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RESUMO

EXTRACAO SUPERCRITICA PARA OBTENCAO DE COMPOSTOS
QUIMICOS ANTIOXIDANTES A PARTIR DA CASCA DE Acacia mearnsii De
wild.

AUTORA: Camila Berger
ORIENTADOR: Darci Alberto Gatto

Processos de extracdo de menor impacto ambiental e maior eficiéncia, aliados ao conceito da
bioeconomia, vém sendo estudados e aprimorados para a geracdo de compostos de alto valor
biologico. Como ¢ o caso da extracdo por gas carbonico supercritico que pode ser utilizada
como método de extragdo seletivo de compostos de interesse. Compostos esses, como 0s
fenolicos, que atualmente tem aplicagdes desde area farmacologica e alimenticia, até materiais
avangados, como filmes anti-UV e de alta capacidade antioxidante. Métodos de extracao
convencionais tém sido empregados, porém além do tempo de extragdo ser alto, certos
compostos de interesse podem ndo ser extraidos totalmente ou degradados no processo, o que
dificulta também a caracterizagdo quimica e potencialidade. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi aliar a extragdo por gas carbonico supercritico potencializado com etanol e dgua,
com o intuito de melhorar o extrato advindo das cascas de acécia negra (Acacia mearnsii)
quanto a compostos antioxidantes, fendlicos e taninos condensados. Assim como objetivou-se
a aplicagdo deste extrato na producdo de materiais mais especificos, como filmes a base de
nanocelulose como potencial agente antioxidante. Os extratos de taninos em pd foram
caracterizados por espectroscopia no infravermelho, atividade antioxidante, conteudo de
fenolicos e taninos. A eficacia e potencialidade do extrato de mimosa foi avaliada nos filmes
através de suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas. A extracdo por gas carbonico
supercritico e etanol proporcionou diminui¢ao do tempo de extragdo e aumento da concentragao
de fendlicos e tanino condensado em relag@o a extracdo industrial. Bem como, temperatura e
consumo de solventes foram menores. A fragdo com agua, utilizada como comparativo,
apresentou maior rendimento de extragdo, ja a fracdo com etanol maior capacidade
antioxidante. Esses resultados mostram-se promissores na obtencdo de compostos de alta
capacidade antioxidante, conteudo de fendlicos e taninos condensados em atmosfera sob
pressdo, auséncia de luz e oxigénio em curto periodo de tempo e baixo consumo de solvente. A
fracdo com agua foi utilizada como agente antioxidante na formulag¢do de filmes a base de
nanocelulose e alginato. O extrato advindo da extragdo supercritica diminuiu a hidrofilicidade
desses filmes e pouco influenciou na resisténcia a tracao (87 MPa). O alginato influenciou
positivamente na matriz nanoceluldsica conferindo maior resisténcia, porém aumentou a
hidrofilicidade dos filmes. Contudo, os filmes produzidos apresentaram potenciais
caracteristicas e propriedades para aplicagdes como filmes ativos para embalagens temporarias,
visando aumento no tempo de prateleira de alimentos secos e em embalagens de produtos
farmacéuticos sensiveis a luz.

Palavras-chave: Gés Carbonico Supercritico. Polifendlicos. Atividade Antioxidante. Filmes
Ativos.



ABSTRACT

SUPERCRITICAL EXTRACTION OF ANTIOXIDANT COMPOUNDS FROM Acacia
mearnsii De Wild. BARKS

AUTHOR: Camila Berger
ADVISOR: Darci Alberto Gatto

Low environmental impact extraction process aligned to bioeconomy concepts have been
recently applied to obtain high biological value products. One of them is supercritical carbon
dioxide extraction, which can be used as a selective extraction method or as a pre-treatment for
a wide range of analytes, such as phenolics. Phenolics are applied in the pharmacological and
food industry, as well as recently in advanced materials field, such as biofilms, due to high
antioxidant capacity and anti UV capacity. Conventional extraction methods have been used
however, the extraction time is high and some interesting compounds may not be fully extracted
or degraded in the process, which also makes chemical characterization difficult. So, the aim
of this work was applying supercritical carbon dioxide extraction method aligned with ethanol
and water to enhance Acacia mearnsii (black wattle or mimosa) bark extract regards to
antioxidants, phenolic and condensed tannins compounds. Mimosa extract was incorporate as
potential antioxidant agent in the production of more specific materials such as nanocellulose-
based films. The tannin powder extracts were characterized by infrared spectroscopy,
antioxidant activity, phenolic and tannin content. The effectiveness and potential of mimosa
extract on films was evaluated through physical, chemical, thermal and mechanical properties.
The extraction by supercritical carbon dioxide and ethanol resulted in decreased extraction time
and increased concentration of phenolics and condensed tannin compared to industrial
extraction. The water fraction extract used as a reference showed a higher extraction yield,
while the ethanol fraction presented a higher antioxidant activity. Demonstrating promising
results to extract high antioxidant compounds, phenolics and condensed tannins under pressure
atmosphere with absence of light and oxygen. The water fraction was incorporate as antioxidant
agent in the formulation of natural films based on nanocellulose and alginate. The supercritical
extract decreased the hydrophilicity of these films and the tensile strength was not significantly
affected (87 MPa). The alginate provided greater strength, but also increased hydrophilicity.
Nanocellulose based supercritical tannin films showed potential characteristics and properties
for applications as active films for temporary packaging to increase shelf life of dry foods or
pharmaceutical light sensitive products.

Keywords: Supercritical Carbon Dioxide. Polyphenolics. Antioxidant Activity. Biofilms.
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1 APRESENTACAO

A tese foi elaborada na forma de artigos cientificos com o objetivo de destacar as
principais contribui¢des sobre a pesquisa e facilitar melhor compreensao do trabalho pelo leitor.
A tese tem como principais contribuicdes o aprofundamento cientifico sobre o tanino
condensado obtido de biomassa renovavel e abundante a partir de método de menor impacto

ambiental e sobre a aplicagcdo e comportamento do mesmo em filmes de nanocelulose.

O Artigo 1 foi abordada a otimizacdo ponto a ponto dos pardmetros do processo de extragao
por gas carbOnico supercritico e etanol para extrair compostos quimicos antioxidantes
utilizando etanol as cascas de Acacia mearnsii. Posteriormente a dgua foi utilizada como co-
solvente para conjuntamente avaliar a eficacia deste método quanto ao rendimento da extragao,
bem como na extracdo de compostos quimicos de alta capacidade antioxidante. Objetiva-se a
maxima eficiéncia e qualidade a partir desta biomassa, a fim de encontrar extratos potenciais

para diversas areas de aplicacdes na area farmacologica, cosmética e de embalagens ativas.

O Artigo 2 utilizou-se entdo o extrato advindo da extragdo por gas carbonico supercritico e
agua na producdo de filmes a base nanocelulose com o objetivo de encontrar filmes potenciais
para serem substitutos de filmes utilizados em embalagens ndo sustentaveis. Estudou-se a
influéncia da incorporagdo de um extrato de tanino diferenciado como agente antioxidante nas
caracteristicas funcionais desses filmes, bem como nas propriedades fisicas, térmicas e

mecanicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Compostos fendlicos obtidos a partir de diferentes tipos de biomassa vém sendo
utilizados cada vez mais pelas industrias farmacéuticas, quimicas e alimenticias devido a suas
propriedades antioxidantes. A exemplo disso, a extragcdo de taninos (compostos fenolicos) a
partir de cascas de acacia negra tem recebido grande interesse devido a sua abundancia, baixo
custo e multifuncionalidade. Contudo, alguns processos de extragdo comumente utilizados
demandam tempo e acabam reduzindo essa capacidade antioxidante, o que poderia ser evitado
com a extragdo por didxido de carbono supercritico. Uma vez que, na mesma a extra¢ao ocorre
em extrator selado sem a presenca de luz e oxigénio, diminuindo assim reagdes de degradacgao
(FARIAS-CAMPOMANES et al. 2015). Além disso, é possivel obter altos rendimentos de
extracdao em curtos periodos de tempo aliado a alta qualidade dos extratos por também permitir
trabalhar com temperaturas amenas, reduzindo assim a degradacdo de compostos
termossensiveis (JAHROMI et al. 2019).

A extracdo de compostos organicos de interesse por meio de fluidos supercritico, pode
ser aplicada com foco em isolar certo componente quimico dotado de propriedades com alto
valor comercial, mas também para remover componentes indesejaveis dessa matéria-prima.
Comumente ¢ utilizada na extragcdo da cafeina do café¢ e ché, e mais recentemente na remog¢ao
de impurezas ou até mesmo extracdo de polimeros (CALGARO et al., 2017; ICEN; GURU,
2009; KIRAN; BRENNECKE, 1992). Atualmente dentre os fluidos supercriticos, o didéxido de
carbono (CO2) vem sendo bastante utilizado na extracdo de substincias com significativa
capacidade antioxidante compostos de fendlicos e taninos, a partir de diversas partes de plantas
e residuos agroindustriais (MANJARE; DHINGRA, 2019), por exemplo desde madeira a
cascas (OSTOLSKI et al. 2021), resinas (REIS et al. 2020) e folhas (LEY VA-JIMENEZ et al.
2020). Trata-se de um fluido de relativa abundancia, baixo pre¢o e que propriedades entre
liquidos e gases em condi¢des supercriticas (DESIMONE, 2002). Condigdes essas em que
temperatura e pressao estdo acima dos pontos criticos do solvente, no caso do CO; a pressado e
temperatura critica minima ¢ 73 bar e 31°C, respectivamente. Em outras palavras, apresenta
densidade proxima a dos liquidos, viscosidade proxima a dos gases e coeficiente de difusao
relativamente alto (AL JITAN; ALKHOORI; YOUSEEF, 2018). Variando pressao e temperatura
¢ possivel variar a densidade do fluido e assim a solubilidade dos compostos de interesse (RAD;
SABET; VARAMINIAN, 2019). Somado a isso, a difusividade dos solutos em fluidos

supercriticos € maior do que nos liquidos o que facilita o transporte de massa do material em
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estudo (JESSOP e LEITNER, 1999).

A extragdo supercritica consiste basicamente de um cilindro geralmente de CO», de uma
bomba de pressdo com controle pra transportar o solvente até o vaso extrator (ou reator) e
regular a pressdo, um aquecedor que permite controlar a temperatura de extracdo e um
recipiente coletor da amostra e ainda pode haver uma bomba para transferéncia de cossolventes.
A extragdo pode ocorrer de maneira dindmica, ou seja, hd um fluxo continuo do solvente e/ou
do cossolvente sobre o material ou estatica (CHAVES et al. 2020). Cossolventes como o etanol
ou a dgua sdo empregados no processo para aumentar a solubilidade de compostos fendlicos,
uma vez que o CO; ¢ apolar. Esses cossolventes juntamente com o CO; como solvente sido
considerados ambientalmente corretos, o que torna a extragdo supercritica uma alternativa de
menor impacto ambiental. Ainda, o CO2 pode ser reutilizado no processo, ¢ atdxico, nao
inflamavel, inerte e barato (ZHOU et al. 2021).

O custo de instalagdo da extragdo supercritica ¢ alto, o que pode ser atenuado quando a
mesma ¢ integrada a uma biorrefinaria, aliando a reutilizacdo do CO, com matérias-primas
baratas (CHAI et al. 2021). Biomassas abundantes e de baixo custo para a obtencao de produtos
de maior qualidade tornam-se interessantes fontes de matéria-prima para serem maximizadas
utilizando a extracdo supercritica. Como € o caso das cascas de acécia negra (Acacia mearnsii),
em que poderiam ser utilizadas pra obtencdo de compostos fendlicos de alta capacidade
antioxidante através deste método de extracdo. No Brasil e no mundo, a extragdo industrial
desses compostos, ocorre em séries de autoclaves que utilizam agua em contra-corrente como
solvente sob acdo controlada de calor e baixa pressdo, durante um periodo pré-determinado
(PIZZI 1994). Portanto no processo ¢ aplicado grande volume de dgua e consumo de tempo
para obten¢do do extrato industrial concentrado a ser comercializado (na forma de po), o que
poderia ser evitado com o emprego da extragdo supercritica. Uma vez que, a mesma tem
mostrado eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos a rendimentos e periodos de tempo
interessantes aliado a alta qualidade dos extratos (SONG et al. 2018).

