado um pré-tratamento e a deslignificacdo a fim de realizar o
desmembramento do complexo lignina-celulose-hemicelulose sem destruicéo
das fibrilas de celulose. Usualmente essa etapa do processo de obtencéo de
celulose é conhecido como polpacéo. Na polpagéo, a lignina e a hemicelulose
sao seletivamente removidas da fibra por métodos fisicos, quimicos, biolégicos
ou por combinacdo destes, dependendo do grau de separacdo requerido e do
fim a que se destina o processo (BRASILEIRO, COLODETTE e PILO-
VELOSO, 2001).

A polpacao de celulose é realizada através do processo conhecido como
Kraft, no qual a matéria prima é aquecida em solucao de hidroxido de so6dio em
temperaturas de 160 °C. Nesse processo, grande parte da lignina é removida
através da clivagem de suas cadeias em fragmentos menores e solUveis em
meios aquosos e alcalino. Apds o processo de polpacéo, ocorre 0 processo de
branqueamento, uma vez que a celulose apresenta coloracdo escura, devido
ao processo de polpacdo. No branqueamento de polpas de celulose, podem
ser utilizados reagentes quimicos a base de cloro (cloro, didxido de cloro,
hipoclorito de sédio), geralmente em uma série de etapas até que a celulose
alcance a brancura desejada (BAPTISTA, ROBERT e DUARTE, 2008). Apés o
isolamento da celulose, esta pode ser utilizadas em diferentes areas como na

indastria papeleira, téxteis e de embalagens (BHAT et al., 2018).

3.2 Nanocelulose

Nanocelulose é a fibra natural que pode ser extraida da celulose que
apresenta, em geral, pelo menos uma de suas dimensdes inferior a 100 nm. A
nanocelulose € biodegradavel, apresenta baixa densidade (cerca de 1,6 g/ cm
3) e excelente propriedades de resisténcia, como alta rigidez e alta resisténcia
a tracdo. Além disso, a nanocelulose é transparente e apresenta em seus
grupos hidroxila, superficie reativa, que pode ser funcionalizada com vérias
propriedades de superficie (DUFRESNE, 2013; 2012; MOON et al., 2011). Na
Figura 4 estd apresentado um esquema geral para ilustrar a obtencao de

nanocelulose.
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Figura 4. Esquema da extracdo CNC a partir de fibras vegetais. Fonte:
adaptado de UMMARTYOTIN e MANUSPIYA, 2015.

3.2.1 Hidrdlise acida

A hidrélise acida é o método mais adotado para isolamento de
nanocelulose. A regido amorfa das fibrilas de celulose pode ser facilmente
hidrolisada por acidos fortes como o acido sulfarico através da esterificacdo de
grupos hidroxila por ions sulfato. O acido mais utilizado nesse tipo de hidrdlise
€ 0 acido sulfurico, embora varios outros acidos possam ser utilizados como
o acido férmico, acido acético, acido fosforico e éxido de cloro (XIE et al.,
2018). A reacdao de hidrélise acida depende de trés fatores principais: tempo de
reacdo, temperatura e concentracao de acido que influenciam as propriedades
da nanocelulose obtida. Apos a hidrélise &cida, € realizado o procedimento de
lavagem, o qual é normalmente realizado utilizado &agua fria seguida
por centrifugacdo ou utilizando hidroxido de sodio até que o pH neutro
seja atingido (SHARMA et al., 2019).

A nanocelulose pode ser dividida em trés tipos principais: celulose
nanocristalina, celulose nanofibrilada e nanocelulose bacteriana. Embora todos

os tipos sejam semelhantes em composicdo quimica, eles sao diferentes em
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morfologia, tamanho de particula, cristalinidade e algumas propriedades devido
a diferenca de fontes e métodos de extracdo (LAVOINE, DESLOGES E
DUFRESNE, 2012).

3.2.2 Celulose nanocristalina

A celulose nanocristalina, também conhecida como nanocristais de
celulose ou celulose nanowhiskers, € normalmente extraida a partir de fibrilas
de celulose por hidrélise acida e possui alta resisténcia. Tem a forma de bastéao
curto ou bigode com 2-20 nm de diametro e 100-500 nm de comprimento
(DUFRESNE, 2013; 2012). A obtencdo de celulose nanocristalina através da

hidrélise acida esta esquematizada na Figura 5.
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Figura 5. Esquema de obtencédo de celulose nanocristalina através da hidrolise
acida. Adaptado de PHANTHONG et al., 2018.

As partes amorfas da celulose séo hidrolisadas e removidas por acido,
enquanto as partes cristalinas ainda sdo mantidas. A celulose nanocristalina
obtida a partir da hidrdlise &cida apresenta alta cristalinidade (em torno de 54 a
88%) com formato de haste curta (DUFRESNE, 2012; MOON et al., 2011).

3.2.3 Celulose nanofibrilada

A celulose nanofibrilada, também conhecida como microfibrila de
celulose, celulose microfibrilada, nanofibra de celulose, nanofibrila de celulose
ou celulose nanofibrilar, € a nanocelulose longa, flexivel e emaranhada que
pode ser extraida das fibrilas de celulose por métodos mecéanicos. Possui
formas de fibrilas longas com 1-100 nm de diametro e 500-2000 nm de
comprimento (ABITBOL et al., 2016). Além disso, contém 100% da composicéo

guimica da celulose com as regides cristalina e amorfa. A Figura 6 mostra o
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esquema da celulose nanofibrilada que pode ser extraida das cadeias de
celulose pela clivagem de fibrilas no eixo longitudinal da forca que € aplicada
pelo processo mecéanico (NECHYPORCHUK; BELGACEM e BRAS, 2016).
Comparando-se com a celulose nanocristalina, a celulose nanofibrilada
tem o comprimento mais longo, com alta relac&o de aspecto (comprimento para
diametro), alta area superficial e alto nUmero de grupos hidroxila, facilmente

acessiveis para modificacdo da superficie (LAVOINE et al., 2012).

Regido cristalina
Regido amorfa

LY T .

Fibrilas de celulose Cadeia de celulose Processo Celulose nanofibrilada
mecanico

Figura 6. Esquema de obtencéo de celulose nanofibrilada através de processo
mecanico. Adaptado de PHANTHONG et al., 2018.

3.2.4 Nanocelulose bacteriana

A nanocelulose bacteriana é outro tipo de nanocelulose que é diferente
da celulose nanocristalina e da celulose nanofibrilada. As celuloses
nanocristalinas e nanofibriladas podem ser extraidas da biomassa
lignocelulésica, mas a nanocelulose bacteriana é produzida a partir da
acumulacéo de agucares de baixo peso molecular por bactérias, principalmente
pela Gluconacetobacter xylinus (NECHYPORCHUK et al., 2016; ABITBOL et
al.,, 2016). A nanocelulose bacteriana estda na forma pura sem outros
componentes da biomassa lignoceluldsica, como lignina, hemicelulose, pectina,
entre outros. A nanocelulose bacteriana possui as mesmas composicdes
guimicas gue a celulose nanocristalina e nanofibrilada e se apresenta na forma
de fitas torcidas com diametros médios de 20 a 100 nm (JOZALA et al., 2016).

3.3 Aerogéis

Aerogel pode ser definido como um material s6lido com densidade

extremamente baixa entre 0,001 e 0,2 g / cm 3, com alta porosidade (= 90%),
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com tamanho de poro entre 2-50 nm e alta area superficial especifica (200-600
m?/g), que pode ser produzido a partir da substituicdo do liquido contido no gel
por um gas. O aerogel representa um material gerado a partir de polimeros
sintéticos, naturais hibridos ou compostos inorganicos, sendo produzidos
normalmente a partir de géis seguido de uma técnica de secagem adequada,
com a qual é preservada uma estrutura porosa altamente interconectada
(ZAMAN et al., 2019).

Diversos compostos foram utilizados na elaboragdo de diferentes tipos
de aerogéis, como o poliestireno e poliamida (RIGACCI e ACHARD, 2011),
silica (ANDERSON e CARROLL, 2011), oxido de aluminio (BROCK e YU,
2011), diéxido de titanio (KONG et al, 2012), dioxido de zirconio (MOHANAN,
ARACHCHIGE e BROCK, 2005)e carbono (HORIKAWA; HAYASHI e
MUROYAMA, 2004; WU et al., 2012). Também hé& relatos na literatura de
trabalhos que utilizaram alcool polivinilico (PVA) na producdo de aerogéis
hibridos (ZHANG et al., 2019; ZHANG et al., 2017; KIM et al., 2015). O PVA
caracteriza-se como um polimero ndo téxico, de baixo custo, com excelentes
propriedades mecéanicas e com caracteristicas biocompativeis e
biodegradaveis. No entanto, devido a sua super-hidrofilicidade a aplicacdo de
aerogeéis elaborados somente com PVA é limitada, principalmente quando
utilizados como absorvedores de éagua (WANG, SANCHEZ-SOTO e
MASPOCH, 2013; CHEN et al., 2014; VICTOR-ROMAN et al., 2014). Por isso,
torna-se necessario a incorporacdo de outros compostos que possam auxiliar
na melhoria das propriedades mecéanicas dos aerogéis de PVA, como por
exemplo agentes de reforco como celulose e nanocelulose (BHAT et al., 2018).
Esses materiais melhoram as propriedades mecanicas através do
enrijecimento intriseco da rede polimérica (DUFRESNE, 2017).

A elaboracdo de aerogéis reforcados com matérias celuldsicos
compreende uma série de etapas nhas quais 0 estagio mais critico e
determinante é a geracdo de uma estrutura porosa tridimensional. Aerogéis
reforcados com celulose e/ou nanocelulose sé&o fabricados por meio de um
complexo processo de gelificacdo (LIEBNER et al., 2007). O termo "gelificacéo”
€ comumente descrito como a formac&o de uma rede polimérica interconectada

ou descrito como a "solidificacdo" de solucdes poliméricas pela interacéo
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intermolecular (ligacdo de hidrogénio, interacdes hidrofébicas) (HU et al.,
2018).

A gelificacdo de uma solucdo celulésica se comporta de forma
diferenciada quando comparada a gelificagdo de outros polissacarideos, por
exemplo, pectina, carragenina ou alginato que requerem apenas a insercao de
ions metalicos ou alteracdo do pH da solucédo ou de pastas aquosas de amido
gue gelificam por retrogradacdo (ZAMAN et al., 2019). A estrutura final e a
cinética de gelificacdo dos géis dependem principalmente da natureza das
ligagbes cruzadas criadas nas cadeias poliméricas. Podem ser encontrados
dois tipos de ligacdes cruzadas: ligacBes quimicas e ligacBes fisicas. As
ligacbes cruzadas quimicas sdo baseadas em ligacbes covalentes ou
funcionalizacdo multivalente, produzindo estrutura estabilizada, inchaco
adequado e alta rigidez nos géis celuldsicos (ZHAO et al., 2018). No entanto,
para isso se faz necesséario a utilizacado de reticulantes quimicos, o que do
ponto de vista da aplicacdo na biomedicina e na area de alimentos ndo é
desejavel. Por outro lado, as ligagBes cruzadas fisicas, consistem em forcas
mais fracas como as forcas de van der Waals, associacdes hidrofébicas e
ligacdes de hidrogénio, formando emaranhados fisicos que auxiliam na
formacéao das redes poliméricas dos aerogeéis (ZAMAN et al., 2019).

Ainda sobre o processo de obtencéo dos aerogeis, a secagem, pode ser
realizada através do processo de liofilizacdo. A liofilizacdo € uma técnica
excelente para a retirada de solvente visando a obtencdo de aerogéis, pois de
acordo com Zaman et al. (2019), aerogéis secos por meio da técnica de
liofilizacdo apresentam alta porosidade, alta area superficial especifica e baixa
densidade. Nesse processo, a geracao da interface liquido/vapor é evitada pelo
principio de sublimacdo do gelo. O processo consiste de trés etapas: i)
diminuicdo da temperatura em um ambiente especifico; ii) uso de vacuo e; iii)
sublimacdo controlada seguindo condicbes isobaricas (LAVOINE e
BERGSTROM, 2017).

Devido as caracteristicas adquiridas, o aerogel, pode ser utilizado em
diversos setores da industria como na area meédica, de construcdo, de
tratamentos de aguas residuais, farmacéutica e alimenticia (REN et al., 2018;
LIU et al., 2016; HAN et al., 2015; Bl et al., 2013). Na literatura sdo encontrados
trabalhos que elaboraram aerogéis de PVA reforcados com celulose e
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nanocelulose e reticulados através de ligacdes fisicas utilizando ciclos de
congelamento e descongelamento. Estes aerogéis mostraram propriedades
mecanicas razoaveis, estrutura porosa e compoésitos biocompativeis (BHAT et
al., 2018). No estudo de Millon e Wan (2006), os aerogéis elaborados com PVA
e nanocelulose, tiveram suas propriedades mecéanicas manipuladas e exibiram
propriedades mecanicas (elasticidade e resisténcia a tracdo ) equivalentes as
dos tecidos cardiovasculares, como aorta e valvulas cardiacas (MILLON e
WAN, 2006).

Além disso, os aerogéis vém sendo utilizados como sistemas de
liberacdo prolongada e controlada de compostos bioativos. Devido a
biocompatibilidade, a alta area superficial, a porosidade e a facilidade de
preparo, tornam, os aerogéis hibridos um sistema transportador eficiente para
carregar muitos compostos hidrofilicos e hidrofébicos (SOORBAGHI et al.,
2019). Também encontram-se na literatura trabalhos no quais foram
produzidos aerogéis a base de celulose e nanocelulose para a absorcdo de
agua e liberacdo de compostos bioativos, visando a aplicacdo em embalagens
ativas (OLIVEIRA et al., 2019a; 2019b; FONTES-CANDIA et al., 2019). Nestes
estudos foram relatados que os aerogéis a base de celulose e/ou nanocelulose
sao potenciais matrizes para a liberacdo controlada de compostos bioativos em
sistemas alimentares e que podem ser de interesse para o desenvolvimento de

estruturas de embalagens bioativas.

3.4 Algas marinhas

O termo “algas” encontra-se diretamente relacionado com um grupo de
organismos que apresentam poucas caracteristicas em comum, a nao ser o
fato de serem predominantemente aquaticos, fotossintetizantes e de
apresentarem em sua constituicdo “clorofila a”. Em muitos ecossistemas
aguaticos, as algas atuam como produtores primarios na cadeia alimentar, uma
vez que sintetizam o material organico e o0 oxigénio necessario para o0
metabolismo dos organismos consumidores. Em relacdo a morfologia, as algas
sdo consideradas como organismos unicelulares, coloniais e filamentosos
(FERREIRA et al., 2015).
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Nos ultimos anos, varios compostos isolados a partir de algas tém
atraido muita atencdo em aplicacbes nutracéuticas, funcionais, cosmecéuticas
e farmacéuticas (WIJESINGHE e JEON, 2011; GUPTA e ABU-GHANNAM,
2011). Dentre esses compostos, se destaca os polissacarideos sulfurados que
incluem um grupo complexo de macromoléculas com varias atividades
biolégicas como: antioxidante (SOUZA et al.,, 2012; ZHANG et al.,, 2012;
BARAHONA et al.,, 2011), anticoagulante (CIANCIA, QUINTAN e CEREZO,
2010), anticancer (BOOPATHY e KATHIRESAN, 2010), antiviral
(WIJESEKARA, PANGESTUTI e KIM, 2011), antialérgico e anti-inflamatério
(VO, NGO e KIM, 2012). Os polissacarideos sulfurados sdo comumente
encontrados em trés grupos principais de algas marinhas, como nas algas
marrons (Phaeophyta), algas verdes (Chlorophyta) e algas vermelhas
(Rhodophyta). Os principais polissacarideos sulfurados de algas vermelhas sdo
galactanos comercialmente conhecidos como agar (NGO e KIM, 2013) e dentre
as diferentes espécies de algas vermelhas, disponiveis para extracdo de agar,
a Gelidium sesquipedale é a mais amplamente utilizada na Espanha e
Marrocos (MARTINEZ-SANZ et al., 2019).