A extracdo supercritica poderia ser uma alternativa mais eficiente € com menor impacto
ambiental na extracdo de compostos fendlicos e taninos condensados, pois ja sdo relatadas
propriedades notaveis, como alta capacidade antioxidante (MISSIO et al., 2017; REIS et al.
2020), antimicrobiana e anticarcinogénica (SAMPATHKUMAR; KHACHATOURIANS;
KORBER, 2006). Os taninos sdo compostos polifenolicos naturais, soliveis em agua,
conhecidos também como proantocianidinas, formados por unidades de flavondides,

principalmente flavan—3—ols de alto peso molecular (LEE; SCHWARTZ, 2006; RICHARDS,
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2006; SIDHU; AL-ZENKI, 2006), os quais interagem e precipitam proteinas (HAGERMAN,
2002). Sao industrialmente comercializados, por exemplo, como agente base de adesivos
madeireiros, tanagem do couro, agente floculante para tratamento de aguas e efluentes. Esse
tipo de extrato apresentando em sua maior composi¢do taninos condensados e outros
precursores fenolicos (VENTER et al., 2012). Além de apresentar acucares, dcidos organicos,
hidrocoléides e materiais inorganicos (ARBENZ; AVEROUS, 2015).

Devido a elevada variedade quimica do extrato da casca de mimosa e dificuldade de sua
caracterizacdo, diferentes técnicas de extragdo e posterior fracionamento ou purificacdo vem
sendo utilizadas para aprofundar o conhecimento sobre o extrato, além de definir aprimorar
aplicagdes de uso como por meio de métodos cromatograficos (XIONG et al., 2017) e extracao
solido-liquido (MISSIO et al., 2017; SEPPERER et al. 2019). De fato, ¢ possivel melhor
caracteriza¢ao analitica do respectivo extrato, embora seja necessario a utilizagao de variadas
técnicas, solventes, reagentes e processos em diferentes niveis de complexidade. J& os dois
ultimos envolvem uma purificagdo do extrato de acordo com o solvente, embora maior demanda
de tempo e solventes, bem como solventes organicos inflamaveis e com algum grau de toxidade
seja necessario.

A extragdo por gas carbOnico supercritico utilizando 4gua como cossolvente ja foi
realizada pela primeira vez em outro estudo (PANSERA et al. 2004). No entanto, sem o
aprofundamento necessario da caracterizagdo analitica dos extratos para conhecer e direcionar
os mesmos com maior propriedade, como por exemplo: conteudo de fenolicos totais, atividade
antioxidante e peso molecular. Outros métodos como extracao por agua pressurizada (EAP) e
extracdo assistida por micro-ondas (EAM) que também requerem alto investimento, além da
extragdo assistida por ultrassom (EAU) que ¢ uma técnica barata (HOYOS-MARTINEZ et al.
2018) ndo foram testadas neste trabalho. As duas primeiras principalmente por também
apresentarem alto custo de implementacao assim como a extragdo supercritica. A EAP trabalha
com altas temperaturas, a partir da temperatura de ebulicdo da agua (ERSAN et al. 2018), o que
pode causar degradacdo dos polifendis presentes no extrato. Bem como a EAM, que mesmo
baixa a degradacgdo de taninos condensados ainda assim acaba ocorrendo (RHAZI et al. 2019).
Ja a EAU que ¢ uma técnica mais barata que as demais como desvantagens a falta de adequado
controle da poténcia e variagdo do efeito das ondas ultra-som conforme a posi¢do do material
dentro do banho (CARREITA-CASALIS et al. 2021).

De todo modo, o custo da extragdo supercritica pode ser minimizado e ¢ um método que

durante a extragdo ndo apresenta a influéncia da luz e oxigénio, além de permitir trabalhar com
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temperaturas amenas. Assim, a degradacdo de compostos fenolicos termo-sensiveis ¢
significativamente reduzida (CHAI et al. 2021). Além disso, h4 ainda muito o que ser explorado
no sentido de também conhecer o comportamento das caracteristicas peculiares do extrato de
mimosa, sob determinado meio para a geragao de produtos cada vez mais potencializados.
Produtos esses como filmes de nanocelulose para geracdo de embalagens ativas, que aliem
matérias-primas baratas, renovaveis a uma produ¢do de baixo impacto ambiental como a
extracdo supercritica do tanino. O extrato de mimosa funcionando como um agente antioxidante
e protetivo da matriz nanoceluldsica, natural e biodegradavel, para a formacdo de materiais
mais tecnologicos com multifuncionalidades.

A versatilidade da nanocelulose juntamente com um extrato de alta capacidade
antioxidante como ¢ o extrato de ac4cia negra, ambos advindos de fontes naturais e renovaveis,
vem sendo estudados como potenciais filmes substitutos de filmes sintéticos de baixa
biodegradabilidade e a base do petroleo (LI et al.2019; MISSIO et al. 2018). Uma vez que, o
extrato de mimosa pode conferir protecdo contra a oxidacdo causada pelos raios ultravioleta
(UV), bem como apresenta potencial antimicrobiano podendo melhorar a vida util de materiais
sensiveis a oxida¢do e a microorganismos. Além disso, apesar de o tanino apresentar coloragao
escura (marrom-avermelhada) através dos filmes resultantes quando em contato com algum
objeto ainda assim € possivel observa-lo (MISSIO et al. 2020; LI et al. 2019).

Embalagens ativas sdo materiais que apresentam componentes ou aditivos que
interagem com o alimento ou com o meio entorno do mesmo, além conferirem protecao externa,
para proporcionar aumento da vida Util e assim evitar o desperdicio de alimentos (VILELA et
al 2018). O objetivo ¢ aumentar a vida 1til do alimento ou manté-lo e at¢ mesmo melhoré-lo,
exemplo: 1) absorventes de umidade (carnes), sachés (capturam oxigénio residual como o
etileno); i) materiais que liberam substancias como antioxidantes; e também 1iii) aqueles que
ndo liberam substincias intencionalmente no alimento, ou seja, ficam imobilizados na
embalagem, protegendo o estado do alimento (embalagem antimicrobiana) (EU 2009). Além
das embalagens ativas existem as embalagens inteligentes e embalagens bioativas. A primeira
esta ligada a uma interacdo do alimento com a embalagem (sem liberar o aditivo ou substancia)
ou do entorno do mesmo para permitir o monitoramento da qualidade e seguranga, como por
exemplos indicadores de tempo e temperatura ou amadurecimento, entre outros (MAJID et al.
2018). Ja a segunda contempla a insercao controlada de compostos bioativos na embalagem ou
revestimento para dar funcionalidade ao alimento ou até mesmo absorver/capturar substancias

geradas pelo alimento ou presentes no mesmo (SALGADO et al. 2019).
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A incorporagdo de tanino condensado em matriz nanoceluldsica para formagao de filmes
funcionais ou embalagens ativas tem sido recentemente estudada (MISSIO et al. 2020)
resultando em filmes antioxidantes e com barreira UV. Porém, h4 ainda o que ser explorado
para entender melhor as interacdes entre esses polimeros (nanocelulose e tanino), bem como
melhora-las para a geracdo de materiais como filmes funcionais. A utilizacdo de extratos mais
“puros”, ou seja, que representem melhor o material de origem pode melhorar funcionalidades
como ag¢do antioxidante e foto-protetiva desses filmes. O que pode ser possivel utilizando o
extrato da acdcia a partir da extragdo por diéxido de carbono supercritico e dgua, em que o
rendimento de extragdo permite obter fragdes com maior concentragdo de tanino do que o
extrato industrial. Extratos de tanino condensado de acéacia tem sido fracionado para geragao de
materiais mais com caracteristicas quimicas mais definidas como baixo peso molecular e de
alta capacidade antioxidante (MISSIO et al. 2017) para incorporagdo em matriz nanocelulosica,
mas utilizando solventes toxicos como o acetato de etila (MISSIO et al. 2020).

Por outro lado, ja foram produzidos filmes nanoceluldsicos com extrato da inddstria
utilizando agua como solvente (MISSIO et al. 2018). No entanto, esse extrato pode apresentar
outros compostos indesejaveis em maior concentragdo do que um extrato fracionado
Compostos esses como agucares livres e gomas hidrocoloidais que podem representar até 25%
do extrato (SEPPERER e TONDI, 2018). A partir da maximiza¢do de uma biomassa renovavel,
abundante e barata através da extragdo supercritica para a formagao de produtos com maior
valor agregado variando dois solventes considerados ecoldgicos como a agua e etanol, esta
aliado aos principios da biorrefinaria. A fracdo soluvel em etanol poderia ser utilizada como
fonte de antioxidante assim como a fracdo solivel em 4gua, mas em aplicagcdes como filmes
ativos ou funcionais. Principalmente porque a d4gua ¢ um solvente mais barato, embora ambas
as fragdes possam ser utilizadas para esse fim.

Nesse contexto, a partir da extragcdo por didéxido de carbdnico supercritico € com a
variacdo dos pardmetros do processo buscou-se fracdes com maior reatividade da casca de
acacia. Bem como, aplicando-as como agente antioxidante na geracdo de bioprodutos com
como filmes ativos e temporarios. Visou-se aumentar a versatilidade e potencialidade do

produto final, com possibilidade de substitui¢do de filmes derivados do petréleo.

Hipoteses
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Extragdo utilizando dioxido de carbono supercritico e cossolventes mostra-se eficiente
como método de obtengdo de fragdes com alta capacidade antioxidante, alto contetido de
fendlicos e taninos condensados.

Incorporagdo de fragdo com alta capacidade antioxidante advinda da extragao
supercritica em matriz nanoceluldsica pra formagao de filmes ativos e temporarios como

substitutos a filmes sintéticos derivados do petrdleo.

Objetivo Geral

Verificar se a extracdo por didxido de carbono supercritico e cossolventes foi eficiente
na obtencdo de compostos quimicos antioxidantes, fendlicos e taninos condensados advindos
da casca de Acacia mearnsii De Wild. Além da incorporagdo de fragdo com alta capacidade
antioxidante a partir desta extragcdo na producdo e caracteriza¢do de filmes ativos a base de

celulose nanofibrilada.
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3 ARTIGO 1 - ENHANCING PHENOLIC COMPOUNDS FROM SUPERCRITICAL
CO; EXTRACTION FROM Acacia mearnsii De Wild. BARK

Abstract: Supercritical carbon dioxide extraction (ScCO2) has been studied to extract phenolic
compounds with high antioxidant capacity from renewable resources. Short time extraction,
low solvent consumption and higher yields are possible to obtain with this extraction method.
Extractives from biomasses as mimosa or black wattle (Acacia mearnsii) bark are known as
one of the highest phenolic compounds resources and so in the last decade has been
demonstrating promisor results for a wide range of new applications. So, this work performed
an optimization of supercritical carbon dioxide extraction along with ethanol mixtures to enrich
phenolic and condensed tannin compounds extracts from mimosa bark. Water was also used as
co-solvent with ScCOz, but with ethanol optimized process parameters as comparative. Soxhlet
extraction was also used as comparative. Supercritical carbon dioxide extraction along with
ethanol extracted higher total phenolic and tannin content at lowest temperature (50 °C) and
time (20 min) than Soxhlet and industrial extraction. Water was the best co-solvent regards to
yield extraction, which was also higher than industrial extraction (27%). ScCO2 and ethanol
extraction showed great results to extract high antioxidant compounds (76.4 mmol g!) at low
time, temperature and solvent consumption. Increasing pressure did not promote higher yields.
Temperature, solid-liquid ratio and time were more influent to enrich phenolic and condensed
tannin extracts.

Keywords: Polyphenols. Tannins. Antioxidant activity. Black wattle.

Introduction

In 2050 world's population will be around 10 billion and, as population increase, the
demand for food and durable goods will increase as well environmental impact upon natural
resources by petroleum-based products. Thus, green alternatives through extraction methods
and biomasses resources are highly important. Plant metabolites aligned to green chemistry is
one of these alternatives. Sustainable exploration of an abundant biomass, low price, and
renewable to extract condensed tannin is an opportunity to obtain phenolic compounds for food
antioxidants, pharmaceutical purposes and advanced materials. Antioxidants has a powerful
ability to prevent many diseases as obesity and diabetes (Fraga-Corral et al. 2020; Ogawa et al.
2018). Many techniques and methods have been used to efficiently extract antioxidants from
plant materials, one of the promisor alternative method is supercritical carbon dioxide
extraction (ScCQOy), which advantages were not clearly tested with mimosa barks (Acacia
mearnsii De Wild). And one of the promisor biomasses is mimosa or black wattle extracts,

which recently in Japan start to be commercially produced as nutritional supplement
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(ACAPOLIA®), due to remarkable antioxidant properties and safety for human consumption
(Yazaki 2015).

Tannins are plant secondary metabolites and are divided in two groups, hydrolysable
tannins, such as presented in oak and chestnut, and condensed tannins, as mimosa and
quebracho (Hagerman 2002). They are natural water-soluble polyphenolic compounds of high
antioxidant capacity and high molecular weight (Lee and Schwartz 2006; Richards 2006; Sidhu
and Al-Zenki 2006). Can be found in leaves, fruit peel, seeds, wood and bark tree. Due to high
amounts of condensed tannin and phenolics, mimosa bark extracts were mostly explored for
leather tanning, wood adhesives (Pizzi et al. 2018), flocculant agent in wastewater treatment
e.g., removal of dyes (Grenda et al. 2018) and heavy metals (Lugo et al. 2020), in advanced
materials as films (Missio et al. 2018), pharmacological purposes (Ali 2012) and highly
potential functional food component to suppress sugar and lipid uptake (Kusano et al. 2011).

Mimosa extract is composed mostly of proanthocyanidin oligomers of 5—deoxyflavan—
3—ol units, as robinetinidol and fisetinidol (Kusano et al. 2011), which can represent most of
industrial extract that also has sugars, organic acids, hydrocolloids and inorganic materials
(Arbenz and Avérous 2015). Fractionate and isolate plant extracts allows to characterize and
identify promising compounds as proanthocyanidins from mimosa bark extract by e.g.,
chromatography (Kusano et al. 2011). On the other hand, simple solid-liquid extraction
methods as Soxhlet (Missio et al. 2017; Sepperer et al. 2019) have been shown good alternatives
to purify mimosa extract. Purify a natural plant extract as mimosa bark with organic solvents
can improve a phenolic like product and then its applicability e.g., bioactive films and thermal
insulating tannin-based foams (Missio et al. 2018, 2020; Sepperer and Tondi 2018). However,
some drawbacks as expensiveness yet highly efficiency of the chromatography methods and
hours to obtain a separate tannin product for the latter, lead to finding other strategies. Mostly
to reduce time, solvent consumption and find more green solvents to extracts phenolics at least
with the same quality.

Indeed, tannin industrial extraction has economical advantage at the same time high
yields of mimosa extract are achieve. However, huge amounts of water are need to obtain an
enriched extract. Besides, industrial extract is mostly produced for adhesive and leather tanning
industry and just recently was explore for other applications. So, ScCO; extraction emerges as
potential method to obtain extracts with higher phenolic and tannin content and with economic
advantages to compensate high investment costs. Plus, when integrated to biorrefinary

concepts, CO; reutilization along with cheap raw materials and increase production capacity,
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cost of manufacturing can be reduced (Chai et al. 2021). Also, polyphenol degradation or
alterations by light and oxygen are avoided as this method perform without the presence of
these factors (Farias-Camponeses et al. 2015). So, it is possible provide optimum conditions for
polyphenol extraction.

Supercritical condition is achieved when temperature and pressure are above critical
points, for COz is 31 °C and 74 bar, respectively (Chaves et al. 2020). This phase has properties
from liquid and gas, low viscosity as in gases and high density as in liquids, but greater
diffusivity rates than organic solvents, which allows easy mass transport of the compounds
being extracted (Al Jitan et al. 2018; Capuzzo et al. 2013; Ceron-Martinez et al. 2021). At this
point, changing temperature and pressure density is modified as well dissolution power, so it is
possible to extract selectively target compounds with minimized degradation (Khaw et al.
2017). For example, literature have shown a wide range of natural substances extracted with
interesting yields as phenolics from leaves (Garmus et al. 2014), barks (Santos et al. 2012; De
Melo et al. 2014; Veggi et al. 2014) and agricultural residues, which was possible extract
selectively and efficiently proanthocyanidins and other antioxidants compounds (Da Porto et
al. 2014). The plant matrix is highly influent, great yields of tannins and other phenolics
compounds are possible through carbon dioxide extraction with high antioxidant properties
(Talmaciu et al. 2016) or even not aiming yields, it is possible selectively extract compounds
as lupenone (triterpenoid) than Soxhlet extraction (Rodrigues et al. 2021).

CO2 is a green solvent, non-flammable, non-toxic, odorless, cheap, easily extractable,
can be recycled and reused in the system, leaves no trace in the material being extract and also
has low critical conditions (Talmaciu et al. 2016). For extraction of polyphenolic compounds
there is the need of a polar solvent in the system, known as co-solvent, once CO; has non-polar
nature (Hoyos-Martinez et al. 2019). However, supercritical extraction with CO; can be realized
faster than traditional extraction process and possibly lower amount of organic solvent is
required to obtain high yields (Bogdanovic et al. 2016). Ethanol has been utilized as co-solvent
to extract phenolic compounds in supercritical extraction and others pressure systems (Cea
Pavez et al. 2019; Huaman-Castilla et al. 2019; Pilarova et al. 2019), once is able to increase
solvation power of the ScCO, (Uwineza and Waskiewicz 2020). Besides, is a greener solvent,
once has a renewable origin and low impact production (Tekin et al. 2018).

Due to huge amount of condensed tannins in mimosa bark, they are considered the most
abundantly extracted natural substances (Pizzi 2008). Although there is a study about mimosa

bark extraction through ScCO2 by Pansera et al (2004), they did not clearly explore this extract
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quality, which require several analytical characterizations to fulfill literature gaps. Thereby,
effectively exploitation through supercritical fluid extraction to obtain phenolic-rich extracts
from mimosa barks are needed for applications in high advanced materials as active packaging
and coating films and as food antioxidant resources. In this context, ScCO; and ethanol binary
mixture was performed to enhance phenolic compounds from mimosa bark. So, ScCO»
effectiveness was verified by total phenolic and condensed tannin content, FT-IR, and

antioxidant activity.

Material and methods

Raw materials

The mimosa barks (4. mearnsii) and industrial tannin were supplied by SETA S/A
industry (Estancia Velha, Brazil). After harvesting, tree barks were dry at mild temperature for
a few hours. Posteriorly, they were dried in an oven with forced air circulator at 35 °C for 24 h,
and they were milled with a cutting Wiley mill. Particles which pass through 40 and 60 mesh
screen (0.425 < @ < 0.250 mm) were utilized for phenolic extraction. Industrial tannin extract
was characterized regards to total phenolic and condensed tannin content, resulting in 773
mgGAE g ! and 680 mgCE g!, respectively.

Solvents and reagents were supplied by different places as: CO: (99.5%) (White
Martins, Brazil); ethanol (99.8%) (Exodo, Brazil); Folin-Ciocalteau reactant (Sigma—Aldrich,
Brazil); tetrahydrofuran (THF), 2,2'—Azobis (2 methylpropionamidine) dihydrochloride, gallic
acid and catechin (Sigma—Aldrich, USA); monobasic and dibasic potassium phosphate and

sodium carbonate (Synth, Brazil).

Soxhlet extraction

Soxhlet extraction was performed for comparison purposes. Mimosa bark powder were
extracted for 6 h with ethanol boiling temperature in a solid-liquid weight ratio of 1:20, 1:30
and 1:40. These solid-liquid concentrations were chosen based on total phenolic and condensed
tannin content of this work. Six replicates were performed for each extraction. The solvent from
soluble fractions were evaporated in a rotary evaporator and then dried in an oven at 70 °C until

constant mass. The yield was registered as in Eq. 1, beyond total phenolic and condensed tannin
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content were assessed. After that, best solid-liquid ratio to extract phenolic compounds were

used to study time effect in 2 and 4 h of extraction.

Me
- (= 1
v = () X 100 (1)
where Y is the yield extract [in %], Me, and Mb are the final mass of the extract, initial dry
mass of bark [in g], respectively.

Supercritical fluids extraction

The extractions were performed with CO» at supercritical conditions and ethanol as co-
solvent. Temperature (35, 40, 50, 60, 70, 80, and 90 °C), bark:ethanol ratio (g:mL, 1:10, 1:20,
1:30, and 1:40), pressure (75, 100 and 125 bar) and time (10, 20, 30 and 50 min) were evaluate,
based on others studies (Reisdorfer et al 2020; Argenta et al. 2017; Pansera et al. 2004).

The parameter process was chosen according to total phenolic content. First of all, the
initial extraction started with 20 minutes, 1:20 solid:liquid ratio and 75 bar pressure were fixed
while temperature varied. 20 min were chosen to start as a lower time than industrial process
and Soxhlet extraction. Solid:liquid of 1:20 were chosen from Soxhlet extraction for
comparison purposes. Finally, 75 bar were initially applied as a slightly higher pressure to CO»
become supercritical (73.8 bar) only to ensure supercritical condition. Nevertheless, the best
temperature was chosen according to phenolic content. After fix the best temperature, which
extracted higher phenolic concentration extract, solid:liquid ratio was varied, as the other
parameters were fixes. Same for the pressure and time.

Fig. 1 shows supercritical system used to extract phenolic and condensed tannin
compounds from mimosa bark under supercritical CO.. The extraction process starts with 2.0
g of mimosa bark powder and co-solvent ethanol loaded into a 304 stainless steel reactor of a
98 mL. The reactor is jacketed and connected to an oil heating bath (model Q213-22, Quimis)
allowing temperature control. The pressure was controlled through a high-pressure syringe
pump (model 500D, Teledyne ISCO), flow rate of CO> was fixed to 205 mL min~! to all the
experiments. At the end of extraction process, gas was separate from the ethanol-tannin
solution, which was collected in a flask. The extracts then were dried in an oven at 50 °C until

constant weight. Yield was calculated as Eq. 1.
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Fig. 1 Supercritical CO; extraction of mimosa barks and extract produced.

Total phenolic content (TPC)

The TPC was determined by Folin—Ciocalteau method (Chandra and Mejia 2004;
Missio et al. 2017). Briefly, 0.25 mL of 2N Folin—Ciocalteau reagent was added to 1 mL of
each sample (0.025 mg mL™!), which were mixed and kept in reaction for 5 min before 2 mL
of 20% sodium carbonate was added. After more 10 min stored the absorption was measured
with UV-visible spectrophotometer IL-592—LC (Kazuaki) at 730 nm. The TPC was expressed
in milligram equivalents of gallic acid per gram of extract (mgGAE g!) and the quantifications
was used the equation obtained with the standard gallic acid: y = 23.578x + 0.0164 (r = 0.9995).

For each sample three replicates were performed.

Total condensed tannin (TCT)

The TCT was determined by vanillin method (Morrison et al. 1995). Briefly, to each
sample (1 mL) at 0.95 mg mL~! was added 0.9 mL of methanol, 2.5 mL solution A (8.0 mL of
concentrated HCl in 100 mL methanol) and 2.5 mL of solution B (1.0 g of vanillin in 100 mL

methanol). The solution was kept in the immersion in a water bath (30 °C) for 20 min, after that
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absorbance at 500 nm was recorded. The TCT was expressed in milligram equivalents of
catechin per gram of extract (mgCE g!) and for the quantifications was used the equation
obtained with the standard: y =2.7107x + 0.0193 (r = 0.9977). This analysis was performed in

triplicate.

Infrared spectroscopy

Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total reflection (ATR-FTIR)
analysis of the tannin powders obtained from supercritical extraction and industrial tannin were
analyzed with a Shimadzu IRSpirit. The powders were laid on the diamond crystal surface of
the ATR device. The extracts spectra were recorded in the range of 4000-600 cm™ (resolution
of 4 cm™! and 32 scans). The area of the spectra was normalized and the baseline were corrected

to study the fingerprint region (between 1800 and 600 cm ™).

Antioxidant activity

The antioxidant activities of all extracts were determined using the oxygen radical
absorbance capacity (ORAC) method, using fluorescein as the fluorescent probe (Ou et al.
2001). Briefly, the reaction was carried out at 37 °C in 75 mM phosphate buffer (pH 7.4), and
the final assay mixture was 200 pL. Totally 25 pL of antioxidant (trolox or sample) and 150 pL
of fluorescein (81 nM, final concentration) were placed in the well of the black 96-well
microplates. The mixture was pre-incubated for 10 min at 37 °C. AAPH solution (25 pL; 152
mM) was added rapidly using a multichannel pipet. The plate was automatically shaken before
the first reading, and the fluorescence was recorded every minute for 90 min. For the
determination of the optimal extract concentration for analyze, preliminary tests were made
with known concentrations ranging from 0.5 to 25 mg L™! and the optimal concentration was
determined to be 0.5 mg L!. Fluorescence (Aexc = 485 nm and Aem = 528 nm) was measured
using a Hidex Sense plate reader (Hidex, Finland). The ORAC values were calculated by a
regression equation obtained with Trolox solutions (0—128 pM) and area under curve (AUC) of
the fluorescein decay. This analysis was performed in triplicate and were expressed as mmol of

Trolox equivalents (TE) per g of extract in dry weight.

Data analysis
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Homogeneity of variances and normality of the data were verified, after analysis of
variance (ANOVA) was performed. When the null hypothesis was rejected (p < 0.05), the mean

values were compared using the Fisher’s LSD test at 5% of probability of error.