Quimicamente, o agar é considerado um polissacarideo complexo,
constituido por dois polissacarideos, a agaropectina e a agarose. A agarose é a
fracdo gelificante do agar e consiste em unidades repetidas (agarobiose) de
grupos B-D-galactopiranosil alternados e de grupos 3,6-anidro-a-L-
galactopiranosil alternados. A agaropectina possui uma estrutura semelhante,
mas contém 5-10% de ésteres de sulfato e outros residuos, como grupos
metoxila e &cido piravico, além de cadeias polissacaridicas nas quais as
unidades 3,6-anidro-a-L-galactose sdo parcial ou completamente substituidas
por unidades de 6-sulfato a-L- galactose (VENUGOPAL, 2016; SOUSA et al.,
2012). O agar é, portanto, uma substancia coloidal, porosa, muito transparente,
soluvel em &gua quente, insolivel em &gua fria e apresenta uma grande
capacidade para absorver agua. (ARVIZU-HIGUER, et al., 2007).

O processo de extracdo de agar é relativamente simples, o qual inicia-se
com a lavagem da alga para remover corpos estranhos, sendo depois imersa
em agua sob aquecimento. O agar dissolve-se na agua e a mistura resultante é
filtrada para remover ainda alguns residuos que eventualmente ainda existam.

O filtrado, ainda quente, é arrefecido formando um gel que, em geral, contém
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cerca de 1% de agar. Este gel é partido em pedacos e, por vezes, lavado para
remover 0s sais sollveis e também, se necessario, pode branqueado. Apoés
este tratamento, a agua é removida por secagem. O produto é entdo moido e
homogeneizado até um tamanho de particula adequado, sendo utilizado em
diversas aplicagdes industriais (FERREIRA et al., 2015).

O agar é amplamente utilizado na éarea da industria alimenticia
(principalmente como modificador de textura e espessante) e na area da
microbiologia. No entanto, conforme comentado anteriormente, aplicagbes
alternativas como o desenvolvimento de filmes biodegradaveis (ATEF, REZAEI
e BEHROOZ, 2014; GUERRERO et al.,, 2014; KANMANI e RHIM, 2014),
nanofibras biopoliméricas hibridas (SOUSA et al., 2015), estruturas de
encapsulamento (ALEHOSSEINI et al., 2018) ou componentes com
funcionalidades bioativas (como propriedades antioxidantes e antitumorais)
(CHEN et al., 2005) estédo sendo exploradas.

Recentes pesquisas apresentaram outras alternativas, além da extracao
de &gar, para utilizacdo de algas marinhas. Preocupados com o acumulo e
poluigdo visual que as algas vermelhas possam causar nas praias,
pesquisadores exploraram a extracdo de celulose e isolamento de
nanocelulose a partir dessa matéria prima. No estudo de Benito-Gonzalez,
Lépez-Rubio e Martinez-Sanz (2018) foram obtidas celulose e nanocelulose a
partir de algas vermelhas da espécie Posidonia oceanica para aplicagcdo como
agentes de reforco em filmes biodegradaveis de amido. Os autores observaram
um aumento na cristalinidade e resisténcia térmica dos filmes, sendo
propriedades importantes para producdo de embalagens biodegradaveis.
Tarchoun, Trache e Klapttke (2019), que também obtiveram celulose e
nanocelulose a partir de algas Posidonia oceénica, concluiram que este
material possui potencial para ser usado em varias aplicacfes, incluindo a
substituicdo da celulose comercial. Sebeia et al. (2019) extrairam e
caracterizaram celulose a partir de algas da espécie Aegagropila linnaei para
aplicacdo na bio-sorcdo de corantes catidnicos e anidnicos da agua. Os
autores concluiram que o material celulésico extraido podem ser considerado

como 6timos bio-sorventes de corantes de aguas contaminadas.
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3.5 Erva-mate

A erva-mate (llex paraguariensis, St. Hill) é uma planta subtropical,
comumente encontrada na Ameérica do Sul, especialmente em paises como
Paraguai, Argentina e Brasil sendo consumida nessas regides através de uma
bebida conhecida popularmente no Brasil como "chimarrdao” (extrato de folhas
secas imersas em agua quente) (ARRIETA et al., 2018; DELADINO et al.,
2013).

As propriedades bioldégicas e funcionais da erva-mate como a
propriedade antioxidante, diurética e anti-inflamatoria, sdo frequentemente
associadas a compostos do metabolismo secundario. Sabe-se que a erva-mate
€ rica em acidos fendlicos, como os acidos cafeico e clorogénico e seus
derivados (CORREA et al.,, 2017; SOUZA et al.,, 2015). Outros compostos
frequentemente encontrados nos extratos sdo: acidos galico, acido ferdlico,
rutina, metilxantinas (cafeina e teobromina), saponinas e taninos, 0s quais
também estdo fortemente associados as propriedades antioxidantes da erva-
mate (BRACESCO et al., 2011; MURAKAMI et al., 2013).

Apesar de seus efeitos benéficos, os antioxidantes naturais geralmente
séo facilmente oxidados e sensiveis ao calor e a luz, o que limita sua aplicacédo
na industria de alimentos (CHAO et al. 2011; LOZANO-VAZQUEZ et al., 2015).
Além disso, alguns desses compostos apresentam outras limitacbes, como
sabor desagradavel, falta de disponibilidade e alta suscetibilidade as condi¢cdes
de armazenamento e processamento (NEDOVIC et al., 2011; POSHADRI e
KUNA, 2010; WILSON e SHAH, 2007). Em muitos casos, a incorporacao
desses compostos em matrizes poliméricas pode superar esses desafios, pois
assim, pode ser possivel permitir a liberacdo controlada e direcionada
(mantendo a funcionalidade do componente bioativo), preservar a estabilidade
dos compostos bioativos durante o processamento e 0 armazenamento e
auxiliar na diminuicao dos processos de degradacéao (por exemplo, oxidacdo ou
hidrélise) dos alimentos no qual estd em contato (AGNIHOTRI et al., 2012;
DUBEY et al., 2009).

Na literatura sdo encontrados trabalhos no quais foi incorporado extrato
de erva-mate em diferentes matrizes poliméricas visando a aplicacdo na area
de alimentos. Coérdoba, Deladino e Martino (2013) e Cordoba et al. (2017)
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obtiveram o extrato de erva-mate rico em polifendis e encapsularam em
hidrogeis de alginato de calcio e amido. Em ambos os trabalhos, o objetivo foi
estudar a liberacdo do extrato a partir da matriz, no entanto parametros como a
capacidade de carregamento das matrizes foram alterados nos diferentes
trabalhos. Deladino et al. (2008) obtiveram extrato de erva-mate rico em
polifendis e encapsularam em hidrogeis de quitosana e alginato.

Além dos extratos, a erva-mate também vem sendo estudada quanto a
obtencdo de materiais celulosicos. Hansen et al. (2019) utilizaram a celulose
extraida a partir de residuos de erva mate como agente de reforco em filmes
biodegradaveis. Os autores relataram aumento no modulo de elasticidade e
aumento da estabilidade térmica dos filmes, o que foi visto com um resultado
positivo, uma vez que os filmes foram elaborados para aplicagdo em
embalagens de alimentos. No estudo de Junior et al. (2019), foram estudadas
diferentes metodologias para obtencdo de nanocelulose a partir de residuos de
erva-mate. Neste estudo, os autores relataram que a nanocelulose obtida por
hidrolise 4cida, apresentou aumento de 35% na cristalinidade em relagéo a sua
matéria-prima original, mostrando a potencialidade desses materiais em

diversas aplicacées.
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CAPITULO 1 — DESENVOLVIMENTO DE AEROGEIS BIOATIVOS PARA
EMBALAGENS DE ALIMENTOS ATRAVES DA VALORIZACAO DE ALGAS
GELIDIUM SESQUIPEDALE

Os resultados desse estudo foram publicados no periédico Food
Hydrocolloids

doi.org/10.1016/j.foodhyd.2018.10.047

1 Introducéo

Os mercados extremamente exigentes dos paises desenvolvidos estédo
constantemente impondo novos desafios ao setor da industria de alimentos.
Atualmente, muitos esforcos estdo sendo realizados para o desenvolvimento
de métodos aprimorados para produzir e distribuir alimentos seguros, estaveis
e que conservem, na maior extensdo possivel as propriedades sensoriais dos
alimentos. Assim, as embalagens de alimentos s&o componentes essenciais,
pois servem ndo apenas como simples recipientes de armazenamento, mas
também devem fornecer protecéao fisica e de barreira, garantindo a qualidade e
a seguranca dos alimentos. Além disso, as tendéncias atuais da industria de
embalagens para alimentos incluem o desenvolvimento de embalagens ativas
ou inteligentes para prolongar a vida atil do produto e monitorar seus
parametros relacionados a qualidade. Em resposta a isso, novas abordagens
para a producao de materiais funcionais de embalagem de alimentos, como a
liberacdo controlada de compostos bioativos estdo sendo extensivamente
investigadas.

Nesse contexto, a incorporacdo de extratos naturais ricos em compostos
fendlicos nas embalagens de alimentos € particularmente interessante, pois
apresentam propriedades funcionais que podem ajudar a retardar 0os processos
de deterioracdo microbiana e oxidativa dos alimentos (DAGLIA, 2012; LU e
FOO , 2000, 2001). Em particular, os extratos obtidos de algas vermelhas, ricas
em polifendis e polissacarideos sulfatados, sado materiais promissores
(GOMEZ-ORDONEZ, JIMENEZ-ESCRIG e RUPEREZ, 2014; GUPTA e ABU-
GHANNAM, 2011; JIMENEZ-ESCRIG, GOMEZ-ORDONEZ, e RUPEREZ,
2012; YASANTHA, et al.,, 2003). No entanto, sua aplicagdo em produtos

alimenticios é limitada devido a sensibilidade de seus componentes bioativos a
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diversos fatores, como temperatura, pH, oxigénio, exposi¢do a luz e enzimas
(LU, LI e JIANG, 2011). Nesse sentido, a incorporacéo de extratos bioativos em
matrizes poliméricas é uma estratégia eficiente para preservar suas atividades
bioldgicas e funcionais, protegendo e ao mesmo tempo, liberando para o
alimento em condic¢des especificas.

Devido as suas grandes areas de superficie interna e altas relacdes
superficie/volume, materiais porosos, como aerogéis, podem ser adequados
para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada. Um aerogel é
uma rede de polimeros que é expandida em todo o seu volume por um gas e €
formada pela remocdo de agentes intumescentes de um gel sem reducéo
substancial de volume ou compactacdo de rede (LEVENTIS et al., 2010).
Esses materiais sdo preparados convencionalmente a partir de compostos
inorganicos, como silica (DEMILECAMPS et al., 2015; FENG et al., 2016;
WONG et al., 2015); no entanto, as tendéncias atuais estdo impulsionando a
utilizacdo de materiais renovaveis como biomassas. Os polissacarideos séo
materiais adequados para o desenvolvimento de aerogéis de base biolégica
(ZHAI et al., 2016; NISSILA et al., 2018; JIMENEZ-SAELICES et al.,2018;
2017; WANG et al., 2016).

O interesse nos aerogéis a base de polissacarideos, consiste em sua
alta capacidade de absorcdo de &gua, renovabilidade e baixo custo
(MALLEPALLY et al., 2013; SALAM et al., 2011). Em particular, os materiais
celulésicos demonstraram ser 6timos para o desenvolvimento de aerogéis com
excelentes propriedades mecanicas (GNANASEELAN et al, 2018;
HENSCHEN et al., 2016; WANG et al., 2016; LIN et al., 2014). Embora esses
aerogéis apresentem propriedades promissoras, eles sao tipicamente obtidos
por meio de um método complexo de sintese que envolve varias etapas: uma
primeira etapa na qual a celulose é dissolvida em solventes organicos, seguida
de gelificacdo, regeneracdo da celulose, troca de solventes e uma etapa final
de secagem, como liofilizacdo ou secagem supercritica (GENG, 2018;
GAVILLON e BUDTOVA, 2008; INNERLOHINGER, WEBER e KRAFT, 2006).
Devido a complexidade e do alto custo do processo de producdo, o uso de
solventes organicos torna esses materiais ndo adequados para aplicacées de
grau alimenticio. Como alternativa, os aerogéis podem ser produzidos por um

método de reticulagdo fisica, a qual é muito mais simples, usando alcool
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polivinilico (PVA) como matriz. Esse método evita o uso de reticulantes
guimicos e toxicos, tornando-se adequado para aplicacbes biomédicas e
relacionadas a alimentos (CHANG e ZANG, 2011). Por outro lado, o PVA é um
polimero sintético e seria desejavel substitui-lo, pelo menos parcialmente, por
biopolimeros renovaveis, como a celulose.

A celulose é tipicamente extraida da biomassa terrestre, como culturas
terrestres e residuos agroindustriais (OLIVEIRA et al.,, 2017; HALAL et al.,
2015). No entanto, o uso de biomassa aquatica, como algas e plantas
aguaticas, disponivel em grandes quantidades e que nao concorre com
aplicacdes relacionadas a alimentos, é uma alternativa interessante. A celulose
pode ser submetida a condi¢des de hidrolise controlada, resultando na digestao
dos dominios amorfos, produzindo assim a nanocelulose (MARTINEZ-SANZ,
LOPEZ-RUBIO e LAGARON, 2011), que € um material altamente cristalino,
com grande area superficial especifica, alto aspecto razdo, boas propriedades
mecanicas e alta estabilidade térmica (NADUPARAMBATH et al., 2018).