Results and discussion

Solvent extraction

Solid-liquid extraction by Soxhlet Apparatus was performed (Fig. 2). First of all,
bark:ethanol ratio of 1:20, 1:30, and 1:40 for six hours was tested, Fig. 2b. After choose best
solid-liquid ratio regards to TPC time kinetics was studied, Fig. 2a. After 6 hours extraction all
solid-liquid ratio showed similar TPC (Fig 2b). Demonstrating that increasing ethanol amount
did not improve phenolic solubilization. However, 1:20 ratio was not enough to extract all
condensed tannin. Yield extraction was improved from 1:30 and did not significantly varied
with 1:40, as well regards to TPC and TCT. Thereby, 1:30 ratio was chosen as solubilized great
amount of phenolic and tannins at lower ethanol amount possible. After that, time effect was
studied for 2, 4 and 6 h extraction, Fig. 2a. As it is noticed, time can slightly improve yield
extraction, but total phenolic and tannin content decrease. Mimosa extract was exposed to high
temperature for long time (slightly above ethanol boiling point — 78.3 °C), which can cause
phenol degradation (Liu et al. 2007).

Phenolic and tannin content after 6 h decrease 12.5% and 5.3%, respectively, while yield
extraction increase 4.6%. Bark compounds are not only composed by condensed tannins and
phenolic monomers, but also of carbohydrates (as hemicelluloses) and inorganic compounds

(Bianchi et al 2015), which are also extracted and thus increase yield extraction.
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Fig. 2 Ethanol extracts of mimosa bark by soxhlet extraction: a, time effect; and b, solid-liquid
ratio effect at different response.

Supercritical extraction

Ethanol as co-solvent

Simple optimization process was performed (Fig. 3). Barks particles were first subject
to temperature variation, the other parameters were fixed, namely pressure (75 bar), solid-liquid
ratio (1:20) and time (20 min). After that, bark:ethanol ratio was study, following pressure and
time. All the statistical analysis is summarized in Complementary materials (Table C1).

Temperature has a major effect in yield extraction, as temperature increases yield
extraction also increases extracted (Fig. 3ai—az). Higher temperatures improve wetting of the
bark and initial desorption of tannin compounds from bark particles by breaking dipole-dipole
forces, mostly hydrogen bonds (Plaza and Turner 2015). Besides, polar molecules of ethanol
are able to interact with free tannin powder and with bark particles (which is not only composed

of cellulose and extractives, but hemicelluloses and lignin), then facilitating desorption by also
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diffusion, which can facilitate CO» supercritical also penetrate (Cardoso et al. 2013; Al-Hamimi
et al. 2016), which is noted when comparing low and high temperatures (35 °C and 90 °C).

Furthermore, cosolvent viscosity and density decrease at higher temperature, which
increase mass transfer (Da Porto et al. 2015). Further, the tannins are abundant in mimosa bark,
so when milled wooden tissues are crushed and then an amount of tannin ends up getting off,
this amount is directly able to interact with ethanol, increasing extraction solubility. Higher
temperatures than 90 °C were not chosen, although extraction yield can be improved, it allows
extraction of nonphenolic materials as polymeric carbohydrates without significant
improvement in phenolic compounds extraction (Pizzi 1994). Besides, higher temperatures than
this it is associate with higher degradation of phenolics (Zeng et al. 2016).

Regards to TPC and TCT, as temperature increases TPC and TCT increases. Condensed
tannins in general were improved at high temperatures, but a slightly decrease of 5.25% is
observed at 70 °C. On the other hand, at 60 °C total phenolic content started to decrease,
reaching an improvement at 90 °C, which is associate to TCT increasement. Condensed tannin
was more soluble at higher temperature and then were more easily extracted, differently for
other phenolic compounds. These others phenolic compounds (e.g., as flavan—3—ols, flavan—
3,4—diols), although are presents in low amount in mimosa bark, also contribute to TPC (Pizzi
2017). So, although high TPC is detected at 90 °C, it was expected that this content should be
higher at the highest temperature, as tannin content is higher, but it is possible that others

phenolics undergo thermal degradation.
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Fig. 3 Ethanol extracts of mimosa bark by supercritical extraction: ai, temperature extraction,
a2, yield of temperature extraction; bi, solid:liquid ratio, bs, yield of solid:liquid ratio; ci,
pressure extraction, co, yield of pressure extraction; and di, time extraction, d», yield time
extraction.

Furthermore, 50 °C fraction and 90 °C presented similar phenolic content, but highly
different yields. High extraction yields do not represent higher TPC and TCT, which was also
found by Tyskiewicz et al. (2018). And actually, high temperatures might favor others barks
compounds extraction. Kazan et al. (2014) also found a decrease in phenolic concentration
above 60 °C. So, it was selected 50 °C as best temperature to avoid phenolic degradation and
to decrease the extraction of other bark compounds. Solid-liquid ratio then were varied as the
other parameters were fixed.

Regards to solid-ethanol ratio (Fig. 3bi—bz), an optimal state is reached as ethanol
content increases until 1:30, after that although more ethanol is available in 1:40 total yield
extraction and total phenolic and tannin content did not improve. Higher solvent amount to
interact with phenolic compounds molecules increase phenolic compounds solubility until an

equilibrium is reach, which was achieved then with 1:30. Higher ethanol concentration did not
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promote higher phenolic extraction, on the contrary, phenolic and condensed tannins amount
decrease. It is possible that the system did not produce enough energy to facilitate hydrogen-
bonded ethanol molecules to fully interact with bark compounds (Manna, Bugnone and
Banchero 2015). Therefore, 1:30 ratio was chosen to change pressure and the time, once
promoted higher phenolic content extraction and also higher tannin content (Fig. 3b1).

After that, three different pressures were studied, namely 75, 100 and 125 bar, keeping
constant all the others parameters as temperature, time and solid-liquid ratio (Fig. 3ci—2).
Pressure effect promoted a minor improvement on extraction yield from 75 bar (15.58%) to 100
bar (16.35%) and slightly decreases by 0.55% when pressure was increased to 125 bar (highest
pressure used). Similar results were found by Talmaciu et al. (2016), which extracted condensed
tannins from spruce bark through supercritical carbon dioxide. As pressure increases at a
constant temperature, CO; density also increases and so mass transfer (Careri et al. 2001),
resulting in higher yield extraction, which did not occur in this case. Mimosa bark extract is
rich in condensed tannin, which is located in intercellular spaces and into specialized cells
(Marchiori 1996). Therefore, simple grinding is able to partially free mimosa extract from dry
bark. Thus, when in contact with ethanol molecules great amount of the polyphenolics are
directly solubilized at low pressure. So, increasing pressure it will not promote higher phenolic
yields.

Besides, as can be noted total phenolic and condensed tannin content decreases as
pressure increases, extraction yield slightly increase to 100 bar, but overall did not changed.
Possible that the system was unbalance between solvent (CO2) and co-solvent (ethanol) to
extract phenolics, i.e., bark particles were not in an optimum equilibrium phase between ethanol
and CO> at higher densities, which did not allow ethanol interact fully with phenolic
compounds. The system acted more like a binary one, where a liquid-gas phase is present with
possible low amounts of ethanol dissolved in CO> and vice versa, as COz is in a supercritical
state, whereas ethanol is in a subcritical state (temperature and pressure above critical points)
(Maeta et al. 2015; Talmaciu et al. 2016). Although there is indeed an interaction between CO>
and ethanol molecules by ethanol hydrogen-bond ability, which increase solvation power of
supercritical carbon dioxide (Pérez-Pérez and Suleiman 2017) and results in higher capacity of
the fluid phase, at higher pressure this effect is minor and even negative to extract phenolics
and condensed tannins compounds.

Furthermore, as pressure increase at constant temperature CO, diffusivity decrease,

which at some extent is the reason to phenolic and tannins concentration decreasement (Kazan
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et al. 2014). Thereby, 75 bar pressure was chosen not only economically, but also and mainly
because promoted highest phenolic and tannin content extraction from mimosa bark. It was
studied the best conditions to enrich mimosa extract in low time and solvent consumption
considering dry and milled bark. So, indeed, dry and mill it is not industrially feasible, but
before industrial scale, pilot experiments are needed to better understand mimosa bark particles
behavior under supercritical CO> atmosphere.

Finally, four different time was chosen: 10, 20, 30 and 50 min to study time effect, Fig.
3di. As time increases TPC and TCT increases, reaching a stabilization at 30 minutes. After
that, total condensed tannin did not improve and phenolic content decreases in 9.5%. Thus,
some thermal sensitive phenolics undergo thermal degradation as the extract is keeping under
moderate temperature (50 °C) for more time, which is also verified by-solid liquid extraction
results as well and by Silva et al. (2017). Besides, no extraction yield variation was detected
between 30 and 50 min, which also may corroborate that indeed some phenolics were degraded.
Thus, just 20 min of extraction were able to solubilize high phenolic and condensed tannin
yields (806 mgGAE g! and 693 mgCE g!, respectively). Time and solvent consumption are
highly cost important factors, supercritical extraction with ethanol as co-solvent was able to
extract at low time and also low ethanol consumption fractions with high phenolics and

condensed tannins content.

Ethanol x water as co-solvent

After find optimum process parameters conditions, which was able to enrich mimosa
bark extract, water as co-solvent was used for comparison purposes with industrial extraction.
Supercritical extraction along with water as co-solvent was not optimized because other non-
phenolic compounds it would be also extracted. Besides, the aim was first to enhance mimosa
bark extract regards to phenolic compounds, which is possible with ethanol as co-solvent (Braga
et al. 2008; Yakaki 2015). Fig. 4 shows yield extraction, total phenolic and condensed tannin

content of both co-solvents from mimosa bark.
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Fig. 4 Ethanol and water as co-solvent over ScCO; extraction of mimosa bark tannin.

Ethanol and water fraction were extracted at 50 °C, solid-liquid ratio of 1:30 at 75 bar
for 30 minutes. Yield extraction is highly dependent of co-solvent polarity, as can be observed
between ethanol fraction (polarity = 5.2) and water fraction (polarity = 9.0) (Monroy et al.
2016). Water was able to improve yield extraction, but ethanol fraction presented slightly higher
total phenolic content. Hot water can extract free sugars and others water-soluble compounds
e.g., hydrocolloid gums and oligomers from hemicelluloses hydrolysis and traces of aliphatic
acids (Bianchi et al. 2015; Pizzi 1994, 2019; Rowell et al. 2013), which increase total mass
extraction. Although, ethanol fraction presents slightly higher total phenolic, but similar total
condensed tannin content, water fraction possibly presents more amount of other bark
compounds.

Regards to yield extraction, indeed water fraction resulted in higher yields (c.a. 27%),
than ethanol (c.a. 16%). Regards to solid-liquid extraction Soxhlet apparatus extracted higher
yields, of about 39% using ethanol as solvent. Higher temperature (78 °C) and time (2 h) as
ethanol pass repeatedly through the same barks allows to concentrate tannin extract. High

temperatures can increase solubility of the extraction compounds, which can increase mass
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transfer, so yield extraction is improved (Al-Hamimi et al. 2016). However, ethanol soluble
extracts from ScCO> extraction presented higher total phenolic (10.57%) and condensed tannin
(10.60%) than Soxhlet extraction. Also, higher temperature and time can cause thermal stress
over thermally unstable compounds, which may be degraded (Ren et al. 2020). And as
mentioned, other bark compounds are extracted, so yield extraction it would be higher.

Typically, industrial mimosa extract is obtained from a series of autoclaves and
countercurrent hot water around 80 °C is used, as pass through one to other bark extract is
enriched, yielding between c.a. 20% of tannin extract for about 30 min (Pansera et al. 2004).
Mild temperature (50 °C), less time (20 min) and single step were used to obtain 27% (water)
or 17% (ethanol) from mimosa barks with 6.11% and 2.76% higher total phenolic and
condensed tannin, respectively, than tannin industrial extract (TPC 773 mgGAE g! and TCT
680 mgCE g!). Higher yields from CO, supercritical extraction with ethanol were possible to
achieve increasing temperature until 90 °C, reaching c.a. 22%. However, the mainly aim of this
work was to obtain extracts with highest phenolic content and antioxidant activity, so yield
extraction were not the main factor used for selection. Chen et al. (2018) found for A. mearnsii
ethanolic bark extracts total phenolic content of 589 mg g!, which is lower than found from
this work. However, indeed within same species yield and phenolic compounds can vary
significantly, as well extract quality and non-extractives compounds (Bianchi et al. 2015;
Rowell et al. 2013; Sakai 2001).

The yields for 4. mearnsii (between 15-24% by g of barks) were obtained between 20
and 30 minutes of one step extraction, yielding great amount of phenolics and condensed tannin,
even greater than industrial extracts and Soxhlet extraction. The latter resulted in higher yields
ethanolic extracts, but lower TPC and TCT concentration were obtained. Possible at the same
time some thermolabile compounds went degradation and also non phenolic compounds were
extracted. However, with ScCO2 optimization this was avoided, phenolics and tannins were
extracted in higher concentrations at lower time and temperature. Water fraction showed great
yields and extract quality and, thus, a promisor cosolvent for ScCO2 optimization of such
biomass. Possible others bark compounds were extracted in this fraction, which for applications
as adhesives it would interesting. Nevertheless, these fractions have high potential for new

industrial applications as e.g, cosmetic, textile, and packaging industries.