Neste trabalho, propomos estudar o efeito do uso de celulose e
nanocelulose para substituir parcialmente a matriz de PVA em aerogeéis. A
matéria-prima proposta para extrair essas fracfes celulosicas foi a alga
vermelha Gelidium sesquipedale, rica em carboidratos, principalmente celulose
e agar (JEONG et al., 2012; YOON et al., 2010). Esta espécie de alga marinha
€ utilizada industrialmente para extracdo de agar por meio de um processo
relativamente complexo que envolve o uso de pré-tratamentos alcalinos,
tratamentos de alta temperatura e alta presséo, processos de filtracdo a altas
temperaturas e varios ciclos de congelamento e descongelamento (ARMISEN e
GALATAS 1987). Como alternativa, um estudo recente relatou a aplicacao de
um protocolo de extragdo muito mais simples e rapido, com base na aplicacédo
de um tratamento combinado de agua quente e sonicacdo (MARTINEZ-SANZ
et al., 2018). O agar-agar extraido por esse metodo contém compostos
bioativos como polifendis (MARTINEZ-SANZ et al., 2018), conhecidos por
apresentar atividade antioxidante, além de propriedades antifingicas e
antivirais (BASU e LUCAS, 2007; KHAN e MUKHTAR 2007). Portanto, uma
valorizacdo completa da alga marinha pode ser realizada para extrair extratos
bioativos (extratos a base de agar) e agentes de reforco a base de biomassa
(celulose e nanocelulose).
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O presente estudo relata o desenvolvimento e a caracterizacdo de
aerogeéis hibridos de PVA reforcados com celulose e nanocelulose extraidos da
alga Gelidium sesquipedale. A adequacdo desses aerogéis a serem usados
como matrizes para a liberacdo de um extrato a base de agar bioativo, obtido
da mesma alga marinha, em produtos alimenticios hidrofilicos e hidrof6ébicos foi
investigada e o efeito da incorporacéo de celulose e nanocelulose nos aerogeéis
foi avaliado. Os resultados apresentados neste trabalho forneceréo base para a
producédo e otimizacdo adicional de aerogéis bioativos de base bioldgica cujos
componentes sao produzidos por uma valorizagdo completa da biomassa

aquatica.

2 Materiais e métodos

2.1 Materiais

As algas Gelidium sesquipedale e o 4gar comercial PRONAGAR foram
gentiimente doados por Hispanagar (Burgos, Espanha). O &lcool polivinilico
(PVA) foi adquirido da empresa Plasticos Hidrosolubles (Valéncia, Espanha).

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 Producéao do extrato a base de agar (EBA)

A producdo do extrato a base de agar (EBA) a partir de algas Gelidium
sesquipedale foi realizada aplicando o método otimizado combinando calor e
sonicacdo, com algumas pequenas modificagdes. Resumidamente, as algas
secas foram moidas em po6 e a quantidade necesséria de agua foi adicionada
para ter uma proporcao final de 1:10 (p/v) algas:agua. O material foi entdo
aquecido até 90 °C e mantido nessa temperatura por 30 min e em contato com
uma sonda ultra-sonica UP-400S (Hielcher GmbH, Alemanha) na poténcia
maxima de 400W e em frequéncia constante de 24 kHz. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 12500 rpm por 20 min a 15 °C, gerando trés fases
diferentes: (i) o sobrenadante, que foi descartado, (i) uma camada gelatinosa
de material a base de agar precipitado que foi removido manualmente com o
auxilio de uma espatula e (iii) uma camada densa de precipitado semelhante a

fibra. A fracdo de agar foi separada e liofilizada para posterior caracterizacao.
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O rendimento de extracdo do EBA foi calculado gravimetricamente através da

Equacao 1.

P final

Rendimento da extracdo (%) = S incial

100 Eqg. (1)

Onde Pyna refere-se ao peso seco do extrato a base de agar e Pinicial

refere-se ao peso inicial das algas Gelidium sesquipedale secas.

2.3 Caracterizacdo do extrato a base de agar

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu, com algumas modificacbes (SINGLETON, ORTHOFER E
LAMUELA-RAVENTOS, 1999) e o teor total de polissacarideos foi determinado
de acordo com o método do acido fenol sulfdrico sugerido por Dubois et al.,
1956. A atividade antioxidante foi medida pelo método de atividade de
eliminag&o de céations do radical ABTS" (RE et al., 1999).

2.4 Producéao de celulose e nanocelulose

A extracdo de celulose das algas Gelidium sesquipedale foi realizada
aplicando-se um protocolo previamente utilizado em outros estudos
(MARTINEZ-SANZ et al., 2015; BENITO-GONZALEZ, MARTINEZ-SANZ e
LOPEZ-RUBIO, 2018). Na primeira etapa de purificagdo, 10 g de algas secas
foram lavadas com 800 mL de tolueno/etanol 2:1 (v/v) durante 24 h. O material
resultante foi seco em estufa a 60 °C, até reduzir o nivel de umidade para 10%,
obtendo assim a primeira fracdo, designada como F1. O segundo passo
consistiu em um tratamento branqueador para a remoc¢ao da lignina. Para isso,
10 g de F1 moida foram tratados com 700 mL de solu¢cdo de NaClO;, a 1,4%
(pH = 3-4) a 90 °C por 5 h. Depois disso, a reac¢ao foi parada usando um banho
de gelo e o material foi lavado com agua destilada e centrifugado (3 vezes) a
12500 rpm e 15 °C por 20 min. O precipitado foi separado e lavado com agua
destilada e filtrado repetidamente até a neutralidade (pH = 7) ser alcancgada,
obtendo-se a fragdo nomeada como F2. O terceiro passo consistiu ha remogéao

das hemiceluloses remanescentes lavando com 400 mL de solucdo de KOH a
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5% por 24 h em temperatura ambiente, seguidas por mais 2 h a 90 °C. O
material foi novamente centrifugado (2 vezes) a 12500 rpm e 15 °C por 20 min,
com subsequente lavagem com &agua destilada até o material atingir a
neutralidade (pH = 7). A celulose extraida semelhante a gel, em seu estado
parcialmente hidratado, foi armazenada na geladeira até o uso.

Além disso, uma fracdo da celulose extraida foi utilizada para a
producdo de nanocelulose por meio de um protocolo de hidrélise acida
adaptado de Martinez-Sanz et al. (2011). Uma quantidade de 2,7 g de celulose
(peso seco) foi dispersa em 161 mL de solugdo de acido sulfurico a 30% e
mantida a 50 °C com agitacdo por 24 h. Subsequentemente, a amostra foi
centrifugada (4 vezes) a 12500 rpm e 15 °C por 20 min e o precipitado
semelhante a gel foi coletado. O material foi entdo neutralizado com hidréxido
de sdodio (1M) e centrifugado novamente a 12500 rpm e 15 °C por 20 min. A

nanocelulose obtida foi armazenada na geladeira até o uso.

2.5 Elaboracao do aerogéis

Os aerogeéis de PVA puro e PVA/celulose ou PVA/celulose/nanocelulose
foram preparados seguindo metodologia descrita em estudo anterior
(OLIVEIRA et al., 2017), de acordo com as formulagdes listadas na Tabela 1.
Dispersdes aquosas de PVA (11% ou 21%, p/v) foram preparadas e, quando
necessario, misturados com dispersdes aquosas de celulose a 7% (p/v) para
obter uma proporc¢ao final de volume de PVA: celulose de 3: 1. As formulacdes
selecionadas também foram preparadas substituindo parcialmente o peso total
de celulose por 1% p/p ou 3% p/p de nanocelulose. Quando a nanocelulose foi
adicionada as formulagfes, a quantidade necesséria de material semelhante a
gel foi dispersa em &agua juntamente com celulose e depois misturada com
PVA. Para a preparacao dos aerogéis bioativos, o EBA foi disperso juntamente
com as dispersdes de PVA, PVA/celulose ou PVA/celulose/nanocelulose, para
atingir uma concentracéo final de 3 mg de extrato/g de amostra.

As dispersdes obtidas foram mantidas em um recipiente fechado sob
agitacao a 90 °C por 1 h. Apés, 4 g da mistura foram colocadas em uma placa
de Petri (2,4 cm de diametro). Posteriormente, foi realizada uma reticulacao
fisica, que consistia em 5 ciclos sucessivos de congelamento (-20 °C) e
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descongelamento (temperatura ambiente, 20 °C), seguidos por uma etapa final
de liofilizacdo (OLIVEIRA et al., 2017).

Tabela 1. FormulagcBes dos aerogéis produzidos com &lcool polivinilico (PVA),
celulose, nanocelulose e extrato a base de agar.

Extrato a base

Coédigo das amostras PVA Celulose Nanocelulose de agar (EBA)
(% p/p) (% p/p) (% p/p)
(% p/p)
PVA 11% 100,0 0 0 0
PVA 21% 100,0 0 0 0
PVA 11% + Cel 82,5 17,5 0 0
PVA 21% + Cel 90,0 10,0 0 0
PVA 11% + Cel/Nano_1 82,5 17,3 0,2 0
PVA 11% + Cel/Nano_3 82,5 17,0 0,5 0
Aerogel bioativo

PVA_11%+EBA 99,7 0 0 0,3

PVA 11% + Cel + EBA 82,3 17,4 0 0,3

PVA 11% + Cel/Nano_3 + EBA 82,3 16,9 0,5 0,3

Todas as concentragcfes sdo expressas em percentagem de peso em relacdo ao peso total do
aerogel. PVA: alcool polivinilico; Cel: celulose; Nano: Nanocelulose; EBA: extrado a base de

agar.

2.6 Espectroscopia de transformada de Fourier (FT-IR)

As analises de FT-IR foram realizadas no modo de refletancia total
atenuada (ATR) usando um equipamento Thermo Nicolet Nexus (GMI, EUA).
As amostras foram colocadas no cristal ATR para andlise em temperatura
ambiente (22 + 2 °C) e as varreduras foram coletadas com resolucéo de 4 cm ™

na faixa espectral de 4000-500 cm™ e com 32 varreduras.

2.7 Difracao de raio-X (DR-X)

As medidas de DRX das diferentes fracdes extraidas da Gelidium
sesquipedale, bem como dos aerogéis preparados, foram realizadas em um
difratdmetro D5005 Bruker. O instrumento é equipado com um tubo de Cu e um
monocromador secundario. A configuragdo do equipamento foi 6 — 20 e as
amostras foram examinadas na faixa angular de 3° a 60 °. O ajuste do pico foi

realizado para as fracfes celuldsicas extraidas usando o pacote de software
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Igor (Wavemetrics, Lake Oswego, Oregon). A cristalinidade relativa (CR) foi

determinada pelo método relatado por (WANG, DING e CHENG, 2007).

RC (%)%x 100 Eq. (2)

onde At é a soma das areas sob todos os picos de difracdo e Ac é a

soma das areas correspondentes aos trés picos cristalinos da celulose I.

2.8 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

A morfologia da nanocelulose extraida foi visualizada em um
microscopio JEOL 1010 TEM equipado com um sistema de aquisicdo de
imagens digitais Bioscan (Gatan) a 80 kV. Uma gota (8 puL) de uma suspensao
aguosa de nanocelulose a 0,001% em uma grade revestida de carbono (200
mesh) foi seca em temperatura ambiente. As dimensdes da nanocelulose
foram estimadas a partir de pelo menos 100 medi¢cdes feitas em pelo menos

cinco imagens TEM usando o software ImageJ.

2.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia dos aerogeéis foi visualizada em um microscopio Hitachi
SEM (Hitachi S-4800) a uma tensao de aceleragao de 10 kV e uma distancia
de trabalho de 8 a 16 mm. As amostras de aerogel foram congeladas em
nitrogénio liquido e fraturadas imediatamente. Em seguida, uma fina camada

de paladio-ouro foi pulverizada em sua superficie.

2.10 Capacidade de absorcao de agua

A absorcdo de vapor de &gua dos aerogéis foi determinada
gravimetricamente. O peso de cada amostra foi medido inicial e periodicamente
apos ser depositado em um dessecador com umidade relativa de 100% e na
temperatura de 25 °C, até atingir peso constante.

A absorcdo de agua dos aerogéis foi avaliado de acordo com a
metodologia sugerida por Demitri et al. (2013) com algumas modificagées. Uma
guantidade conhecida de aerogel foi imersa em 50 mL de agua destilada a
temperatura ambiente por 48 h. A capacidade de absorcdo de agua (CAA) foi

definida a partir da Equacéo 3.
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CAA = (Pf—'Pi)
Pi

x 100 Eq. (3)
onde Pf é o peso final do aerogel hidratado apés 48 h, e Pi é o peso inicial do

aerogel seco.

2.11 Liberac&o in vitro de aerogéis bioativos

Foram realizados ensaios de liberacao in vitro para os aerogeéis bioativos
incorporados com extrato a base de agar usando dois meios diferentes: etanol
a 10% e etanol a 50%, que, de acordo com o Regulamento da Comissdo
10/2011 UE (10/2011 / CE), sao considerados simulantes de alimentos para
produtos alimenticios hidrofilicos e hidrofébicos, respectivamente. Um método
adaptado de Costamagna et al. (2017) foi usado para construir os perfis de
liberacdo. Resumidamente, 160 mg de amostras de aerogel foram embebidas
em 2 mL do meio simulantes de alimentos a temperatura ambiente. Em
intervalos de tempo apropriados, a concentracdo do EBA no meio de liberacdo
foi estimada medindo a absorbancia do sobrenadante a um comprimento de
onda de 301 nm usando um espectrofotometro NanoDrop ND1000 (Thermo
Fisher Scientific, EUA). Uma curva de calibracdo foi construida previamente,
registrando-se todo o espectro do extrato a base de agar diluido em etanol a
10% e etanol a 50% em concentracdes variando de 0,4 mg/mL a 4 mg/mL. Os
dados obtidos foram utilizados para determinar a quantidade total do extrato a
base de agar bioativo liberado dos aerogéis em cada momento. Trés réplicas
independentes de cada amostra foram analisadas.

2.12 Analise estatistica

Para as medidas nas quais as réplicas foram analisadas, os dados foram
representados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes mostram
diferencas significativas tanto em tabelas quanto em gréficos (p<0,05). A
andlise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de Tukey foi utilizada na

comparacao de mais de dois conjuntos de dados.
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3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao do extrato a base de agar (EBA)

3.1.1 Rendimento de extracao

Em particular, a combinagdo de calor com sonicacdo foi determinada
como o protocolo de extracdo mais ideal, pois permitiu reduzir em quatro vezes
0 tempo de extracdo, preservando as propriedades do extrato a base de agar
em comparacado com o tratamento com agua quente. Assim, um protocolo de
extracdo semelhante foi seguido neste trabalho, gerando um extrato a base de
agar com um rendimento de extracdo de 9,9% * 0,8, muito semelhante aos
rendimentos relatados anteriormente (MARTINEZ-SANZ et al., 2018). Além dos
parametros intrinsecos do processo, como tempo e temperatura de extragao,
pH e uso de pré-tratamentos alcalinos, observou-se que o rendimento da
extracdo € altamente dependente das espécies de algas (ARVIZU-HIGUERA et
al., 2008).

Um fator importante do protocolo de extracdo aplicado é que, embora
permita reduzir significativamente a complexidade do processo, a quantidade
de energia aplicada e o tempo necesséario para a extracdo, o material obtido
nao consiste em agar puro, mas também contém outros compostos como
proteinas e polifendis (MARTINEZ-SANZ et al., 2018). Além disso, apesar do
tempo de extracdo reduzido, o uso de sonicagdo promove a extracao desses

outros compostos no meio aquaoso.