FT-IR analysis
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Fig. 5 shows a typically flavonoid-like tannins spectra. All ethanol powders profiles
from ScCO; extraction are very similar, although there are differences in signals intensities
between them and some signals shift are detected for water extract. There is a small sign at
around 1720-1700 cm™! for ethanolic extracts, but this weak peak does not occur in water
extract. This signal can be assigned to carbonyl groups (C=O stretching vibration) (Grasel et al.
2016). However, an increasement of intensity at this band could be relate to hydroxyl groups
which undergo oxidation to carbonyl groups (Ogata and Nakano 2005). The next signal a strong
one at 1605 cm™! relates to C=C stretching vibrations and benzene ring in-plane vibrations of
the resorcinol moieties (A-ring) (Ricci et al. 2015) has highest intensities for T3 fraction. Still,
following the aromatic region, water extract did not present a signal at 1535 cm™! showed by a
shoulder, just a strong and sharpy one at 1507 cm™'. There is a possibility that the 1535 cm™
signal for water extract was shifted to a low wave number at 1510 cm™!, as can be seen by a
small shoulder. These two signals (1535 cm™' and 1507 cm™) are in the region related to
aromatic vibrations, mostly C=C stretching of aromatic rings (Falcdo and Araajo 2014) and

they are present in gallocatechin-based compounds (Ricci et al. 2015).

T3 (75 bar)
T4 (100 bar)

T5 (125 bar)
—— T7 (water fraction)
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Fig. 5 FT-IR spectra of the mimosa extract fractions.
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The region mastered of C—O stretching vibrations, between 1350 and 1100 cm™, the
small signal at 1311 cm™! relate to pirogallic B-ring (Tondi 2017) does not appear for water
extract. The signals between 1300 and 1200 cm™! corresponding to B-ring vibrations for
condensed tannin. Specifically, the fraction ethanol 20 (orange) has the highest intensity at the
medium signal of 1285 cm™! between the others extracts, this signal is related to catechol B—
ring vibrations (Tondi and Petutschnigg 2015). The latter were obtained at the minimum
pressure to CO; becomes in fact a supercritical fluid. Still, at the same signal, on the other hand,
125 bar extract (green) (highest pressure) showed the lowest intensity, followed by 100 bar and
water extracts. Also, another medium signal, but relate to resorcinolic A—ring vibrations, which
isat 1157 cm™!, 75 bar fraction again showed highest intensities. At the low wavenumber (1100
and 600 cm™), specifically between 840 and 600 cm™! it is possible to note higher differences
of intensities for the fraction from high pressure (green) and low pressure (orange and red) used.
This region is related to aromatic torsions, mostly C—H bending out of molecular plane (Basso
etal. 2017; Grasel et al. 2016).

Furthermore, a major peak at 1025 cm™! presenting higher intensities for mimosa bark
extract regards to COz supercritical fractions. This peak can be related to hydroxyl stretching of
the flavonoids (Thébault et al. 2017). It is also noted how water extract profile it is closer to
those ethanolic extracts obtained from higher pressure (violet and green) than from the fraction
T3 with the same process parameter (orange). In general, these profiles corroborate to total
phenolic and condensed tannin content of the extracts Fig. 3ci, in which was higher for the T3

than T4, T5 and water fraction.

Antioxidant activity

Results of antioxidant activity (ORAC method) from ScCO; extraction are in Table 2.
Industrial tannin extract was used as comparative. All the fractions presented higher antioxidant
activity than Vitamin E, a synthetic antioxidant commercially available (53.6 mmol TE g!).

Phenolic antioxidants act through its hydroxyl groups and H-atom-transfer mechanisms
preventing that free radicals cause degradation reactions in lipids, fats, and proteins (Wright et
al. 2001). And so, they have strong capacity against reactive oxygen species, which are
associate with several diseases (Legault et al. 2013). Mimosa extract is highly composed of
tannins that presents remarkable antioxidant properties (Szczurek 2021). Aligning to

supercritical extraction, which has an advantage over others extractions methods when phenolic
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compounds are target: the absence of light and oxygen inside the extractor vessel, so oxidations
and others reactions can be avoided (Farias-Campomanes et al. 2015). Besides, as polyphenols
are generally extracted between 40-60 °C (Bianchi et al. 2015; Pinelo et al. 2006; Veggi et al.
2014; Yesil-Celiktas et al. 2009) degradation is even more reduced and, thus, higher antioxidant
capacity can be reached.

The results show remarkable antioxidant activity, mainly for T3 fraction, which is the
best fraction from supercritical extraction optimization. Lowest time, pressure and temperature
were able to enrich mimosa extract. Comparing to other supercritical extraction from literature
using 4. mearnsii bark (Pansera et al. 2004) higher phenolic content were achieved, and higher
antioxidant activity than other solid-liquid extraction (Missio et al. 2017), even higher than
other plant materials as Pinus maritima bark, which is a pine extract commercially available for

nutraceutical purposes (Dudonné et al. 2009).

Table 2 Antioxidant activity of the mimosa extract fractions.

Fraction Parameters mmol TE g! dry extract

T3 50°C/75 bar/1:30/20 min 76.48 +£1.88 2

T4 50°C/100 bar/1:30/20 min 67.00 + 2.08 *°

T5 50°C/125 bar/1:30/20 min 67.53 +2.39 ¢

T6 50°C/75 bar/1:30/30 min 69.37 +1.45 °

T7 Water fraction 64.27 £2.64 ¢
Industrial extract 77.82 £2.092

Increasing pressure decrease antioxidant activity, but no significant differences were found
at the high pressures between fraction T4 and T5 (100 and 125 bar, respectively), which
presented distinct total phenolic and condensed tannin content. Literature point that there is a
correlation between phenolic content and antioxidant activity (Shan et al. 2005), but regards to
supercritical extraction it is not totally clear. Water fraction among the other fractions presented
lower antioxidant activity when comparing with industrial extract, which is also mimosa water
soluble extract, although both presents similar phenolic content. In this case as the bark
solutions were oven dried for some hours after extraction process some oxidations may occur
and at some extent decrease phenolics reactivity. Industrially mimosa extract is oven dried at
higher temperatures within few minutes, differently for these supercritical extracts.
Nevertheless, lower solvent consumption is possible through supercritical extraction, on the

contrary for industrial process, which great amount of water are spent to obtain mimosa extract.
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When comparing fraction T3 and T6, both presented similar phenolic and tannin content,
but the former presented the best results. Fraction T3 was produced in 20 min extraction, while
fraction T6, with the same process parameters, were produced in 30 min. Co et al. (2011)
reported that post-heated spruce bark extracts decrease antioxidant activity. Nevertheless, even
better results it is possible to achieve for mimosa bark extracts through short time drying
process.

In general, ethanol as co-solvent was the best to extract antioxidants, if comparing to
industrial extract, both indeed presented greatest antioxidant activity, but supercritical
extraction was able to generate interesting extraction yields, possible purest fractions, at lowest
time. Nevertheless, if the aim is high condensed tannin mass extraction, supercritical extraction
with water as co-solvent is even more interesting. This fraction presented slightly higher
condensed tannin content and global yields than industrial tannin extraction, which makes

ScCO2 a promisor extraction method for antioxidant compounds.

Conclusion

Supercritical carbon dioxide extraction and ethanol binary mixtures were performed to
extract phenolic and condensed tannin compounds from mimosa barks. Temperature, solid-
liquid ratio and time affected supercritical carbon dioxide, while pressure was not statistically
significant. Moderate temperature (50 °C), low barks:ethanol ratio (1:30), minimal pressure (75
bar) to CO2 became supercritical and low time extraction (20 minutes) were enough to enrich
mimosa extract to higher phenolic and condensed tannin content fraction, with remarkable
antioxidant activity in a single extraction step.

Water and ScCO; mixture extracted higher yields and slightly higher condensed tannin
content than industrial process extraction. Although, Soxhlet extraction showed higher yields,
phenolic and tannin content was higher for ethanol and ScCO; mixture, which was able to

concentrate great antioxidant compounds from a renewable and abundant resource as mimosa

barks.
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Table C1 Summary of the results in supercritical extraction.

Temperature Time  S:L Pressure  COzdensity* Yield TPC TCT
(°0) (min) (bar) (kg m ) (%) (mgGAEg") (mgCEg™)
35 20 1:20 75 273 13.63 +0.60 ¢ 683 +3° 566+8°
40 20 1220 75 232 14,98 +1.02 ¢ 699 +5° 571+8¢
50 20 1220 75 194 1531+£0.74¢  738+12° 604 +10°
60 20 1220 75 173 17.61 +0.78 © 704 +7° 649+ 11°
70 20 1220 75 158 1931£0.97>  684+10° 613+11°Y
80 20 1220 75 147 2022+1.13" 692 + 3 be 647 £16°
90 20 1220 75 138 22.16+1.06° 725+£9% 656 £4°
50 20 1:10 75 12.54+0.42° 700+ 6 679 £2°
50 20 1220 75 104 15.33 £ 0.45 731+6° 665 £4°¢
50 20 1:30 75 15.58 +0.30 * 806 +2° 693 +5%9
50 20 1:40 75 15.66+0.42° 72590 668 £2°¢
50 20 130 75 194 15.58 +0.30 ° 806 =27 693+5%9
50 20 1:30 100 384 1621 +0.63° 759 £3° 640 + 14
50 20 130 125 613 15.53+£0.42° 752+5¢ 585+ 13°
50 10 1:30 75 15.07 +0.09 ® 735+3°¢ 630+10°
50 20 1:30 75 104 15.68 +0.35 " 806 +2° 693 +5%9
50 30 1:30 75 16.99 +0.51 * 810+ 42 699 +2°
50 50 1:30 75 17.27+0.50 742+1° 695+ 142
. Water 55 130 75 194 26+ 1.59 699.93+8  776.45+6
raction

* COz density at supercritical condition according to temperature and pressure from NIST (2021).
** Temperature also of 50 °C.
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4 ARTIGO 2 - FILMES DE CELULOSE NANOFIBRILADA E TANINOS:
PRODUCAO E CARACTERIZACAO

Resumo: O desenvolvimento de novos produtos constituidos de materiais renovaveis ¢
essencial para fornecer alternativa aos produtos derivados do petréleo, como filmes plasticos.
Uma vez que, quando em processo de degradagdo os plasticos geram microplasticos que
contaminam o ecossistema marinho e tem gerado preocupagdo sobre a saude humana. Assim,
o objetivo deste trabalho foi produzir filmes a base de celulose nanofibrilada (CNF) e extratos
de Acacia mearnsii (mimosa) como agente antioxidante natural. O extrato de mimosa ¢
composto de tanino condensado e apenas recentemente tem sido incorporado em matriz
celuldsica para geracdo de filmes ativos e com protecdo UV. Foram utilizados o extrato de
mimosa industrial (Ti) e o obtido por processo ndo-convencional, através da extra¢do por gas
carbonico supercritico e dgua (TSc), o que ¢ diferente de outros estudos, bem como o extrato
TSc foi obtido em menos tempo e a temperatura mais baixa a uma concentracdo um pouco
maior de tanino do que o extrato da industria. O alginato de so6dio foi incorporado como um
agente de contencdo na matriz nanoceluldsica. Foram utilizados o extrato de tanino advindo do
processo industrial (Ti). Os filmes, com gramatura de 30 g.m?, foram produzidos pela
homogeneizagdo dos componentes em agua, seguido de filtragem a vacuo e secagem ao ar livre.
Imagens MEV demonstram a estrutura densa dos filmes. A incorporagdo do extrato TSc
melhorou o angulo de contato dos filmes em 85° e aumentou resisténcia a degradacao térmica.
O alginato agiu como uma rede que de fato proporcionou aumento da resisténcia a tragdo, por
outro lado tornou os filmes mais hidrofilicos. De todo modo, a inser¢ao do alginato e dos taninos
ndo afetaram significativamente a resisténcia a tragdo dos filmes, os filmes TSc alcangaram
valor médio de 87 Mpa. As caracteristicas e propriedades desses filmes demonstram potencial
de utilizagdo como embalagens ndo toxicas temporarias, podendo serem aplicadas como uma
camada interior em sistemas multicamadas. Portanto, uma alternativa ecoldgica para substituir
filmes a base do petréleo.

Palavras-chave: Polifenolicos. Nanocelulose. Filmes ecoldgicos. Alginato de sddio.