3.1.2 Teor total de polissacarideos e polifenois

O teor total de polissacarideos e polifendis do extrato a base de agar
gerado foi de 268,8 + 8,8 mg de galactose / g de extrato e 17,2 + 2,8 mg de
acido galico / g de extrato, respectivamente, que sdo ligeiramente diferentes
dos valores relatados anteriormente para extratos gerados usando um
protocolo semelhante (237 £ 23 mg de galactose / g de extrato e 47 + 1 mg de
GA / g de extrato) (MARTINEZ-SANZ et al., 2018).

Isso sugere que mesmo pequenas modificacbes no protocolo de
extragcdo tém um impacto significativo na composicdo do extrato gerado. O
conteudo total de polifendis no EBA foi superior ao relatado anteriormente para

0s extratos de 4gua de algas Gelidium pusillum e Gelidium corneum e o extrato
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organico de algas Geldium amansii (ALVAREZ-GOMEZ, KORBEE e
FIGUEROA, 2016; LEE e KIM, 2015), mostrando o potencial do protocolo de
extracao aplicado para extrair compostos bioativos.

3.1.3 Atividade antioxidante

O extrato a base de agar gerado neste trabalho apresentou polifendis e
sua atividade antioxidante foi determinada como 1057,6 £ 1,5 umol TE / g de
extrato. Esse valor € significativamente maior do que o relatado anteriormente
para 0s extratos de agua de algas Gelidium pusillum e Gelidium corneum
(inferiores a 4 pmol TE / g de extrato) (ALVAREZ-GOMEZ et al., 2016) e o
extrato metandlico de Geldium amansii (39.4 umol TE/g de extrato) (LEE e KIM,
2015). Foi relatado que essas espécies de algas apresentam menor conteddo
de polifendis (cerca de 6,5, 3,5 mg e cerca de 14,1 mg de GA/g para Gelidium
pusillum, Gelidium corneum e Geldium amansii, respectivamente (ALVAREZ-
GOMEZ et al., 2016; LEE e KIM, 2015) do que o extrato a base de agar usado
neste trabalho.

De acordo com trabalhos anteriores (FERNANDO, NAH e JEON, 2016),
compostos fendlicos derivados de algas marinhas apresentam bioatividades
benéficas para a saude humana, como atividades anticancer, antimicrobiana,
anti-inflamatoria e antioxidante. Esses resultados destacam o potencial desse

extrato para aplicagdes farmacéuticas, nutracéuticas e alimentares.

3.1.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

As diferencas de composi¢cdo do EBA extraido da Gelidium sesquipedale
também foram evidenciadas comparando seus espectros FT-IR com os de um
agar comercial (Figura 7).

Como observado na Figura 7, a alga bruta e o agar-extraido e comercial
apresentaram varias bandas caracteristicas dos polissacarideos, como a banda
larga de 3000-3600 cm™, associada aos grupos OH, a faixa de alongamento
CH localizada a 2915 cm™ e as bandas em 1070-1010 cm™, correspondem as
vibracbes de alongamento C-C dos anéis de piranose. As duas bandas mais
1

caracteristicas do polissacarideo de agar, localizadas em 930 cm’
(decorrentes do residuo 3,6-anidro-galactose) e em 890 cm™ (correspondendo
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a flexdo do CH no carbono anomérico em residuos de B-galactopiranosil) séo
visiveis nas trés amostras, mas, como esperado, era muito mais intenso no
agar comercial devido a sua maior pureza em comparacdo com o0 extrato a

base de agar.

Extrato a base de agar (EBA)

Absorbancia (u.a)

Agar comercial

Gelidium sesquipedale

T T I T T —
23500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 7. Espectros de ATR-FTIR das algas Gelidium sesquipedale, do agar

comercial e do extrato produzido a base de agar.

A presenca de grupos sulfato na estrutura do agar também foi
confirmada pelo aparecimento de duas bandas (marcadas com setas na Figura
7) que foram mais evidentes no EBA: uma banda localizada a 1260 cm™
caracteristica de grupos do éster sulfato (GOMEZ-ORDONEZ e RUPEREZ,
2011) e outra banda de 1150 cm™, atribuida & vibracdo modo de ligacdes éster-
sulfato (GUERRERO et al., 2014). Além disso, a presenca de proteinas nas
algas e no EBA foi evidenciada pelo aparecimento da banda amida I, localizada
em 1641 cm™, e da banda amida Il, localizada em 1540 cm™. Essas duas
bandas foram mascaradas em certa medida pela intensa banda
correspondente a agua (localizada a cerca de 1630 cm™), mas ainda eram

detectaveis, principalmente no espectro da alga.
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3.2 Caracterizacao da celulose e nanocelulose

3.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Um processo de extracdo sequencial foi aplicado para a purificacdo de
celulose das algas Gelidium sesquipedale. Os espectros de FTI-R das fracdes
geradas apos cada etapa de purificacdo, bem como a celulose purificada e a

nanocelulose geradas por hidrélise acida sdo mostrados na Figura 8.

Celulose

Absorbancia (u.a)

000 3500 3000 2500 2000 1500 OO0
Numero de onda (cm™)
Figura 8. Espectros de ATR-FTIR das diferentes fracGes celulésicas extraidas
das algas Gelidium sesquipedale. F1: fracdo obtida apds etapa de lavagem; F2:

fracdo obtida apds etapa de branqueamento.

As intensidades das bandas caracteristicas dos grupos funcionais da
lignina e hemiceluloses, que estavam presentes nas algas, diminuiram
gradualmente com as etapas de purificacdo. Por exemplo, a banda localizada
em 1540 cm®, relacionada ao alongamento C=C dos hidrocarbonetos
aromaticos da lignina (HASSAN et al., 2010), e a banda em 1240 cm™,
principalmente associada ao o0 modo de vibracdo de alongamento do oxigénio
acil CO-OR nas hemiceluloses (MOHAMED et al., 2015; CHEN et al., 2016),

foram mais intensos nas fracbes F1 e F2 (Figura 8). Além disso, as duas
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bandas caracteristicas da presenca de agar (localizadas em 890 cm™ e 930
cm?) foram ausentes ap6s o tratamento alcalino para remocdo das
hemiceluloses. A intensidade da banda localizada em 1630 cm™ foi fortemente
reduzida para as fracées de celulose e nanocelulose, indicando uma menor
guantidade de agua ligada nos materiais ap0s a remocao das hemiceluloses e
lignina. Por outro lado, varias bandas relacionadas ao conteudo cristalino de
celulose |, como as localizadas em ca. 1430 cm™, 1300 cm™ e 1100 cm™
(marcados com setas na Figura 8), tornaram-se mais visiveis na celulose e
nanocelulose, confirmando assim que o protocolo de extragao foi eficiente para
o isolamento da celulose das algas Gelidium sesquipedale. Deve-se notar que
a intensidade relativa dessas bandas foi ligeiramente aumentada quando se
comparou a celulose com a nanocelulose, sugerindo que um aumento limitado

da cristalinidade foi atingido apés o tratamento com hidrdlise 4cida da celulose.

3.2.2 Cristalinidade relativa (CR)

Para avaliar o efeito das diferentes etapas de purificacdo e o tratamento
final de hidrolise na estrutura cristalina das frac6es geradas, foi realizada a
analise de DRX e os difratogramas obtidos sdo mostrados na Figura 9.

A forma dos padrbes de difracdo para as algas e a fracdo F1, com um
pico amplo localizado em 19,0° e um ombro em 13,9°, foi indicativo da
presenca de agar (ATEF, REZAElI e BEHROOZ, 2014, GUERRERO et al.,
2014, MARTINEZ-SANZ et al., 2018). Por outro lado, os padrées das amostras
F2, celulose e nanocelulose foram dominados pelos picos de difracdo da
celulose cristalina I, localizados em 26=15,0°, 16,6° e 22,7° (correspondendo
aos planos cristalinos (1-10), (110) e (200), respectivamente) (MARTINEZ-
SANZ et al., 2017).

Além disso, dois picos localizados em 26,7° e 34,7° foram detectados no
caso da nanocelulose e um pico adicional localizado em 29,5°. De todos esses
picos, apenas o localizado a 26,7° foi visivel nas algas, sugerindo a presenca
de algumas impurezas minerais nos materiais celulésicos extraidos, que
também podem ter sofrido alteragdes estruturais durante os diversos
tratamentos de extracdo aplicados, levando a formacdo de novas estruturas

cristalinas no material.
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Figura 9- Padrbes de DR-X da Gelidium sesquipedale e das fracdes celuldsicas

extraidas.

Os valores de CR estimados a partir dos padrbées de DRX foram de
10,9% para as algas Gelidium sesquipedale, 5,9% para a fracdo F1, 33,1%
para a fracdo F2, 64,5% para a celulose e 69,8% para a nanocelulose. As
amostras de celulose e nanocelulose apresentaram maior CR quando
comparadas as demais amostras, evidenciando a remocdo de componentes
amorfos como lignina e hemiceluloses (OLIVEIRA et al.,, 2017, ABRAHAM et
al., 2011), o que, conforme sugerido anteriormente pelo caracterizacdo de FT-
IR, estavam presentes nas fracdes menos purificadas.

O valor de CR da celulose foi muito semelhante ao relatado
anteriormente para a celulose extraida de algas Gelidium elegans (CR ~ 63%)
(CHEN et al., 2016) e superior ao da celulose extraida de plantas aquaticas,
como folhas e residuos de Posidonia (CR ~ 48-51%) (COLETTI, VALERIO e
VISMARA, 2013, BENITO-GONZALEZ et al., 2018). Embora a hidrélise acida
favoreca a digestdo dos dominios amorfos da celulose através da clivagem das
ligacdes B-1,4-glicosidica, liberando os segmentos de cristal individuais, parece
gue, de acordo com os resultados do FT-IR, houve apenas um ligeiro aumento
na cristalinidade relativa. O tratamento da hidrélise acida aplicado neste
trabalho foi utilizado anteriormente para a extracdo de nanocristais de celulose
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bacteriana, porém essas condicbes podem ter sido muito severas para a
celulose extraida das algas Gelidium sesquipedale, interrompendo os dominios
amorfos e cristalinos e, portanto, ndo podendo aumentar acentuadamente a

cristalinidade relativa do material extraido.

3.2.3 Morfologia da nanocelulose

A morfologia e as dimensfes da nanocelulose obtidas apds a hidrdlise
acida da celulose extraida das algas Gelidium sesquipedale foram estimadas a
partir de imagens de Microscopia eletrébnica de transmissao (MET). Como
mostrado na Figura 10, a morfologia do material extraido foi tipica de celulose
nanocristalina (DUFRESNE, 2013; DASH, LI, e RAGAUSKAS, 2012), com uma

largura na faixa de décimos de nanémetros e um comprimento muito maior.

Comprimento (nm): 493 + 176

Secdo transversal (nm): 12,43 + 4,7

Raz&o de aspecto (nm): 39,6 + 9,2

Figura 10- Micrografia de MET da nanocelulose extraida de Gelidium
sesquipedale e as dimensdes estimadas.

Os nanocristais de celulose geralmente apresentam valores de diametro
gue variam de 6 a 40 nm e comprimentos na faixa de 80 a 450 nm (HEBEISH
et al., 2013). As dimensdes da nanocelulose extraida neste trabalho ficaram
dentro da faixa de nanoceluloses extraidas de outras fontes, como a

nanocelulose bacteriana (diametro ~29-18 nm e comprimento ~ 467-1450 nm)
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(MARTINEZ-SANZ et al., 2011) e nanocelulose de algoddo (diametro entre ~6
e 40 nm e comprimento entre ~80 e 450 nm) (HEBEISH et al., 2014).

A razdo de aspecto considerada como a proporcdo de L/D da
nanocelulose é um parametro importante, uma vez que razées de aspecto mais
altas geralmente dédo origem a propriedades mecéanicas e de barreira
melhoradas quando incorporadas em matrizes poliméricas (MARTINEZ-SANZ
et al., 2011). A nanocelulose obtida no presente estudo apresentou uma razéo
de aspecto relativamente alta de aproximadamente 40, em comparacdo com
outros recursos vegetais, como algodao (10-30) (QI et al., 2009; HABIBI,
LUCIA e ROJAS, 2010), palha de arroz (9-11) (LU e HSIEH) , madeira (35-38)
(ROMAN e GRAY, 2005), mostrando o potencial dessa nanocelulose para

atuar como reforgo em materiais compositos.

3.3 Caracterizacdo de aerogéis bioativos

3.3.3 Morfologia

A morfologia da secéo transversal dos aerogéis de PVA e dos aerogéis
hibridos de PVA/celulose e PVA/celulose/nanocelulose, antes e apés a
exposicdo a de alta umidade relativa (100% UR e 25 °C), foi avaliada através
das imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 11). Todas
as formulacdes dos aerogéis apresentaram estruturas homogéneas, sem
nenhuma separacédo das fases do polimero.

No estado seco, a porosidade dos diferentes aerogéis nao foi fortemente
afetada pela concentracdo de PVA ou pela incorporacdo de celulose ou
nanocelulose. Em geral, apds submeter as amostras a condi¢cdes de alta
umidade relativa (100% UR e 25 °C), o tamanho dos poros aumentou. Este
efeito foi mais notado ao diminuir a concentragdo de PVA (isto é, 11% de PVA)
e ao incorporar celulose nas formulacdes. Em particular, o aerogel elaborado
com PVA (11%) + Cell apresentou uma estrutura distinta, com poros maiores e

mais esféricos do que as outras formulacdes.
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(¢) PVA 11% + Cell

\: . ’&" 3 YN
(©) PVA 11% + Cell/ Nano_I o (K) PVA 11% + Cell/ Nano_|

() PVA 11% + Cell/ Nano_3 (1) PVA 11% + Cell/ Nano_3

Figura 11- Morfologia dos diferentes aerogéis antes (a-f) e apds submeté-los a
condicOes de alta umidade relativa (100% UR e 25 ° C) (g-I).
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Além disso, a substituicdo parcial da celulose pela nanocelulose deu
origem a estruturas com poros maiores, como claramente observado no
aerogel elaborado com PVA (11%) + Cell / Nano_3%. O efeito acentuado das
condicdes de alta umidade relativa na estrutura desses aerogeéis pode ser
devido a uma maior absor¢cdo de agua sendo promovida pela presenca de
componentes celuldsicos altamente hidrofilicos.

Em particular, a presenca de nanocelulose, com maior area superficial e
maior quantidade de grupos hidroxila disponiveis para interagir com a agua,
pareceu promover a absorcdo de agua nos aerogeéis hibridos. Spagnol et al.
(2012) relataram que aerogéis com poros pequenos e interconectados criam
canais abertos que permitem o movimento da agua para dentro da matriz por
capilaridade. Segundo esses autores, a incorporacdo de nanocelulose na
matriz de aerogel pode aumentar a quantidade de grupos hidrofilicos, o que
promove a difusdo de liquidos para dentro da matriz de aerogel. Oliveira et al.
(2017) também relataram que a capacidade de absorcdo de agua dos aerogeis

de PVA com celulose de cascas de arroz foi afetada por sua morfologia.