Abstract: The development of new renewable based products is essential to replace petroleum-
based products as plastic films. Once, plastic can degrade into microplastics, which contaminate
marine life and has been growing concern in human health. So, the aim of this work was to
produce films based on nanofibrillated cellulose (NFC) and Acacia mearnsii (mimosa) bark
extracts also as natural antioxidant. Mimosa extract are composed of condensed tannin and just
few recently studies have been made incorporating into cellulose to generate active and UV-
barrier films. Industrial tannin (Ti) was used and also a tannin extract from non-conventional
extraction as supercritical carbon dioxide extraction and water (TSc), which is different from
others studies as this extract was produced at low temperature and time, and yielding slightly
higher tannin content. Sodium alginate also was use as contention agent for nanocellulose
matrix. The 30 g.m-2 films were produced by water homogenization and vacuum filtration.
SEM images showed high dense structure, TSc improve contact angle to 85° and slightly
increase thermal degradation. Alginate acted indeed as a contention network which increased
tensile strength, but at the same time the films became hydrophilic. Nevertheless, alginate and
tannin extracts did not significantly affect tensile strength, TSc films reached 87 Mpa. The
features and properties of tannin-based films show potential use as temporary nontoxic films,
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which can be applied as an interior layered for multilayered films. Thus, a green alternative for
petroleum-based films.

Keywords: Polyphenols. Nanocellulose. Ecological films. Sodium alginate.

Introduciao

Filmes plasticos derivados do petroleo utilizado para a producdo de embalagens
compdem praticamente todos os itens presentes no consumo diario pela sociedade, desde
mercadorias alimenticias até produtos de limpeza e higiene, essencialmente pelo fato de serem
mais baratas e facilmente disponiveis, além de questdes politico-mercadologicas. Porém, sua
distribuicdo global excessiva, consumo desenfreado, rapido descarte, aliado a sua lenta
decomposicdo e fragmentacdo em componentes perigosos, tornaram desse material um sério
problema ambiental atual e futuro. Assim, surgem como alternativa para o mercado filmes
derivados da celulose na producdo de embalagens ecologicas, uma vez que sdo advindas de
fontes renovaveis, biodegradaveis, ndo-toxicos e sustentdveis. Mais recentemente, as pesquisas
tem aprimorado esses filmes agregando caracteristicas e propriedades na formagao de filmes
funcionais com a incorporacdo de agentes antioxidantes naturais, como ¢ o caso do tanino
condensado (Missio et al. 2020; Li et al. 2020; Missio et al. 2018). Contudo, ha ainda o que ser
explorado com relagdo a potencialidade desses materiais abundantes e naturais em filmes, como
por exemplo a incorporacdo de taninos advindos de processos de obtencdo diferentes e,
portanto, com caracteristicas e propriedades diferentes.

A celulose vegetal ¢ o polimero mais abundante no mundo, sendo utilizada
historicamente pelo ser humano no setor de papel e embalagens. Porém, esse material fibroso
em escala nanométrica, como por exemplo a celulose nanofibrilada (CNF) ou nanocelulose,
pode-se potencializar e transformar certas caracteristicas, ampliando assim a area de aplicacao.
Producdo em larga escala, baixo custo frente a outros materiais, biodegradabilidade, atoxidade,
excelente estabilidade na maioria dos solventes e performance mecanica em relacdo ao seu
peso, além de propriedades eletroquimicas interessantes, fazem desse um material versatil para
alcangar mercados globais de forma significativa. O que ja vem acontecendo, devido a alguns
paises proibirem o uso de embalagens plasticas, levando a uma alta demanda por nanocelulose,
resultando em um crescimento anual de 18,4%, podendo alcangar em 2024 uma receita de 784,0
milhdes de dolares (Zion Research 2018). Aliado a isso, aplicagdes de interesse ja vém sendo

avaliadas para seu uso, por exemplo i) filmes e membranas biodegradaveis (Claro et al. 2020;
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Malmir et al. 2017); ii) biofilmes em multiplas camadas para embalagens de alimentos frescos
(Vartiainen et al. 2016); e iii) fabricacdo de compositos sustentaveis (Mohanty et al. 2018).

Além disso, pesquisadores tem aprofundado nos ultimos anos a inser¢do de
biocompostos nesses filmes a base de nanocelulose, seja destinado a embalagens ou a filmes
protetivos multicamadas, visando melhorar ou especificar as propriedades fins desse material,
como para alimentos e farmacos. A protecao contra a degradagdo solar (raios ultravioletas),
umidade, fungos e bactérias, além de fornecer propriedades mecanicas adequadas para suportar
0 manuseio e transporte sdo caracteristicas levadas em consideracgdo para a fabricagao de filmes
e embalagens ativas alimenticias. No entanto, as mesmas também sdo produzidas com o
objetivo extra de liberar (ou absorver), ao longo do tempo, compostos quimicos protetivos nos
alimentos, na superficie ou externamente aos mesmos (European Comission Regulation — ECR
2009). A exemplo disso, o tanino vegetal pode ser utilizado como antioxidante natural
alternativo aos sintéticos para protecao de produtos sensiveis a oxidagao, alimentos secos, como
massas, bolos, paes, ou até mesmo de frutas, evitando danos significativos por oxida¢ao, e assim
mantendo ou aumentando o tempo de vida util (prateleira) de produtos pereciveis.

Os taninos vegetais, de forma genérica, tratam-se de um conjunto de moléculas
polifendlicas com alto peso molecular, os quais apresentam relevantes propriedades
antioxidantes como uma de suas caracteristicas significativas e promissoras. Além disso,
estudos demonstraram potencial como agente antimicrobiano (Ogawa e Yazaki 2018). Esse
composto ¢ obtido abundantemente na forma de extrato concentrado de certas matérias-primas,
como a casca da Acacia mearnsii De Wild. (acacia mimosa ou mimosa) (Tondi e Petutschnigg
2015). O extrato industrial de acacia ¢ extraido com agua quente, apresenta outros compostos
ndo fenodlicos extraidos conjuntamente, como os carboidratos, actcares livres e materiais
inorganicos (Arbenz e Avérous 2015). Os taninos obtidos a partir dessa espécie sdo do tipo
condensados, principalmente oligdbmeros de proantocianidinas que sdo compostos
majoritariamente de unidades de 5—deoxiflavan—3—ol de alta capacidade antioxidante (Kusano
etal. 2011).

Com isso, trabalhos recentes focaram no aprimoramento de filmes multifuncionais a
base de nanocelulose com a inser¢ao do tanino, seja antes modificando a nanocelulose (L1 et al.
2019) ou o processo de producao da mesma (Missio et al. 2018). No primeiro ha uma série de
processos e reagentes na modificagcdo da nanocelulose (cationizada), embora maior resisténcia
a tracdo com a inser¢do do tanino foi possivel em relagdo ao segundo € o mesmo nao foi

lixiviado, dependendo a finalidade de uso, altas resisténcias podem nao ser necessarias. Além
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disso, o tanino permanece parcialmente retido através de interagdes mais fracas justamente para
que o filme possa ser ativo, ou seja, podendo assim liberar o tanino como agente antioxidante
e interagir com o meio ao longo do tempo.

Poucos trabalhos tém estudado o potencial do tanino condensado e nanocelulose na
formagdo de filmes multifuncionais (Li et al. 2019), e apenas um (Missio et al. 2020) visando
a inser¢do de tipos diferentes de taninos condensados, contudo este Ultimo foi purificado
utilizando solvente toxico (acetato de etila). Além disso, o tanino possui estrutura quimica
complexa, que pode variar dentro da mesma espécie e de acordo com o método de extracio e
solvente utilizado (Kardel et al. 2013). Estudar interagcdes com outros biopolimeros torna
possivel o aprimoramento tanto do material em estudo quanto da finalidade de uso, como no
caso de filmes funcionais ou ativos. Nao somente isso, extratos advindos das cascas podem
conter diferencas qualitativas que poderiam interferir ou beneficiar essas aplicagdes.

Outros biopolimeros tém sido incorporados na formacao de filmes biodegradaveis para
utilizagdo em embalagens de alimento, como ¢ o caso da inser¢do de nanocelulose em matriz
de alginato de sodio (Deepa et al. 2016). O alginato ¢ um polissacarideo extraido de algas
marrom, soltivel em 4gua, tem habilidade de formar gel e filmes, ¢ composto de dois
mondmeros estruturais de acido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurdénico (G) ligados por
1-4 ligagdes glicosidicas (Araujo et al. 2019). Apenas recentemente alguns estudos tem
utilizado polifendis como agentes antioxidantes em filmes com alginato para aumentar o tempo
de prateleira de alimentos (Dou et al. 2018), mas ainda ndo foi explorado a adi¢cdo de tanino e
alginato em filmes de nanocelulose. Benselfelt et al. (2018) sugerem que o a alginato forma
uma rede que impede o realinhamento das nanofibrilas de celulose se deformarem quando
expostas a uma forca de tragcdo, aumentando assim a resisténcia do material. A incorporacgao do
tanino em filmes funcionais pode diminuir a resisténcia do material (Missio et al. 2018), assim
com a adi¢do do alginato isso poderia evitado.

Com base nisso, foram produzidos filmes de nanocelulose com a incorporacdo de
alginato e de dois tipos de taninos condensados. A caracterizagdo e eficacia da inser¢do dos
taninos conjuntamente com o alginato nos filmes foi avaliada através de ensaios de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, molhabilidade, analise
termogravimétrica e resisténcia a tracao e as caracteristicas morfologicas por meio de imagens

de microscopia eletronica de varredura.

Material e métodos
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Matéria-prima

Os filmes foram produzidos com uso de CNF como biopolimero matriz, alginato de
sodio e dois extratos de Acacia mearnsii, o advindo da industria (Ti) e de extragdo piloto com
gés carbonico supercritico e 4gua como co-solvente (TSc).

O hidrogel de CNF (3% de s6lidos em suspensdo aquosa) foi produzido com madeira
de coniferas por membros da University of Maine (EUA) e cedido pelo ao Laboratorio de
Nanomateriais Agroflorestais da Universidade Federal do Parana. De forma generalista, as
nanofibrilas apresentam: largura de 5 a 200 nm; comprimento de 130 nm a 225um; potencial
Zeta de -18 a -5 mV; e cristalinidade entre 67-88%. A industria Seta® (Estancia Velha, Brasil)
concedeu o tanino industrial em p6 da casca de 4. mearnsii. Extrato concentrado composto de:
81% de taninos condensados; 18% de compostos nao tanantes (gomas hidrocoloidais, agucares
e acidos organicos); e 0,78% de materiais insoluveis. Todas as matérias-primas foram utilizadas
conforme fornecidas pelos fabricantes. Ambos taninos apresentam alta concentra¢do de
compostos fendlicos e taninos condensados, além de alta atividade antioxidante. Exceto que o
TSc apresenta uma concentragdo de tanino condensado levemente superior (700 mg g~!, contra

680 mg g! do Ti).

Fabricacgdo dos filmes

Os filmes de CNF e taninos foram produzidos em duas simples etapas, denominadas
homogeneizagdo mecanica e filtragem a vacuo Fig. 1. Foram produzidos 6 tipos de filmes,
contudo, com enfoque para dois deles (N—A—Ti e N—A—TSc), sendo os demais utilizados como
comparativos. Os filmes foram produzidos com gramatura fixa de 30 g m2 e com 4 cm de
didmetro. A primeira etapa ¢ descrita de forma sucinta, onde uma solu¢do inicial com 40 mL
de agua destilada (a 35 °C) e 1% de alginato de sodio foi mixada em dispersor Ultra—Turrax
(modelo T25) por 3 min para completa homogeneizacdo. Posteriormente, adicionou-se 1,25 g
de nanocelulose em gel sob agitacdo a 3000 rpm durante 1 min. Por fim, realizou-se a adi¢ao
lentamente do tanino em po (Ti e TSc) até devida homogeneizacao por 3 min. A relagdo massa
seca de tanino e nanocelulose foi de 5:1. Apds, as dispersdes foram depositadas no sistema de
filtragem conectado a vacuo (modelo Whatman®) em membrana de nylon de 4 cm de didmetro
e porosidade de 0,22 um. Os filmes foram secos naturalmente e sob minima exposi¢ao a luz

durante 24 h, ap6s foram removidos da membrana de retencdo e devidamente armazenados (21
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°C e umidade relativa de 65 £ 5%) para analises. Filmes produzidos apenas com nanocelulose

e nanocelulose-alginato de s6dio foram empregados como comparativo no respectivo trabalho.

Tanino industrial

# Nanocelulose

Alginato

Figura 1. Método de preparacdo dos filmes: homogeneizagdo, filtragem e secagem a
temperatura ambiente. N: nanocelulose; N-A: nanocelulose e alginato; N-A-Ti: nanocelulose,
alginato e tanino industrial; N-A-Tsc: nanocelulose, alginato e tanino supercritico; N-Tsc:
nanocelulose e tanino supercritico; N-Ti: nanocelulose e tanino industrial.