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Para investigar possiveis interacbes entre a matriz de PVA e os
componentes celulésicos presentes nos aerogéis, os espectros FTI-R das
amostras foram coletados e os resultados sdo mostrados na Figura 12.
Conforme observado na Figura 12a, os espectros dos aerogéis de PVA puro
mostram bandas caracteristicas, como a banda larga centrada em
aproximadamente 3300 cm™, correspondente ao alongamento de OH das
ligagbes intermoleculares e intramoleculares de hidrogénio. As bandas
observadas entre 2840 e 3000 cm™, sdo atribuidas ao alongamento de CH a
partir de grupos alquil, e as bandas localizados em 1730cm™ e 845 cm™, sédo
atribuidos ao alongamento de C=0 e CO dos grupos de acetato residual,
respectivamente (JAYASEKARA et al., 2004; PERESIN et al., 2010).

Como as bandas mais caracteristicas da celulose se sobrepuseram as
da matriz de PVA, ndo foi possivel determinar sem ambiguidade o
aparecimento de novas bandas pela incorporacdo de celulose nos aerogeéis
hibridos. No entanto, o formato das bandas localizadas na regido entre 3600

cm® e 2800 cm® foi significativamente afetado quando componentes
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celulésicos foram adicionados aos aerogéis. Isso foi especialmente evidente no
caso dos aerogeis de PVA (11%) + celulose em que a intensidade relativa da
banda de alongamento OH diminuiu e a posicdo mudou para numeros de onda
inferiores & banda de alongamento do CH em 2915 cm™ e 2815 cm™ (apontado

com setas na Figura 12a) tornando-se muito mais definida.
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Figura 12- Espectros de ATR-FTIR de (A) PVA puro e aerogéis hibridos
contendo celulose e nanocelulose e (B) aerogéis selecionados incorporando o
extrato a base de agar. Os espectros foram normalizados para o pico
localizado em 845 cm™

Um efeito semelhante na banda associada aos grupos hidroxila foi
relatado anteriormente para misturas de PVA com lignina (KUBO e KADLA,

2003) e fiboras de PVA com nanocristais de celulose produzidas por
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electrospinning (PERESIN, et al., 2010) e foi atribuido a formacdo de
interacbes mediadas por ligagdo de hidrogénio entre o PVA e 0s outros
compostos.

O fato desse efeito ser mais pronunciado na celulose em comparacéo
com a nanocelulose pode estar relacionado a quantidade de grupos hidroxila
livres fornecidos por cada material. A quantidade limitada de grupos hidroxila
livres na celulose, em comparacdo com a maior area superficial da
nanocelulose, levou a uma reducdo no namero total de grupos hidroxila livres
no aerogel hibrido PVA11% + celulose, através do estabelecimento de ligagcédo
de hidrogénio com o matriz de PVA. Por outro lado, dado o "excesso" de
grupos hidroxila fornecidos pela nanocelulose, ndo houve uma diminuicao geral
aparente na quantidade de grupos hidroxila livres dos aerogéis hibridos
contendo nanocelulose.

No caso dos aerogéis bioativos (Figura 12b), a presenca do EBA foi
evidenciada pela deteccdo da banda localizada em 1029 cm™ e da banda
amida | em 1615 cm™, que foi deslocada para nimeros de onda maiores nos
aerogéis em comparacdo com 0 extrato puro. Isso pode ser indicativo de
interacbes estabelecidas entre as proteinas no extrato e o PVA ou dos
materiais celulosicos. Deve-se notar também que o efeito sobre as faixas de
OH e de CH previamente observadas para os aerogéis hibridos contendo
celulose ndo foi observado nas amostras analogas que incorporam o EBA,
sugerindo que as interacfes entre a celulose e o extrato podem prevalecer

sobre as interacfes de ambos 0s componentes com a matriz PVA.

3.3.3 Cristalinidade Relativa (CR)

As alteracbes de cristalinidade nos aerogéis com a incorporagdo dos
materiais celulésicos e do EBA foram investigadas por meio de DR-X. Os
padrdes de difracdo dos aerogéis elaborados somente com PVA e o0s aerogéis
hibridos sdo mostrados na Figura 13a. Todos os aerogéis apresentaram um
pico localizado em 206 = 19,5° que € atribuido a estrutura semi-cristalina do
PVA (SRIUPAYO et al., 2005). Para os aerogéis hibridos, também foi visivel
um pico adicional localizado em torno de 20 = 22°, decorrente da celulose

cristalina. Vale ressaltar que esse pico foi notavelmente mais intenso nas
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formulacdes de aerogel contendo nanocelulose, o que é razoavel devido a sua

cristalinidade ligeiramente mais alta.
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Figura 13- Padrdes DR-X de (a) PVA puro e aerogéis hibridos contendo

celulose e nanocelulose e (b) aerogéis selecionados incorporando o0 extrato a

base de agar. Linhas pontilhadas apontam para a presenca de impurezas

minerais no extrato a base de agar.
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Os valores de CR estimados para os aerogéis foram de 30,1% para o
aerogel elaborado somente com PVA 11%, 41,0% para os aerogeéis de PVA
(11%) + Cell, 48,8% para os aerogéis de PVA (11%) + Cell / Nano_1, 61,4%
para PVA (11%) + Cell / Nano_3, 52,6% para PVA (21%) e 57,3% para PVA
(21%) + Cell. Esses resultados evidenciam um aumento na cristalinidade dos
aerogeéis, o que foi mais evidente para as formulacbes com maior teor de
nanocelulose.

A Figura 13b mostra os padrbes de DR-X do EBA e o0s aerogéis
selecionados incorporados com bioativo. O EBA mostrou um padrdo quase
idéntico ao relatado anteriormente para extratos semelhantes (Martinez-Sanz
et al.,, 2018), com varios picos acentuados que surgiram de impurezas
minerais, como silica (SiO;) (CHEN et al., 2016; SINGH et al., 2017), extraidos
juntamente com o &gar durante o processo de obentecdo deste. Estes picos
também foram visiveis nas trés diferentes formulacdes preparadas com o EBA.
Os valores estimados de cristalinidade foram de 50,6% para PVA (11%) + EBA,
57,9% para PVA (11%) + Cel + EBA e 42,0% para PVA (11%) + Cel / Nano_3 +
EBA. A menor cristalinidade dos aerogéis com nanocelulose pode ter sido
decorrente de uma cristalizacéo prejudicada da matriz de PVA na presenca dos
dois materiais celulésicos incorporados nesta formulacdo em particular. A CR
correspondente aos picos resultantes do extrato a base de agar foi de 14%,
10% e 18% para os aerogeis de PVA (11%) + EBA, PVA (11%) + Cel + EBA e
PVA (11%) + Cel / Nano_3 + EBA, respectivamente, confirmando que uma

guantidade semelhante de extrato foi incorporada nos trés aerogeéis.

3.3.4 Capacidade de absorcao de 4gua

Uma vez que a morfologia e a cristalinidade dos aerogéis foram
substancialmente diferentes, era esperado que a capacidade de absorcdo de
vapor de agua diferisse nas formulacdes preparadas. Os resultados da analise

de absorcao de vapor de agua a 25 °C estdo apresentadas na Figura 14a.
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Figura 14- Absorcéo de vapor de agua (a) e absorcdo em excesso da agua (B)
dos diferentes aerogeéis.

7

A partir desses resultados, € evidente que a incorporacdo de
nanocelulose deu origem ao aumento da capacidade de absorcéo de vapor de
agua. Isso esta de acordo com os resultados do MEV, onde aerogéis contendo
nanocelulose apresentaram uma estrutura mais porosa apés serem submetidos

bY

a condicbes de 100% de umidade relativa. Isso pode ser devido a maior
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guantidade de grupos hidroxila livres, disponiveis para interagir com a agua,
proporcionada pela alta area superficial das particulas de nanocelulose.
Portanto, embora a incorporacdo de celulose nos aerogéis tenha levado a
materiais mais cristalinos, pode-se sugerir que o carater altamente hidrofilico
da celulose foi determinante para a maior afinidade da agua dos aerogéis
hibridos. Em particular, a alta razdo de aspecto da nanocelulose extraida de
Gelidium sesquipedale pode ter fornecido uma area de superficie maior para a
interacdo da agua com a celulose.

A capacidade de absor¢cdo dos aerogéis quando imersos agua esta
apresentada na Figura 14b. Os aerogéis elaborados somente com PVA foram
completamente desintegrados ap6s serem imersos em agua por 48 h, o que
provavelmente ocorreu devido a natureza altamente hidrofilica do PVA. Por
outro lado, todos os aerogéis hibridos, especialmente aqueles incorporados
com nanocelulose, preservaram sua estrutura (Figura 14). Isso esta de acordo
com os resultados da DR-X, que mostraram uma maior cristalinidade para os
aerogéis hibridos com a incorporacédo de celulose e nanocelulose.

Além disso, os resultados de FT-IR sugerem interagbes mediadas por
ligacdo de hidrogénio entre a matriz de PVA e a celulose. Tanto o carater mais
cristalino quanto a forte rede de ligacdo de hidrogénio originada, provavelmente
sdo responsaveis pela melhor estabilidade estrutural dos aerogéis hibridos
guando imersos em agua. Em particular, os aerogéis contendo nanocelulose
apresentaram as maiores capacidades de absorcdo, confirmando o efeito
positivo desse componente no aumento da afinidade da agua dos aerogéis,
proporcionando uma estrutura mais cristalina e resistente. Isso abre uma série
de aplicac6es potenciais dos aerogéis hibridos a serem utilizados, por exemplo,
como absorventes em bandejas de carne ou peixe, tendo um carater renovavel
e biodegradavel, mantendo a integridade e sendo capaz de absorver grandes
guantidades de agua liberada pelo produtos frescos.

Na Figura 15 esta apresentado os aerogéis durante a andlise de
absorcao em excesso de agua
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Figura 15- Integridade dos diferentes aerogéis apds imersdao em agua por 48h.

3.4 Liberagdo in vitro do extrato a base de agar

Trés formulagdes selecionadas (contendo PVA puro, PVA + celulose e
PVA + celulose/nanocelulose) foram escolhidas para a incorporacéo do EBA
para avaliar a liberagdo do bioativo em simulantes de alimentos. O perfil de
liberacdo foi avaliado em meios representativos de alimentos hidrofilicos (10%
de etanol) e alimentos hidrofébicos (etanol de 50%) e os resultados séo
exibidos nas Figuras 15a e 15b. Nos dois meios, o0 extrato bioativo foi quase
instantaneamente liberado a partir do aerogel elaborado somente com PVA.
Isso ja era esperado, devido ao fato de que este material estava se dissolvendo
lentamente quando embebido em &gua, o que mostrou que o aerogel
elaborado somente com PVA néo seria adequado para aplicacdes de contato
com alimentos devido a sua baixa integridade quando submetido a condicées
de alta umidade relativa.

Para os aerogeéis hibridos, o agar bioativo foi liberado de forma mais
lenta e gradual. Nos dois aerogéis houve uma liberacdo acentuada EBA
durante as primeiras 5 h (cerca de 60% de liberacdo em 10% de etanol e 40-
50% de liberacdo em 50% de etanol), seguida de uma liberacdo muito mais
lenta até atingir um platé. Embora ndo tenham sido observadas grandes
diferencas durante as primeiras 48 h, apés tempos mais prolongados, o aerogel
contendo nanocelulose forneceu valores de liberacdo maiores (cerca de 80%
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de liberacdo em 10% de etanol e 90% de liberacdo em 50% de etanol) do que
0 aerogel contendo apenas celulose (60% de libertacdo em 10% de etanol e
70% de libertagéo em 50% de etanol).
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Figura 16- Perfil de liberacédo de extrato a base de agar bioativo de aerogéis em

meios simuladores de alimentos hidrofilicos (A) e hidrofébicos (B).
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Também é importante notar que, embora a liberacdo tenha sido maior
nos meios mais hidrofilicos durante as primeiras 24 h (0o que € mais provavel
devido a maior afinidade da celulose e PVA pela agua, causando a criacao de
estruturas porosas mais abertas no aerogéis, como observado pelo MEV), essa
tendéncia foi invertida apds 180 h, provavelmente como consequéncia da maior
afinidade de alguns compostos do EBA para os meios mais hidrofébicos.
Embora ambos os aerogéis tenham mantido sua estrutura até 180 h, a maior
liberacdo do EBA no aerogel contendo nanocelulose sugere que essa
formulacdo em particular seria ideal para aplicagbes em embalagens de
alimentos bioativos. Esses resultados evidenciam o fato de que a incorporacéo
de celulose nos aerogéis facilitou a liberagéo do extrato bioativo, promovendo o

acesso do meio liquido a estrutura do material.

4 Concluséao

Este trabalho demonstrou que é possivel utilizar as algas Gelidium
sesquipedale para a producdo de aerogéis bioativos com interesse em
aplicac6es de embalagens de alimentos. Um extrato a base de agar contendo
polifendis e com capacidade antioxidante foi produzido por meio de um
protocolo de extracdo otimizado que reduz significativamente os tempos de
extracdo normalmente aplicados em escala industrial. Além disso, a celulose e
a nanocelulose foram extraidas das algas por meio de um processo de
purificacdo sequencial. A nanocelulose apresentou alta cristalinidade, em torno
de 70%, e alta razdo de aspecto, em torno de 40, que sdo caracteristicas
atraentes para sua aplicacdo como material de reforco em nanocompdésitos.

Aerogeéis elaborados somente com PVA e aerogéis hibridos contendo
celulose e nanocelulose foram preparados por um método fisico de reticulagéao.
Todos esses materiais apresentaram estruturas homogéneas sem separagao
de fases e morfologias porosas similares no estado seco. Curiosamente, a
incorporacado de nanocelulose nas formulagdes teve um grande impacto sobre
() a integridade e (ii) a acessibilidade a umidade em relagé@o a estrutura interna
dos aerogéis. A presenca de nanocelulose, dada sua grande &rea de
superficie, aumentou significativamente a quantidade de grupos hidroxila livres

disponiveis para interagir com a agua e resultou em uma maior absorcdo de
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vapor de agua e capacidade de dilatacdo da dgua dos aerogéis. Por outro lado,
enguanto os aerogéis de PVA se dissolveram quando em excesso de agua, a
formacdo de aerogéis mais cristalinos como resultado da incorporagdo de
celulose e a formacdo de fortes interacbes de ligacdo de hidrogénio entre a
matriz de PVA e as cargas celuldsicas permitiam preservar a integridade dos
materiais na agua, mesmo por mais de 48 h.

Finalmente, o extrato a base de agar foi incorporado em formulacfes
selecionadas de aerogel e a liberacdo do bioativo em meios simulante de
alimentos hidrofébicos e hidrofilicos foi investigada. Enquanto os aerogéis de
PVA puro levaram a uma liberacdo instantanea do extrato a base de agar, a
incorporacdo de celulose e nanocelulose levou a uma liberacdo mais
sustentada do bioativo. Em particular, embora ndo tenham sido encontradas
diferencgas significativas durante as primeiras 48 h, a quantidade de bioativo
liberado apés tempos mais prolongados foi maior no aerogel contendo
nanocelulose, o que pode estar relacionado a maior acessibilidade da umidade
em relacdo a estrutura do material, facilitando a liberacéo do extrato.