Caracterizacdo morfologica e fisica

Os filmes produzidos foram avaliados quanto ao seu aspecto final de acabamento e
caracteristicas de superficie. Para isso imagens (sob voltagem de 10 kV) de microscopia
eletronica de varredura (MEV), com uso de microscopio Tescan VEGA—-3SBU e detector de
elétrons secundarios foram realizadas. Uma camada fina de ouro foi depositada sob os filmes,
com o intuito de certificar a condutividade elétrica do material.

A densidade dos filmes para cada formulacao (n = 6) foi determinada conforme a norma
T 411 om—97 (TAPPI 1997). Através da relagdo entre a massa e o volume determinados com

balanca analitica (0,1 mg) e micrometro digital (0,01 um), respectivamente.

Molhabilidade

Através da molhabilidade superficial, caracterizada pelo angulo de contato aparente,

verificou-se a afinidade dos filmes com a agua, afim de entender as intera¢des existentes entre
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esse solvente polar e os filmes. Em equipamento Drop Shape Analyzer-DSA25 através do
método da gota séssil, o angulo de contato foi calculado de 5 a 60 s apds a inser¢do de uma gota
de 20 puL de agua deionizada sobre a superficie. Realizou-se 5 repeti¢des para cada tipo e os

resultados interpretados pela respectiva média e desvio padrao.

FTIR-ATR

A estrutura quimica dos filmes e suas matérias-primas foi analisada através da técnica
de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com refletancia total atenuada
(FTIR-ATR). Realizou-se o ensaio em espectrometro Shimadzu Prestige-21 equipado com
ATR-8200 HA. O espectro na faixa entre 4000 ¢ 600 cm™! das amostras foi registrado ap0s 3
varreduras, sendo escaneadas 16 vezes com resolugdo de 4 cm™!. Com isso, aplicou-se a média
das triplicatas e os espectros foram interpretados apds a correcdo da linha de base e

normalizagdo.

Andlise termogravimétrica

Os ensaios de degradacdo térmica dos materiais (filmes e taninos em pd) foram
realizados em equipamento Setaram, modelo Setsys Evolution. Cada tipo de amostra (12 + 1
mg) foi exposto a variagdo da temperatura ambiente até 600 °C, com taxa constante de
aquecimento em 15 °C min! e fluxo de gas de 20 mL min!, sob atmosfera de argonio. Os
resultados foram interpretados através das curvas termogravimétrica (TG) e sua primeira

derivada (DTG).
Resisténcia mecdnica

O ensaio de resisténcia a tracao dos filmes foi desenvolvido em maquina universal de
ensaios modelo Instron 3382, conforme a norma ASTM D638-02 (American Society for
Testing and Materials — ASTM 2002). Brevemente, utilizou-se a taxa de 1 mm.min!, 5

repetigdes para cada tipo de filme e dimensdo nominal retangular de 30 x 10 mm?.

Resultados e discussao
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Morfologia da superficie e interagoes quimicas dos filmes

O aspecto visual dos diferentes filmes produzidos ¢ demonstrado na Figura 2. Pode-se
notar a transparéncia dos filmes com taninos (espessura de 45 pm) quando em contato com um
objeto. O filme N-A-Ti apresentou coloragdo relativamente mais clara que o N-A-TSc, o
primeiro com uma tonalidade marrom alaranjada e o segundo marrom avermelhada. Esse fato
ocorreu principalmente pela coloracdo natural de cada extrato adicionado no sistema, além da
sua retencao ao longo das camadas de nanocelulose. Imagens de MEV mostram que os filmes
apresentaram uma superficie pouco porosa, mais compactada e relevo suavizado com a
incorporagdo do alginato. O filme de nanocelulose e alginato ndo foi colocado conjuntamente

por apresentar semelhanga com o filme puro de nanocelulose (N).
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Figura 2. Imagem fotografica do aspecto final dos filmes e demonstragdo da capacidade de
transparéncia, destaque para a caracteristica dos taninos utilizados na sua produgdo respectiva
(acima), imagens MEV da superficie dos filmes (base) e recorte da se¢do transversal do seu
interior (topo), em que a) filme de nanocelulose pura; b) nanocelulose e alginato; c)
nanocelulose, alginato e tanino industrial e d) nanocelulose, alginato e tanino supercritico.

De todo modo, ndo somente as caracteristicas morfologicas da superficie dos filmes
influenciam na relagdo desse material com certos fluidos, como por exemplo a agua, mas
também a natureza e composicao quimica dos materiais presentes no sistema. Assim, filmes a
base de nanocelulose naturalmente possuem alta afinidade com a agua, pois apresentam grupos
de hidroxilas reativas em cada unidade de repeti¢ao (Ashori e Sheshmanu 2010), assim como
o extrato de acécia. Essa caracteristica pode restringir finalidades de uso no caso de exposi¢ao
a ambientes umidos ou contato com de agua liquida onde materiais como os plasticos sdao
utilizados (Hubbe et al. 2017). Por outro lado, pode ser um aspecto fundamental para situagdes
especificas cujo requisito principal seja a liberacdo desses biocompostos. Portanto, mesmo que
todos os componentes desses filmes sejam hidrofilicos, € possivel diminuir essa afinidade, nao
somente com a modificagdo das caracteristicas morfologicas, como quimicas ou de superficie,
situacdes ja demonstradas em trabalhos prévios (Barnes et al. 2019; Guo et al. 2017; Wu et al.
2014).

Os filmes de N—A—Ti; N-A-TSc; N-A; e N apresentaram densidade média de 1,13 +
0,01; 1,04 + 0.04; 1,05 +0,03; ¢ 1,02 + 0,03 g cm™>, respectivamente. Essa diferenca entre os
filmes com Ti e TSc, ¢ devido a maior incorporagao do primeiro na matriz nanoceluldsica. Esse
extrato industrial de tanino ¢ concentrado, assim ¢ possivel que haja a presenca de outros
materiais e em maiores quantidades que o extrato do supercritico. O extrato soliivel em agua
quente apresenta além de tanino condensado e mondmeros fenolicos, carboidratos simples e
complexos, tracos de acidos organicos e compostos inorganicos (Pizzi 2019). Portanto, ficam
retidos na matriz e ndo somente na membrana de nylon (como compostos inorganicos). Nao
obstante, densidade proximas de 1,50 g cm™ resultam em filmes com baixa porosidade e
consequente melhora, por exemplo, nas propriedades mecanicas e de barreira ao oxigénio
(Wang et al. 2020).

De fato, a inser¢@o do alginato no sistema aumentou a intera¢ao superficial com a agua,
conforme observa-se na Figura 3, pois trata-se de um biopolimero super-hidrofilico. Apresentou

uma réapida absor¢do da gota de 4gua, resultando em menor angulo de contato logo apos 20 s.
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O biocomposto TSc incorporado ao filme, sem a presenga do alginato (N-TSc), promoveu

aumento no angulo de contato (6 = 85°), e assim menor hidrofilicidade da superficie do material.
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Figura 3. Comportamento do angulo de contato aparente da agua sobre a superficie dos filmes.
N: nanocelulose; N-A: nanocelulose e alginato; N-A-Ti: nanocelulose, alginato e tanino
industrial; N-A-Tsc: nanocelulose, alginato e tanino supercritico; N-Tsc: nanocelulose e tanino
supercritico; N-Ti: nanocelulose e tanino industrial.

Diante do exposto, sem a necessidade da modificagdo quimica da superficie do filme
com compostos hidrofébicos ou modificagio da morfologia, foi constatado que houve um
aumento do angulo de contato desses filmes. E possivel que esse tipo de tanino possa conter
também compostos apolares, uma vez que a extragdo por gas carbonico supercritico também
pode extrai-los (Talmaciu et al. 2016). Pode haver interacdo dos polifendis presentes nos
extratos de mimosa com a superficie hidrofilica das cadeias de celulose através de ligagdes de
hidrogénio (Pizzi 1994), o que pode responder porque parte do tanino ndo ¢ lixiviado na
formag¢do do filme pelo método de filtragem a vacuo e permaneceu adsorvido na matriz de
nanocelulose. Isso em partes ¢ explicado pela andlise por FT-IR. O tanino que ¢ lixiviado

poderia ser utilizado para a produ¢do de filmes com nanocelulose cationizada, em que hd uma
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atracdo eletrostatica entre os componentes, ficando o tanino completamente retido na matriz
nanoceluldsica (Li et al. 2019), diferentemente do objetivo desta pesquisa.

De acordo com a FT-IR (Fig. 4a superior), os filmes apresentaram espectros similares
entre todos os tratamentos, com a assinatura espectral da nanocelulose bem visivel, indicada
pelos tipicos picos: i) 1029 cm™! que corresponde aos estiramentos das ligagdes C-O; ii) 1106
cm™! das hidroxilas associadas a celulose; iii) 1158 cm™ referente ao estiramento de C-O-C; e
iv) 1317 cm™! das vibragdes nas ligagdes C—H. Em relag¢do aos espectros dos extratos de tanino
industrial (Ti) e tanino supercritico (TSc), ambos apresentaram os mesmos picos (Fig. 4a
inferior), apenas com uma leve diferenga na regido de C=C aromatico com estiramento
assimétrico de H (1510-1535 ¢cm™). O pico a 1535 cm™! esta relacionado as galocatequinas
(mondmero do extrato de mimosa) (Ricci et al. 2015) e ndo aparece no extrato TSc, sugerindo
que o mesmo nao apresenta esse composto, porém ambos apresentam acentuado e caracteristico

pico (1510 cm™) ligado a catequina (Ricci et al. 2015; Tondi e Petutschnigg 2015).
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Figura 4. Espectros FT-IR dos filmes e suas matérias-primas (a), e detalhe para banda
especifica na andlise de taninos.

Os filmes com e sem a presenca de alginato apresentam espectros similares (Fig. 4a
inferior), diferindo na intensidade do pico 3300 cm™!, que corresponde as multiplas ligagdes
hidroxilas (Aragjo et al. 2019; Grasel et al. 2016). Os filmes que contém alginato (N-A; N—A—
Ti; N—A-TSc) apresentaram maior intensidade no pico 3300 cm™', o que indica maior afinidade
com a agua, fato corroborado pela maior hidrofilicidade de tais filmes no ensaio de
molhabilidade superficial. O filme N—A-Ti apresentou maior amplitude e intensidade de pico
na regido de multiplas ligagdes hidroxilas (3700-3000 cm™), o que pode indicar um aumento
das liga¢des de hidrogénio, corroborando com os resultados de molhabilidade, demonstrando
possiveis interagdes intermoleculares entre alginato e nanocelulose, fato constatado por Deepa
et al. (2016). Destaca-se os picos consecutivos a 2920 cm™! e 2850 cm™!, correspondentes a
alongamentos de CH, CH» e CH3 de carboidratos presentes nos extratos, sendo o primeiro
presente na nanoselulose e alginato (Grasel et al. 2016; Lekha et al. 2016; Ricci et al. 2015). O
filme N—-A-Ti apresentou maior intensidade de pico entre 1450-1390 cm™!, nessa faixa ocorrem
vibragdes carboxilicas simétricas tipicas do alginato (Sirvio et al. 2014). A presenca do alginato
conjuntamente com o tanino industrial e nanocelulose influenciou positivamente na resisténcia
mecanica desses filmes, mais do que nos filmes com a presenca de tanino supercritico. Ainda,
o pico a 1510 cm™! ligado a vibragdes de fendlicos presentes no extrato (como a catequina) teve
intensidade maior no filme com Ti do que no com TSc, apesar de ambos extratos puros
apresentarem semelhante intensidade nesse pico. Outro pico correspondente as vibragdes de
fendlicos, a 1605 cm™! nota-se maior intensidade novamente para N—A-Ti. Contudo, nessa faixa
ha também possivel influéncia do alginato nesse filme, além dos fenoélicos, ja que a logo em
seguida a 1595 cm™' o alginato tem um pico correspondente as vibragdes carboxilicas
assimétricas (Sirvio et al. 2014). J& no filme N-A—TSc, os picos correspondentes a vibragdes
dos anéis A dos mondmeros fisetinidina e robinetinidinas (1160 cm™ ¢ 1110 cm™) (Fig. 4 b),
que sd3o mondmeros do tanino, tiveram maior intensidade do que nos filmes N—A—Ti. Algumas
interagdes entre nanocelulose e os taninos podem ter ocorrido, intensidades e mudancas de picos
ocorrem mais no filme com tanino industrial do que no filme com tanino supercritico. E neste
alguns compostos do extrato advindo da extragdo supercritica podem ter interagido melhor com

a nanocelulose do que o extrato industrial.
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Estabilidade térmica

A Figura 5 mostra a degradacdo térmica dos filmes juntamente com os dois tipos de
taninos. Apos a dessor¢do da umidade (antes dos 150 °C) a degradacdo térmica da CNF tem
inicio a 270 °C e término a 355 °C, faixa correspondente a degradagdo estrutural da celulose
(Barnes et al. 2019). J4 o filme N—A, inicia um pouco antes a 250 °C com decomposi¢ao a 370
°C. Esse inicio de decomposicao foi antecipado, uma vez que o alginato de sodio puro inicia
decomposicao térmica a 235 °C com alta taxa de perda de massa a 260 °C (Aragjo et al. 2019).
O filme N-A-Ti, iniciou a degradacdo térmica a 240 °C, seguida de um evento de
decomposicao a 260 °C com baixa perda de massa até se decompor totalmente a 355 °C. Esse
comportamento foi antecipado devido ao inicio da degradacdo térmica e mais significativa do
tanino industrial (240 °C) e também influéncia do inicio da decomposi¢ao térmica do alginato
de sodio.