Esses resultados destacam o potencial das algas Gelidium sesquipedale
em gerar aerogéis com propriedades aprimoradas para a incorporacdo e
liberacdo de extratos bioativos, que podem ser de interesse para a producao de
materiais de embalagem de alimentos ativos. Em particular, esses aerogéis
parecem promissores para sua aplicacdo como absorventes em produtos de
carne e peixe frescos, pois sdo capazes de absorver grandes quantidades de
agua, mantendo sua integridade e liberando um componente ativo que pode

atrasar 0s processos oxidativos.
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CAPITULO 2 — CARACTERIZACAO DE AEROGEIS COMO VEICULOS DE
ENTREGA DE BIOATIVOS PRODUZIDOS ATRAVES DA VALORIZACAO DA
ERVA-MATE (ILLEX PARAGUARIENSIS)

Os resultados deste trabalho estdo sob revisdo no periddico Food
Hydrocolloids

1 Introducéo

A industria de alimentos vem buscando novas tecnologias impulsionadas
pela necessidade de desenvolver produtos que garantam a conservacao e a
protecdo de produtos alimenticios contra fatores extrinsecos. Assim, a
embalagem de alimentos é altamente promissora, pois ndo s6 pode ser usada
para protecdo e contencdo de alimentos, mas também como veiculo de entrega
de compostos bioativos. Essas embalagens podem ser transportadoras de
compostos capazes de proteger os alimentos contra contaminagcdo microbiana
ou reagles de oxidagdo e, a0 mesmo tempo, promover beneficios a saude.
Devido ao processamento de alimentos, frequentemente 0s compostos
bioativos enddgenos tém sua bioatividade reduzida, o que resulta na perda de
seu valor nutricional em uma grande variedade de produtos alimenticios. Nesse
contexto, nosso grupo de pesquisa vém estudando os aerogéis como um
sistema de conservacdo de alimentos e como uma forma de liberacdo
controlada de compostos bioativos simultaneamente, a partir de uma Unica
matriz.

Aerogéis sdo materiais originarios de um gel no qual o componente
liguido foi substituido por gas e, além disso, sdo materiais com alta area
superficial, alta porosidade e tamanhos uniformes de poros (Kargarzadeh et al.,
2018). Eles podem ser elaborados a partir de compostos inorganicos como
silica ou a partir de compostos organicos como amido, pectina e celulose
(ESQUIVEL-CASTRO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019a). Esses materiais
tém chamado a atencado principalmente por sua capacidade como matriz de
encapsulamento e liberacdo de compostos de interesse em alimentos
(OLIVEIRA et al., 2019a; ULKER e ERKEY, 2014, ARRUEBO, 2012). Segundo
Horcajada et al. (2004), as propriedades dos aerogéis estdo relacionadas a

estrutura mesoporosa que eles apresentam.
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Véarios estudos relatam a preparacdo de aerogéis a partir de silica
(ADACHI, 2019; HE et al., 2019; WANG et al., 2019), no entanto, de acordo
com Oliveira et al. (2019a, 2019b), aerogéis feitos de polissacarideos, como a
celulose, apresentam excelentes caracteristicas como absorvedores de agua e
/ ou matrizes para a liberacdo de compostos bioativos. Além disso, a celulose é
um polissacarideo interessante para a elaboracdo de aerogéis por varias
razbes, tais como: ser o polimero mais abundante na Terra, ndo toxico,
biodegradavel, biocompativel e ndo apresentar efeitos adversos a saude e ao
meio ambiente (SHARMA et al., 2019). A partir das fibras de celulose é
possivel obter nanocelulose, que caracteriza-se como a celulose na forma de
fibras ou cristais com pelo menos uma de suas dimensdes inferior a 100 nm
(PHANTHONG et al., 2018).

A nanocelulose emergiu como um potencial substrato verde renovavel
para embalagens de alimentos, principalmente porque exibe propriedades
como biodegradabilidade, alta resisténcia mecanica e quimica, alta relacdo de
aspecto, alta cristalinidade, excelentes propriedades de barreira e né&o
toxicidade (FERRER, PAL e HUBBE, 2017). O método mais amplamente
utilizado para obter nanocelulose € baseado na hidrélise acida, uma vez que a
regido amorfa das fibras de celulose pode ser facilmente hidrolisada por acidos
fortes, como o &cido sulfurico (XIE et al., 2018).

Existem varias fontes para o isolamento da celulose, no entanto, o uso
de erva-mate (llex paraguariensis) para esse fim ainda ndo tém sido abordado
com frequéncia, uma vez que os trabalhoS relatados na literatura extrairam
celulose dos residuo de processamento da erva-mate (HANSEN et al., 2019;
JUNIOR et al., 2019), e ndo da erva-mate propriamente dita. Além disso, a
elaboracdo de aerogéis hibridos utilizando celulos e nanocelulose de erva-
mate, também nao foi relatado.

A erva-mate € uma planta da América do Sul que pode ser consumida
pela preparacdo do chimarrdo, uma bebida cultural na qual a agua quente
extrai o cha das folhas verdes secas (BRACESCO et al., 2011). A erva-mate
pode proporcionar varios beneficios a saude o quais sdo associados a acao de
seus componentes bioativos, como vitaminas, minerais, polifendis, xantinas,

saponinas, acidos organicos e compostos fendlicos. Esses componentes
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podem conferir propriedades antioxidantes (STEIN et al., 2005; BRAVO, GOYA
e LECUMBERRI, 2007; PIOVEZAN-BORGES et al., 2016).

Na literatura sdo encontrados estudos que incorporaram cOmMpostos
bioativos da erva-mate em embalagens para evitar a deterioragcdo de carnes e
produtos a base de carne (DE CAMPOS et al., 2007, Racanicci, Menten,
Alencar, Buissa e Skibsted, 2011), os quais mostraram o potencial de extratos
a base de erva-mate (EEM) como antioxidantes na preservacdo de alimentos.
Os antioxidantes naturais s&o uma opg¢ao interessante como aditivos nos
alimentos, pois ajudam a preservar o sabor, aroma, cor ou valor nutricional.
(SCHINELLA et al., 2000).

Neste estudo, o objetivo foi a valorizacdo da erva-mate (llex
paraguariensis) através do isolamento de celulose e nanocelulose para
elaboracado de aerogel hibridos como veiculo para liberacdo de extrato de erva-

mate.

2 Materiais e métodos

2.1 Material

Erva-mate (llex paraguariensis; lote: 18/03 D3) adquirida no comércio
local da cidade de ljui (RS/Brasil) foi utilizada para a extracdo de celulose e
nanocelulose. Extrato a base de erva-mate (EEM) foi obtido a partir da
metodologia sugerida por Lopez-Cdérdoba, Deladino e Martino (2014) (teor
fendlico total: 12,88 + 0,11 mg equivalentes de acido galico g™ de peso seco).
Alcool polivinilico (PVA) (CAS; (C2H40) n; hidrdlise de 86,5% - 89,5%) foi
adquirido da Sigma-Aldrich. Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico.

2.2 Extracédo de celulose e nanocelulose de erva-mate

As fibras de celulose da erva-mate foram extraidas de acordo estudo
anterior (OLIVEIRA et al., 2017), com algumas modificagbes. A erva-mate foi
submetida a tratamento alcalino (para remover as fragdes de hemicelulose e
lignina) com solucdo de NaOH (4% p / v) em um reator de vidro revestido com

agitacdo mecanica (IKA, RW20, Alemanha) e circulacdo de agua a 80 °C por 4
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h. A suspensao foi filtrada no final da reacdo e lavada com excesso de agua
destilada (esta reacao foi realizada sete vezes). Apos o tratamento alcalino, as
amostras foram submetidas a etapa de branqueamento para remover a lignina
remanescente. Para isso, 10 g de amostras foram tratadas com 700 mL de
solugcéo de NaClO; (1,4% pH 3,5) a 90 °C por 5 h. Depois, a reacao foi parada
usando um banho de gelo e o material foi lavado com agua destilada e
centrifugado (3 vezes) a 12.500 rpm a 15 °C por 20 min. O precipitado foi
separado, lavado com agua destilada repetidamente até a neutralidade (pH =
7) ser alcancada. Finalmente, para remover as hemiceluloses remanescentes,
as amostras foram lavadas com 400 mL de solucdo de KOH a 5% por 24 h em
temperatura ambiente, seguidas por mais 2 h a 90 °C. O material foi
centrifugado novamente (2 vezes) a 12.500 rpm a 15 °C por 20 min, com
subsequente lavagem com agua destilada até o material atingir a neutralidade
(pH 7). A celulose parcialmente hidratada foi armazenada na geladeira até o
uso.

A nanocelulose foi obtida por hidrélise &cida com a metodologia sugerida
por Martinez-Sanz, Lopez-Rubio e Lagaron (2011). A celulose (2,7 g de peso
seco) previamente extraida foi dispersa em 161 mL de solucdo de acido
sulfarico a 30% e mantida a 50 °C com agitacdo por 24 h. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada (4 vezes) a 12.500 rpm e 15 °C por 20 min e o
precipitado semelhante a gel foi coletado. O material foi entdo neutralizado com
NaOH (1M) e centrifugado novamente a 12.500 rpm a 15 °C por 20 min. A

nanocelulose foi armazenada a 4°C até o uso.

2.3 Caracterizacdo da celulose e nanocelulose da erva-mate

A celulose e a nanocelulose foram analisadas em um espectrémetro
(IRPrestige21, Shimadzu Corp. Japan), com acessorio ATR (Attenuated Total
Reflectance). As varreduras foram realizadas na faixa espectral de 4000 -
500cm™ e 30 leituras foram obtidas com uma resolugéo de 2cm™.

A cristalinidade relativa da celulose e nanocelulose foi realizada em um
difratdmetro de raios X (XRD-6000, Shimadzu, Brasil) com um intervalo de
varredura entre 5° e 45° (20). A cristalinidade relativa foi calculada de acordo

com o método descrito por Rabek (1980) através da Equacéo 4
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CR (%) =292 x 100 Eq. 4

(Ac+4a)
onde Ac € a area cristalina e Aa é a area amorfa nos difratogramas de raios-X.

A estabilidade térmica da celulose e nanocelulose foi determinada
usando um analisador termogravimétrico (TGA) (TA-60WS, Shimadzu, Kyoto,
Japao). As amostras (6 a 8 mg) foram aquecidas de 30 a 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C.min™. Foi utilizado um fluxo de 50mL.min™* de nitrogénio.

A morfologia da nanocelulose foi avaliada em um microscopio eletrénico
de transmissédo (120 keV, Jeol, JEM-1400) com uma voltagem de aceleracéo
de 150 kV.

2.4 Elaboracédo de aerogéis a partir de celulose e nanocelulose de erva-

mate

Os aerogéis foram preparados com base na metodologia e formulacdes
descritas em estudo anterior (OLIVEIRA et al., 2019a). Dispersdes aquosas de
PVA (11% pl/v) foram preparadas e, quando necessario, misturadas com
dispersdes aquosas de celulose a 7% (p / v) para obter uma proporcao final de
volume de PVA: celulose de 3:1. Uma terceira formulag&o foi preparada a partir
da substituicdo parcial do peso total de celulose por 3% (p/p) de nanocelulose
(Tabela 1).

Essas formulagfes também foi baseada nos melhores resultados obtidos
em estudo anterior (OLIVEIRA et al., 2019a). Para a preparagdo dos aerogéis
bioativos, o EEM foi disperso juntamente com as dispersdes de PVA,
PVA/celulose ou PVA/celulose/nanocelulose, para atingir uma concentracao
final de 3 mg de extrato/g de amostra. As dispersdes obtidas foram mantidas
em um recipiente selado sob agitacdo a 90 °C por 1 h. Depois disso, 4 g da
mistura foram colocadas em uma placa de Petri (2,4 cm de diametro).
Posteriormente, foi realizada uma reticulagéo fisica, que consistia em 5 ciclos
sucessivos de congelamento (-20 °C) e descongelamento (temperatura
ambiente, 20 °C), seguidos por uma etapa final de liofilizagéo.
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Tabela 2- Formulacdes dos diferentes aerogéis carregados com extrato a base de erva-mate
(EEM).

Extrato de Erva-

Codigo da amostra PVA Celulose Nanocelulose
° (%, pip) (%, pip) Oeplp) M EED O
PVA 100,0 0,0 0,0 0,0
PVA + Cel 82,5 17,5 0,0 0,0
PVA+ Cel + Nano 82,5 17,0 0,5 0,0
Aerogéis bioativos
PVA+ EEM 99,7 0,0 0,0 0,3
PVA+ Cel + EEM 82,3 17,4 0,0 0,3
PVA + Cel + Nano + EEM 82,3 16,9 0,5 0,3

Todas as concentragcfes sdo expressas em percentagem de peso em relacdo ao peso total do
aerogel. PVA: alcool polivinilico; Cel: celulose; Nano: Nanocelulose; EBA: extrado a base de

agar.

2.5 Caracterizacdo de aerogéis a partir de celulose de erva-mate e

nanocelulose

A morfologia dos aerogéis foi examinada por um microscépio eletrénico
de varredura (JEOL JSM-6610LV, Japao). As amostras de aerogel congeladas
em nitrogénio liquido foram fraturadas imediatamente e, em seguida, uma fina
pelicula de ouro foi pulverizada em sua superficie. A voltagem de aceleracéo
utilizada foi de 10 kV.

A cristalinidade relativa dos aerogéis foi realizada em um difratbmetro de
raios X (XRD-6000, Shimadzu, Brasil) com um intervalo de varredura entre 5° e
45°(20). O calculo da cristalinidade relativa dos aerogéis foi realizado de acordo

com o método descrito por Rabek (1980) pela Equacéo 5.

CR (%) —2<

(Ac+Aa)

x100 Eq. (5)

Onde Ac é a area cristalina e Aa é a area amorfa nos difratogramas de raios-X.
Os aerogéis foram analisados em espectrdmetro (IRPrestige21,
Shimadzu Corp., Japdo), com um acessorio ATR (Attenuated Total

Reflectance), na regido de 4000-500cm™.
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A estabilidade térmica dos aerogéis foi determinada usando um
analisador termogravimétrico (TGA) (TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). As
amostras (6 a 8 mg) foram aquecidas de 30 a 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C + min™" Foi utilizado um fluxo de 50mL.min™" de
nitrogénio.

A capacidade de absorcédo de agua (CAA) dos aerogéis foi avaliada de
acordo com a metodologia sugerida por Demitri et al., (2013), com algumas
modificagdes. Uma quantidade conhecida de aerogel foi imersa em 50mL de
agua destilada a temperatura ambiente (20 °C * 2) por 48h. O capacidade de

absorcéo de agua foi definido pela Equacéo 6.

caa =2 x100 Eq. (6)
Onde Pf € o peso final do aerogel hidratado e Pi é o peso inicial do aerogel
seco.

A atividade antioxidante dos aerogeis bioativos foi avaliada através da
capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) (BRAND-
WILLIAMS e CUVELIER, 1995). As amostras (1 mg) foram pesadas em
diferentes tubos com adicdo subsequente de 3,9 mL da solucdo DPPH
preparada recentemente em metanol (absorbancia ajustada para 1,10 + 0,02) e
subsequentemente misturada em vortice por 30 s. Os tubos foram
armazenados sob protecdo da luz. Ao final de 2 h 30 min, a absorbéancia foi
medida a 515 nm e a capacidade de sequestrar o radical, expresso em
porcentagem, foi calculada em relacdo ao controle (sem antioxidante),

conforme a equagao 2:

(controle ABS—amostra ABS)
controle ABS

% de inibicao = x 100 (Eq. 7)

2.6 Liberacdao in vitro do extrato a base de erva-mate

Foram realizados ensaios de liberacao in vitro para os aerogéis bioativos
incorporados com EEM usando dois meios diferentes: etanol 10% e etanol
50%, que, de acordo com o Regulamento da Comisséo 10/2011 UE (10/2011 /
CE), sdo considerados como simulantes de alimentos para produtos

alimentares hidrofilicos e hidrofébicos, respectivamente. Um método adaptado
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de Costamagna et al. (2017) e Oliveira et al., (2019a) foram usados para
construir os perfis de liberacdo. Resumidamente, 160 mg de amostras de
aerogel foram imersas em 2 mL do meio simulante de alimentos a temperatura
ambiente. A cada 30 min, a concentracdo de EEM no meio de liberagao foi
estimada medindo a absorbancia do sobrenadante a um comprimento de onda
de 301 nm usando um espectrofotdmetro (SpectraMax 190, leitor de
microplacas, Molecular Devices, EUA).

Uma curva de calibragéo foi construida previamente, registrando-se todo
o0 espectro de EEM diluido em etanol a 10% e etanol a 50% em concentracdes
variando de 0,4 mg/mL a 4 mg/mL. Os dados obtidos foram utilizados para
determinar a quantidade total de EEM liberado dos aerogéis em cada

momento. Trés réplicas independentes de cada amostra foram analisadas.

2.7 Anélise estatistica

As determinacdes analiticas foram realizadas em triplicata, exceto TGA

e DR-X e os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA).

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao da celulose e nanocelulose de erva-mate

3.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia FT-IR é geralmente utilizada para identificar as
caracteristicas de grupos organicos dos materiais analisados (KUNGEL et al.,
2018). Por esse motivo, o processo de obtencédo e extracdo de celulose da
erva-mate foi investigado através da comparacédo de seus espectros de FT-IR
(Figura 17).

Nos trés espectros apresentados (Figura 17), é possivel observar uma
faixa em 1032 cm™ relacionada ao alongamento das vibracbes de ligacéo
glicosidica C-O-C e ligac6es de ligagdo C-O-H do grupo lateral (KUNGEL et al.,
2018). Somente no espectro da erva-mate, foram observadas bandas em 1411
cm?® e 1317 cm™, relacionadas ao alongamento da banda C-H devido a
vibracOes de flexdo assimétrica e simétrica, respectivamente. A banda em 1609

cm™* pode ser atribuida & vibracdo de alongamento C = O do &cido urénico (LIU
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et al., 2013). Essa ultima banda néo foi observada nos espectros de celulose e
nanocelulose, o que pode indicar que durante os processos de isolamento da

fracdes de celulose e nanocelulose os acidos urbnicos foram removidos.

Nanocelulose de erva-mate

Celulose de erva-mate

Erva-mate
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Figura 17- Espectros de FT-IR da erva-mate e da celulose e nanocelulose
obtidas a partir de erva-mate.

Nos espectros de celulose e nanocelulose, a banda observada em 1634
cm™ esta relacionada & flexdo de OH da agua absorvida (OLIVEIRA et al.,
2019b). Ao analisar apenas o espectro de celulose, é possivel ver bandas a
1160 cm™, relacionadas as vibracées de carbono Cs da celulose, e uma banda
a 1503 cm™, relacionada a anéis aromaticos conjugados e grupos carbonila
presentes na estrutura da lignina (OLIVEIRA et al., 2017; HASSAN et al.,
2010). No entanto, ao analisar apenas 0 espectro de nanocelulose, essa banda
nao esta presente, 0 que ja era esperado, pois indica que a lignina foi removida
durante o processo de hidrélise acida.

Além disso, no espectro da nanocelulose foram observadas varias
bandas consideradas caracteristicas da nanocelulose. A banda com maior
intensidade em 3309 cm™ est4 relacionada a ligacdo de hidrogénio da vibracédo
de estiramento de OH e indica a tendéncia hidrofilica da nanocelulose
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(OLIVEIRA et al., 2019b; POATY et al., 2014). A banda a 2907cm™ é atribuida
a vibracdo de alongamento sp3 C-H (OLIVEIRA et al., 2019b; CHIRAYIL et al.,
2014). Por fim, as diferencas observadas nas bandas dos espectros de FT-IR
entre diferentes fracbes da erva-mate obtidas durante o processo de
iIsolamento sugerem que a celulose e a nanocelulose foram obtidas com

sucesso a partir da erva-mate.

3.1.2 Cristalinidade relativa (CR)

A cristalinidade relativa (CR) e o padrdo de difracdo de erva-mate,
celulose e nanocelulose foram analisados a partir dos difratogramas de DR-X,
como mostrado na Figura 18. Os valores de CR para erva-mate, celulose e
nanocelulose foram de 35,0%, 52,6 % e 74,8%, respectivamente. E possivel
observar que tanto a celulose quanto a nanocelulose apresentaram maior valor
de CR em relacéo a sua fonte (ou seja a erva-mate), possivelmente associada
ao processo de isolamento pela remocdo da maior parte da lignina, como
sugerido anteriormente na caracterizacao FT-IR (Figura 17). Vérios estudos
relatam que a remocao da lignina, caracterizada como sendo amorfa, promove
um aumento na cristalinidade do material (OLIVEIRA et al., 2017; ABRAHAM et
al., 2011).
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Figura 18- Padrdo de difracdo de raios X da erva-mate e celulose e
nanocelulose da erva-mate.
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Como esperado, a nanocelulose extraida da erva-mate teve o maior
valor de CR, o que pode estar relacionado ao processo de hidrélise acida, que
reduz as regides amorfas da celulose, clivando as ligagdes glicosidicas 3-1,4,
liberando os segmentos cristalinos individuais. E importante notar que, as
condi¢des da hidrélise acida aplicada neste estudo, apesar de ter sido utilizada
anteriormente no isolamento da nanocelulose de outras fontes; podem ter sido
muito severas para a nanocelulose de erva-mate, quebrando ndo apenas 0s
dominios amorfos, mas também os cristalinos. No entanto, os resultados do
presente estudo para CR de nanocelulose estdo entre os valores médios de
CR para nanocelulose de outras fontes, como casca de arroz, casca de aveia e
alga marinha, conforme relatado anteriormente na literatura (OLIVEIRA et al.,
2019b; 2019a, CHEN et al., 2016).

O difratograma da erva-mate apresentou padrédo de difracdo menos
intenso e regido amorfa mais ampla quando comparada a celulose e
nanocelulose (Figura 18). De acordo com Arrieta et al. (2018), esse padrdo de
difracdo mostra que a erva-mate pura tem um baixo grau de cristalizagéo
(conforme observado no valor de CR da erva-mate) o que esti associado ao
conteudo de hemicelulose e lignina. Por outro lado, é possivel observar que os
difratogramas de celulose e nanocelulose apresentaram regiées mais altas de
cristalinidade, com picos em 206 = 15,7°, 22,5°, 34,6° que, segundo outros
estudos, sdo atribuidos ao padrdo de difracdo da celulose tipo | (OLIVEIRA et
al.,, 2017, HALAL et al., 2015, JOHAR et al., 2012). A celulose | inclui duas
fases cristalinas distintas, la e IB. A celulose la € amplamente encontrada na
parede celular de algumas algas e bactérias, enquanto a celulose I é

geralmente encontrada em tunicina e plantas superiores (WAN et al., 2019).

3.1.3 Analise térmica

O comportamento térmico da celulose e da nanocelulose foi analisado a
partir da analise termogravimétrica e, para determinar as temperaturas de
decomposicdo térmica, foi realizada a primeira derivada das curvas de TGA
(Figuras 19ab).

No termograma de erva-mate (Figura 19a), foram observadas duas

regibes sucintas de degradacao térmica, em torno de 230 e 280 °C, as quais
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estdo relacionadas a degradacdo de polissacarideos como pectina e
hemicelulose presentes na erva-mate (MONDRAGON et al., 2014) . A terceira
regido, desse mesmo termograma, esta relacionada a degradacao da celulose
e parte da lignina, também presente na erva-mate (ARRIETA et al., 2018;
VALDES et al., 2016; RAYON et al., 2015).

Ao comparar os termogramas da celulose e da nanocelulose com o
termograma de erva-mate, sdo observadas diferencas nas regides de
degradacédo, o que indica que 0s processos de isolamento foram bem
conduzidos. Caso contrario, outras regibes de degradagdo térmica
apareceriam. Em relacdo ao termograma da celulose, duas principais regides
de degradacéo térmica sdo observadas. A primeira regido, em torno de 300 a
400 °C, esta associada a compostos da decomposicdo de residuos carbénicos
de baixo peso molecular (OLIVEIRA et al., 2019b). A segunda regido, em torno
de 450 °C a 500 °C, esta associada a degradacdo da lignina remanescente
(KIM, EOM e WADA, 2010).

Quando é feita uma comparacao entre os termogramas de celulose e
nanocelulose, observa-se que a terceira regido de degradagao que aparece no
termograma de celulose ndo esta presente no termograma de nanocelulose,
mostrando mais uma vez que o processo de isolamento de nanocelulose foi
bem conduzido, ou seja, indicando que as fracdes lignoceluldsicas foram
eliminadas durante o processo de hidrélise acida. Além disso, a nanocelulose
apresentou um pico de degradacado térmica em torno de 380 °C, o que leva a
conclusdo de que a nanocelulose obtida da erva-mate possui maior
estabilidade térmica quando comparada a celulose (Figuras 19a e 19b). Vale
ressaltar que tanto a celulose quanto a nanocelulose apresentaram altas
temperaturas de degradacao. Do ponto de vista industrial, altas temperaturas
de degradacdo térmica sdo uma vantagem, pois a maior parte dos
processamentos utiliza altas temperaturas, principalmente no setor de
embalagens de alimentos. Portanto, essas matérias-primas (celulose e
nanocelulose) obtidas da erva-mate apresentam potencial como agente de

refor¢co de bases organicas para matrizes poliméricas.
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Figura 19- Analise termogravimétrica (TGA) (a) e sua primeira derivado (DTG)

(b) da erva-mate, celulose e nanocelulose de erva-mate.

3.1.4 Morfologia da nanocelulose

A nanocelulose foi obtida com sucesso a partir da hidrélise &cida da
celulose da erva-mate, como observado pelas imagens TEM (Figura 20). A
morfologia é tipica de celulose nanocristalina, as quais sao caracterizadas
como regides que crescem sob condicbes controladas de hidrélise acida

(DUFRESNE, 2013; DASH, LI e RAGAUSKAS, 2012).
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Figura 20- Morfologia da nanocelulose de erva-mate.

No entanto, a morfologia celulose nanocristalina depende da fonte de
celulose e das condi¢des de hidrélise. Segundo Grishkewich et al. (2019), a
nanocelulose pode ser produzida usando vérios acidos, que influenciam sua
estabilidade coloidal. Ao usar acido sulfarico, como € o caso do presente
estudo, é produzida nanocelulose com cargas negativas em sua superficie, o
gue induz repulsédo eletrostatica, produzindo uma disperséo coloidal altamente
estavel. De acordo com Kargarzadeh et al., (2018), o uso de nanocelulose na
producéo de aerogel tem sido promissor, uma vez que a nanocelulose, impacta
na morfologia de aerogéis, ajudando na formacdo de rede porosa e

emaranhados de cadeia.

3.2 Caracterizacao dos aerogéis bioativos

3.2.1 Morfologia

A analise por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) auxilia na
caracterizar e visualizacdo de compositos celulésicos. A adicdo desses
materiais pode afetar a resisténcia geral e as propriedades de um determinado
composito (KRISHNAMACHARI, HASHAIKEH e TINER, 2011). A estrutura
interna dos aerogéis preparados a partir das trés diferentes formulagdes,

conforme listado na Tabela 1, foi analisada por MEV (Figura 20b-d).
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Figura 21- Morfologia dos aerogéis com PVA (b), PVA e celululose (c) e PVA,

celululose / nanocelulose (d).

Foi observado um emaranhado de materiais celulésicos nas matrizes
poliméricas (Figura 21 a-c). Em geral, os aerogéis apresentaram estrutura
homogénea, sem separacdo das fases poliméricas e com morfologias
semelhantes a outros estudos de nosso grupo de pesquisa relatados na
literatura (OLIVEIRA et al., 2017; 2019a; 2019b). No entanto, ao observar os
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aerogeéis individualmente, sdo observadas alguma diferencas. No aerogel do
PVA puro, foi observada uma estrutura mais compacta e, consequentemente,
menos porosa (Figura 21a). Nos aerogéis elaborados com PVA e celulose
(Figura 21b) e PVA/ celulose / nanocelulose (Figura 21c), foram observadas
estruturas de rede tridimensional, interconectadas, e mais porosas. Porém
aerogeéis com PVA/celulose/nanocelulose apresentaram rede tridimensional

mais organizada quando comparados aos demais (Figuras 21 a,b,c).

Segundo Esquivel-Castro et al. (2018), a estrutura do aerogel com
materiais celuldsicos € tipicamente uma rede porosa de orientacdo aleatoria
gue é afetada pela combinacdo de sua matéria-prima. Os mesmos autores
indicam que a morfologia é um fator que influencia a cinética de liberacdo de
compostos. Na literatura, estudos mostram que a incorporacdo de
nanocelulose na matriz de aerogel promove melhorias na capacidade de
absorcdo de agua, uma vez que aerogéis com poros pequenos e
interconectados criam canais preferenciais que permitem o movimento da agua
através da matriz por capilaridade. Além disso, a incorporacdo de nanocelulose
na matriz de aerogel pode aumentar o numero de grupos hidrofilicos, o que
facilita a difusdo de liquidos na matriz de aerogel (SPAGNOL et al., 2012;
OLIVEIRA et al. 2017; 2019a; 2019b).

3.2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A andlise FT-IR foi realizada para avaliar a interagdo do EEM na matriz
dos aerogéis (Figura 22).

O espectro de EEM apresentou banda larga em torno de 3489 e 3100
cm™ (destacado em vermelho), que esta presente na mesma intensidade nos
aerogéis bioativos (Figura 22). Essa banda esta relacionada a contribuicdo das
vibracdes do estiramento O-H de diferentes sistemas quimicos, os quais sao
caracteristicos de extratos polifendlicos (GULLON et al., 2018; GRASEL,
FERRAO e WOLF, 2016; KUMAR et al., 2013). A regido em 1700-600 cm™
corresponde a regido “finger print” do EEM (GULLON et al., 2018), que foi
encontrada nos espectros de EEM e da mesma forma nos espectros dos

aerogéis bioativos. A banda em torno de 1172 cm™ que aparece no EEM e nos
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aerogeéis bioativos € atribuida ao estiramento de CO dos grupos éster e a
flexdo de C-OH presente em extratos aquosos de erva-mate (CHANG-BRAVO,
LOPEZ-CORDOBA e MARTINO, 2014). As semelhancas observadas entre as
bandas de EEM e os aerogéis bioativos sugerem que houve de fato a

incorporagdo de EEM na matriz de aerogéis.
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Figura 22- Espectros de FT-IR dos aerogéis com e sem bioativo. PVA: alcool

polivinilico; Cel: celulose; Nano: nanocelulose; EEM: extrato de erva-mate.

Em relacdo aos aerogéis sem adicdo de EEM (Figura 22), estes
apresentaram espectros de FT-IR tipicos de substratos celulésicos, com
bandas fortes em torno de 2900 cm™ e 1027 cm™, associados as vibracdes dos
C-H e C-1 Grupos O-C de unidades de glicose, respectivamente. Vale ressaltar
que a banda em torno de 2900 cm™, que aparece no puro PVA, também
aparece sucintamente deslocada para um comprimento de onda mais baixo
(cerca de 2885 cm™) nos aerogéis, o que, de acordo com Trovatti et al., (2018),

indica menores interacdes hidrofilicas entre celulose e PVA.



Intensidade (u.a)

76
3.2.3 Cristalinidade relativa (CR)

A cristalinidade relativa (CR) € um parametro fortemente associado as
propriedades fisico-quimicas dos aerogéis de celulose, como estabilidade
térmica, capacidade de dissolucdo e higroscopicidade (WAN et al., 2019). Por
esse motivo, 0s aerogeéis bioativos elaborados no presente estudo foram

caracterizados através de seu padréo de difracdo de raios-X e CR (Figura 23).
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Figura 23- Padréo de difracdo de raios X dos aerogéis com e sem bioativo (A).
Padrdo de difracdo de raios X do EEM (B). CR: cristalinidade relativa; PVA:
alcool polivinilico; Cel: celulose; Nano: nanocelulose; EEM: extrato de erva-
mate.

O padréo de difracdo de raios-X dos aerogéis de PVA puro e PVA com
EEM apresentou um pico caracteristico em 20,2°, o que ndo € observado no
difratograma dos aerogéis de celulose e nanocelulose. Em relacdo ao padréo

de difracdo dos aerogéis bioativos da celulose e celulose/nanocelulose, estes
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apresentaram trés picos em torno de 16,4°, 22,7° e 34,5° correspondentes aos
planos (101), (002) e (040), caracteristicos da celulose tipo I (WAN et al.,
2018), conforme discutido para as matérias-primas na secao 3.1.2.

Os aerogéis bioativos apresentaram menores valores de CR gquando
comparados aos aerogeéis com celulose e nanocelulose sem adicdo de EEM, o
gue pode estar associado baixa cristalinidade relativa do EEM (22,6%). O
contrario foi observado no caso de aerogel bioativo elaborado apenas com PVA
e EEM, isso pode estar associado ao fato de que o PVA é um tipo de polimero
hidrofilico sintético que pode gerar um aerogel fisico por ciclos de
congelamento e descongelamento devido a formacéo de cristalitos, atuando
em sinergia com o EEM e favorecendo o aumento da cristalinidade.

No entanto, é importante notar que todas as formulagbes de aerogéis
com celulose ou celulose/nanocelulose apresentaram valores de CR mais altos
guando comparados aos aerogéis feitos com PVA puro (Figura 23). De acordo
com outros estudos, os aerogéis adicionados de material celulésico mostraram
um aumento na cristalinidade relativa, que consequentemente altera as
propriedades de absorcao e liberacdo de compostos (OLIVEIRA et al., 2019a;
2019b). De acordo com Wan et al. (2019), as matérias-primas utilizadas na
preparacdo de aerogéis tém um efeito significativo sobre as macro/micro-
performances, e é fundamental estudar as propriedades fisico-quimicas das

matérias-primas antes de preparar 0s aerogeéis.

3.2.4 Analise térmica

A estabilidade térmica dos aerogéis é apresentada na Figura 24a. Para
determinar as temperaturas de decomposicao térmica, foi realizada a curva de
primeira derivada (DTG) (Figura 24b). Essas analises sao tipicamente usadas
para o estudo da estabilidade térmica de aerogéis (WAN et al., 2019).

O termograma do EEM apresentou a primeira regido de degradacao
térmica, em torno de 200 °C, o que segundo Jaramillo et al. (2016), esta
associado a degradacdo de compostos de baixo peso molecular do EEM. A
segunda regido em torno de 330 °C é atribuida a degradagdo de compostos
com caracteristicas mais complexas, como os derivados da lignina (ARRIETA
et al., 2018; GULLON et al., 2018). Em relac&o aos termogramas de aerogel,

observou-se que os picos de degradacdo térmica sdo semelhantes as suas
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respectivas matérias-primas, mas em geral apresentou degradacéo térmica em
torno de 350 °C para os aerogéis de celulose ou celulose / nanocelulose com e

sem EEM o que pode ser associado a pir6lise da celulose (WAN et al., 2019).
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Figura 24- Analise termogravimeétrica (TGA) (a) primeira derivada (DTG) (b) dos
aerogéis com e sem bioativos. PVA: alcool polivinilico; Cel: celulose; Nano:
nanocelulose; EEM: extrato de erva-mate.

Os aerogéis bioativos contendo EEM apresentaram menores
temperaturas de degradacdo térmica quando comparados aos aerogéis sem a
adicdo de EEM (Figura 24). Mesmo assim, é possivel sugerir que a matriz dos
aerogéis oferece protecdo contra a degradacdo térmica em temperaturas
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abaixo de 200 °C, uma vez que o EEM, quando analisado sozinho, tem seu

inicio de degradacéo a 180 °C.
3.2.5 Capacidade de absorcéo de 4gua

A capacidade de absorcdo de agua dos aerogéis foi analisada para
verificar como 0s aerogéis atuam como absorvedores de agua apos 24 horas
(Figura 25). A capacidade de absorcdo apos 24 h de imersdo em agua dos
aerogeéis feitos com PVA puro foi de 422,0%, correspondendo ao menor valor
guando comparado aos aerogéis com celulose e com cellulose/nanocelulose
gue apresentaram capacidade de absorcdo de agua de 1319,3% e 1870,5%,
respectivamente (Figura 25) Os aerogéis sao conhecidos por suas baixas
densidades e alta area superficial, o que Ihes confere alta capacidade de
absorcao (Ml et al., 2018).
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Figura 25- Absorcdo de agua de aerogéis preparados com PVA, PVA e

celulose e PVA e celulose / nanocelulose.

A maior capacidade de absorcdo de 4gua dos aerogéis elaborados com
celulose e celulose/nanocelulose pode estar relacionada ao fato de os aerogeéis

celulésicos apresentarem uma grande area superficial e alta porosidade, que
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contribuem para a capacidade de carga de moléculas bioativas e alta
capacidade de absorcao (WAN et al., 2019). A capacidade de absorcdo dos
aerogéis estd associada a uma estrutura 3D porosa que fornece canais de
permeabilidade e absor¢céo de agua (ESQUIVEL-CASTRO et al., 2019).

Além disso, € possivel sugerir que 0s aerogéis com
celulose/nanocelulose tenham suas redes de microestrutura de poros mais
abertas, que podem absorver mais agua, como pode ser visto nas imagens
SEM (Figura 21 a-c). Assim, 0s aerogeis mantém sua integridade intacta por
mais tempo, devido a um ligeiro aumento na hidrofobicidade, o que
consequentemente pode permitir a absorcdo de agua através dos capilares
formados (MADYAN e FAN, 2019).

Por outro lado, a menor capacidade de absor¢cdo de agua do aerogel
feito com PVA puro (Figura 25) pode estar relacionada ao fato de que, quando
em contato com a agua, suas estruturas fracas de rede colapsam e,
consequentemente, absorvem menos agua. A partir desses resultados, é
possivel sugerir que os aerogéis elaborados no presente estudo apresentam
potencial como absorvedores de umidade para uso em embalagens de
alimentos. Além disso, € importante enfatizar que a adicdo de celulose e
principalmente de nanocelulose de erva-mate em aerogéis teve uma influéncia

positiva na absorcao de agua.

3.2.6 Atividade antioxidante dos aerogéis bioativos

Para verificar a bioatividade dos aerogéis, foi realizada a andlise da
atividade antioxidante (Figura 26). Apesar da diminuicdo da atividade
antioxidante nos aerogéis bioativos em relacdo ao EEM puro, o processo de
obtencdo dos aerogéis, ou seja, a reticulagdo fisica (congelamento-
descongelamento) e o processo de liofilizacdo ndo foram capazes de causar
danos ao atividade antioxidante dos extratos.

De acordo com Gullon et al. (2018), os produtos de erva-mate s&o
compostos predominantemente de compostos polifenélicos, xantinas,
alcaldides, saponinas de flavondides, polissacarideos, proteinas, minerais e
vitaminas. Como a erva-mate possui uma composi¢ao rica nestes compostos,

estudos atribuem o consumo de erva-mate a uma possibilidade efetiva de



81

fornecer antioxidantes com acg&o contra os radicais livres (DE MEJIA et al.,
2010).

Portanto, € possivel sugerir que o EEM carregado em matrizes
poliméricas, como nos aerogeéis celuldsicos, apresenta grande potencial para a
formulagdo de nutracéuticos e conservantes de alimentos uma vez que esses

mantém sua atividade antioxidante.
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Figura 26- Atividade antioxidante do EEM e dos aerogéis bioativos. EEM:
extrato de erva-mate; PVA: A&lcool polivinilico; Cel: celulose; Nano:
nanocelulose.

3.2.7 Liberacao in vitro de EEM a partir de aerogéis bioativos

O perfil de liberacdo do EEM foi avaliado nos meios simulantes de
alimentos hidrofilicos (10% de etanol) e alimentos hidrofébicos (etanol de 50%),
conforme mostrado nas Figuras 26a-b, respectivamente. Nos dois meios, 0
EEM foi liberado da matriz dos aerogéis de celulose e celulose/nanocelulose de
forma lenta e gradual. Entretanto, os aerogéis elaborados somente com PVA
nao mantiveram sua estrutura nos meios com 10% e 50% de etanol,
promovendo uma répida liberacdo do composto bioativo.

No meio simulante de alimentos hidrofilicos (etanol a 10%, Figura 26a),
0 aerogel com celulose/nanocelulose apresentou melhores caracteristicas de
liberacdo global, além de manter sua estrutura por aproximadamente 50 h,
liberando lentamente o EEM de sua matriz.
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Figura 27- Liberacéo in vitro de EEM a partir de aerogéis em meios simulantes
de alimentos hidrofilicos (a) e hidrofébicos (b). EEM: extrato de erva-mate;
PVA: &lcool polivinilico; Cel: celulose; Nano: nanocelulose.
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Por outro lado, o aerogel com celulose apresentou melhor cinética de
liberacdo no meio simulante de alimentos hidrofébicos (etanol a 50%, Figura
26b). A area superficial especifica € um dos parametros mais importantes que
controlam a taxa de dissolucdo dos compostos e sua absor¢cdo. Como os
aerogeis possuem uma extensa area de superficie, espera-se que 0 composto
carregado em sua matriz apresente propriedades de liberacéo lenta e gradual,
0 que € interessante na preservacao de alimentos e no mecanismo de uma
embalagem ativa.

De acordo com Dai et al. (2018), em aerogéis com carater hidrofilico, ha
uma rapida taxa de liberacdo de compostos (como pode ser observado no
aerogeis feitos somente com PVA), principalmente devido ao colapso de sua
estrutura em solucao aquosa devido a tensao gerada dentro do poros.

Em contraste, os aerogéis hidrofébicos tém uma taxa de liberacdo mais
lenta. Segundo Bora et al. (2018), a sele¢cdo do material de encapsulamento é
de grande importancia para uma liberacdo adequada e segura do material do
nucleo na matriz alimentar. Além disso, é necessario selecionar o biomaterial
apropriado para facilitar a liberagdo em diferentes sistemas alimentares e
realizar a atividade biol6gica esperada.

Vale ressaltar que os aerogéis reforcados com celulose de erva-mate e
nanocelulose, apesar de apresentarem diferentes cinéticas de liberacdo nos
diferentes meios simulantes de alimentos, apresentaram liberacdo lenta e
gradual, principalmente quando comparados aos aerogéis elaborados somente
com PVA. Portanto, aerogéis de celulose e nanocelulose de erva-mate
mostraram grande potencial para serem utilizados como veiculo de entrega de

EEM em embalagens de alimentos.

4. Concluséao

A partir da erva-mate, foi possivel obter celulose e nanocelulose por
hidrélise &cida. Os materiais celulésicos obtidos no presente estudo
apresentaram alta cristalinidade e alta temperatura de degradacdo, o que se
mostrou favoravel a aplicacdo em uma matriz polimérica, como os aerogéis.
Aerogéis preparados a partir de celulose e nanocelulose de erva-mate

apresentaram alta capacidade de absorcdo o qual € um parametro essencial
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para a aplicacdo como absorvedores de dgua em embalagens de alimentos.
Alem disso, aerogéis de celulose e nanocelulose, quando adicionados ao
composto bioativo (EEM), apresentaram alta atividade antioxidante e liberagéo
gradual de compostos em meios simulantes de alimentos hidrofilicos e
hidrofobicos.

Aerogéis de celulose de erva-mate sdo mais indicados como matriz de
liberagdo do EEM para alimentos hidrofébicos, enquanto aerogéis de
nanocelulose de erva-mate sdo mais indicados como matriz de liberacdo de
EEM para alimentos hidrofilicos. O presente estudo, além de contribuir com
dados quantitativos e qualitativos para pesquisas no campo de materiais
celulésicos de fonte organica, apresentou dados para as areas de preservacao

de alimentos e embalagens ativas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foram elaborados aerogeis bioativos a partir da
valorizacdo de duas matérias primas: algas Gelidium sesquipedale e erva-
mate. Foi possivel verificar que os materiais celuldsicos extraidos das
diferentes fontes apesar de apresentarem caracteristicas morfolégicas e de
cristalinidade diferentes, quando incorporado na matriz dos aerogeis
promoveram melhoras nas propriedades de absorcédo e de liberacdo de
compostos bioativos. Também foi verificado que os diferentes extratos
apresentaram propriedades de interesse para aplicacbes na éarea de
conservacdao de alimentos, apresentando potencial para utilizagdo como
aditivos em alimentos.

Como trabalho futuro, devido a potencialidade para utilizacdo em em
embalagens de alimentos, seguere-se a aplicagdo in situ dos aerogeis bioativos

na COI’]SGTV&Q&O de carnes.
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