O filme com tanino supercritico (N—A—TSc) apresentou temperatura de degradacio
térmica levemente acima dentre os demais filmes (250 °C) e término em cerca de 360 °C. Nesse
caso € possivel que além da influéncia do alginato, que antecipou o inicio da degradacdo térmica
da matriz nanocelulésica, o tanino supercritico apresentou melhor interagdo com a matriz
formada pela nanocelulose e alginato. Apesar de apresentar temperatura de degradacao térmica
inicial a 245 °C, o extrato TSc poderia antecipar ainda mais a degradagdo térmica inicial dos

filmes, o que ndo ocorreu, diferentemente dos filmes com tanino industrial como mencionado.
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Apesar da insercao de materiais com temperaturas de degradagdo inicial menores que a
CNF, o filme com inser¢do de tanino supercritico apresentou maior estabilidade até 250 °C. A
temperaturas maiores que 340 °C os taninos apresentam maior resisténcia a degradacdo,
possivelmente devido a reorganizacdo em hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (Tondi et
al. 2008). Ao final do periodo de decomposi¢do a 600 °C, os taninos tiveram ainda 50% de
massa residual. O que fez com que os filmes de nanocelulose mantivessem 27% de sua massa
residual ao final do periodo de decomposi¢ao, demonstrando de fato maior resisténcia térmica
dos taninos do que os outros componentes do filme.

Para decompor as ligagdes de hidrogénio entre as nanofibrilas de fato requer maior
energia térmica (Li et al. 2019), o que pode ser visto pela maior temperatura de decomposi¢ao
inicial da nanocelulose pura. Quando na presenca do tanino, a temperatura de decomposi¢ao
inicial cai porque parcialmente o tanino inibe as ligacdes de hidrogénio entre as nanofibrilas,
entdo menor energia térmica ¢ requerida para iniciar a decomposi¢do do filme N—A-Ti.
Diferentemente do filme N-A—TSc, em que maior energia térmica ¢ necessaria para romper
essas ligagdes. Demonstrando que um extrato com alta concentracdo de fenolicos e taninos

condensados pode melhorar a estabilidade térmica de filmes nanoceluldsicos.

Comportamento mecdnico

O filme N-A apresentou maior resisténcia mecanica a tragdo (118 Mpa), conforme
apresenta-se na Figura 6a. O alginato pode ter eficientemente facilitado a transferéncia de
estresse entre as nanofibrilas. Além de impedir que as mesmas se orientassem quando expostas
a um esfor¢o mecanico (Benselfelt et al. 2018) aumentando a resisténcia a tracdo. Como pode
ser notado, porém, a adi¢ao de outros materiais de fato reduz a deformagao a ruptura (Fig. 6b),
resultando em filmes menos ducteis. Quanto mais um material se deforma plasticamente maior
¢ sua ductilidade (El-hadi 2017). A incorporacdo ainda do tanino acabou reduzindo a
flexibilidade dos filmes N-A-TSc (8,3%) ¢ N-A-Ti (11%). Dou et al. (2018) também
encontraram diminui¢do da deformagdo com adig¢do de polifendis em filmes com alginato de
sodio e gelatina, embora a resisténcia a tragdo foi melhorada devido a uma reticulagao
(crosslinking) entre gelatina com os polifenois.

Contudo, a adi¢do de taninos ndo reduziu significativamente a resisténcia a tragdo em
relacdo ao filme de nanocelulose pura (N). Apesar de o tanino ser carregado negativamente,

resultando em baixa interacdo com a nanocelulose, ¢ possivel que a inser¢do do alginato
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conseguiu manter a transferéncia de carga a longa distancia entre as nanofibrilas. Uma vez que,
o tanino pode parcialmente impedir a interacao via ligacdes de hidrogénio entre as nanofibrilas

de celulose (Li et al. 2019). O que neste caso ndo ocorreu, formando um material mais coeso.
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Figura 6. (a) Resisténcia maxima a tragdo e (b) curvas tensdo x deformagao dos filmes.

A resisténcia a tragdo diminuiu em 13,1% nos filmes N-A-TSc em relacdo ao filme com
somente nanocelulose, ainda assim foi menos significativa que o ja reportado pela literatura,
que chegou a 20% (Missio et al. 2018). Demonstrando também uma diferenca entre os materiais
formandos. Comparando com o filme com tanino industrial, € possivel que outros compostos
polifendis possam ter inibido parcialmente a interagdo entre as nanofibrilas, o que foi
parcialmente explicado pela analise FT-IR.

Apesar de uma diminui¢do da resisténcia a tragdo dos filmes N—A—TSc, a incorporacio
do TSc na matriz nanoceluldsica apresenta desempenho superior que, por exemplo, tradicionais
filmes plasticos de polietileno de baixa densidade para embalagens (Galloto et al. 2008; Rennert
et al. 2013; Sahraeian e Esfandeh 2016), biodegradaveis (PLA) (Chaos et al. 2019) e de papel
para alimentos (Rhim 2010). Além disso, no caso do filme com extrato da industria (N-A—T1)
foi possivel manter a resisténcia a tragdo dos tradicionais filmes nanocelulosicos ou CNF,
embora de fato houve um aumento da hidrofilicidade dos filmes com a presenc¢a do alginato.
Por outro lado, o objetivo era proporcionar uma interagdo entre nanocelulose e alginato, onde
por exemplo quando em embalagens ativas e temporarias, dependendo do produto a ser

conservado, o agente protetivo também seja capaz de interagir com o meio. Com apenas uma
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incorporagdo/intera¢do, o agente antioxidante pode sair mais facilmente da matriz celulésica.
A incorporagdo de antioxidantes pode diminuir o tempo de decomposi¢do de alimentos, pois
estendem o tempo de prateleira e assim aumenta o espectro de agdo dos filmes ativos ou
funcionais (Martillanes et al. 2017).

De fato, o aumento da umidade relativa, uma vez que os filmes contém alginato e outros
componentes hidrofilicos, portanto, podem adsorver umidade e alterar as propriedades fisicas
desses filmes. Contudo, se utilizado em ambientes com menores taxas de umidade relativa ou

sistemas multicamadas, pode-se aumentar o tempo de vida util destes filmes funcionais.

Conclusao

A incorporacdo do tanino supercritico e do tanino industrial na celulose nanofibrilada
para producdo dos filmes foi realizada com sucesso. O extrato de tanino supercritico
proporcionou melhor estabilidade térmica até 250 °C e maior hidrofobicidade, em relagao aos
filmes com extrato industrial. A interacdo entre alginato, tanino industrial e nanocelulose
produziu filmes mais hidrofilicos e proporcionou melhor resultados de resisténcia a tragdo do
que os filmes com tanino supercritico. Quando usado sem o alginato, a inser¢do de um tanino
advindo de um processo diferenciado traz potencial para que seja utilizado como agente
antioxidante natural sem aumentar a hidrofilicidade dos filmes nanoceluldsicos e permitindo
resisténcia a tragdo de até 87 MPa.

Todos os materiais utilizados s3o naturais e biodegradaveis, tornando esses filmes
potenciais candidatos para substituir filmes sintéticos derivados do petrdleo, como para filmes
temporarios e potencialmente funcionais. Esses filmes podem ser utilizados como uma camada
exterior em sistemas multicamadas, protegendo e atuando contra agdes oxidativas, por exemplo,
radiagdo UV e, possivelmente, promovendo um aumento no tempo de prateleira dos produtos
a que se deseja conservar (como farmacos ou alimentos secos). No entanto, ainda se faz

necessario um estudo sobre a taxa de liberagdo do tanino ao longo do tempo.
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5 DISCUSSAO

O método de extracdo por gés carbonico supercritico aliado a cossolventes ecologicos
como o etanol e a 4gua para a extragdo de compostos de interesse como os fendlicos tem sido
amplamente pesquisado na ultima década. Biomassas abundantes e baratas aliado a uma
biorrefinaria integrada permitem obter produtos de alto valor com a extrag@o supercritica. Uma
vez que, neste método de extracdo ndo ha a presenca de oxigénio e luz, o que diminui a
degradagdo de compostos fenolicos termo-sensiveis. Bem como, a utilizagdo de gés carbonico
em estado supercritico pode permitir a maximizagdo da extragdo, assim como mudando os
parametros do processo pode extrair mais ou menos do composto de interesse. Nesse sentido,
o objetivo deste trabalho que ¢ dividido em 2 artigos, foi de maximizar a extragdo de compostos
antioxidantes advindo das cascas de Acacia mearnsii utilizando a extracdo por gas carbonico
supercritico e cossolventes (etanol e a 4gua) através da variagdo dos pardmetros do processo.
Bem como, incorporar um dos extratos para geragdo de filmes funcionais a base de
nanocelulose.

A partir de uma biomassa abundante e de baixo custo advinda de florestas que se
baseiam na extragdo sustentavel de madeira, cascas de acacia negra foram utilizadas na extragao
de fracdes com alta concentragdo de fendlicos e taninos condensados, que sdo conhecidos por
serem compostos antioxidantes. Etanol e posteriormente agua foram empregados como co-
solventes, uma vez que o gas carbonico possui fraca polaridade, mas com a inser¢do de co-
solventes o fluido supercritico pode potencializar a extracdo. A dgua foi utilizada apenas como
comparativo, assim ndo foi utilizada na otimizagdo do processo como o etanol. O objetivo era
com a mudanga nos parametros do processo e assim mudanca na densidade do fluido mais
compostos fendlicos e taninos pudessem serem extraidos, enriquecendo o extrato de acécia.
Bem como, diminuindo a degradagdo dos mesmos. O que de fato ocorreu, a otimizagdo da
extragdo por gas carbOnico supercritico com etanol possibilitou obter uma fracdo com alto
conteudo de fendlicos e taninos condensados, € com isso a otimizagdo proporcionou
fracdo/extrato com alta capacidade antioxidante em apenas 20 minutos de extracao.

A capacidade antioxidante desse extrato se assemelhou com o extrato industrial, contudo
tempo e temperatura (50°C) foram reduzidos, proporcionando extrato com maior concentragao
de fenolicos e taninos condensados. No geral, quanto maior a concentracao de fenolicos maior
¢ a capacidade antioxidante, contudo, na extra¢ao supercritica essa pode ndo ser uma relagao

direta. J& a fragdo 4gua mostrou que a extragdo supercritica pode extrair a rendimentos maiores
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(27%) do que a extracao industrial (21%) e com uma concentragdo um pouco maior de taninos
condensados. E possivel que outros compostos também tenham sido extraidos na fragio com
agua os quais nao foram quantificados. Contudo, de modo geral, a extra¢do supercritica com
gés carbOnico e mistura de co-solventes ecoldgicos, mostrou-se eficaz na extragcdo de
compostos fendlicos de alta capacidade antioxidante em curto periodo de tempo e baixa
temperatura.

A fragdo com agua advinda da extracdo supercritica e o extrato de acacia advindo do
processo industrial foram utilizados na formulagado de filmes funcionais a base de nanocelulose.
O extrato supercritico foi utilizado por apresentar um pouco mais de taninos condensados. Esses
filmes foram caracterizados para avaliar seu potencial como filmes funcionais para serem
substitutos proximos de filmes derivados do petroleo. 1% de alginato foi incorporado para
melhorar proporcionar ao filme maior resisténcia ou que a mesma ndo diminuisse
significativamente. A inser¢do do alginato aumentou a resisténcia a tracdo do filme de
nanocelulose e manteve a mesma no filme com tanino industrial (N-A-Ti). Contudo, para o
filme com tanino supercritico (N-A-TSc) a resisténcia a tracdo diminuiu em aproximadamente
13%, possivelmente por conter outros compostos que possam ter impedido parcialmente a
interagdo entre as nanofibrilas. De todo modo, o filme com TSc atingiu 87 MPa de resisténcia
a tracao.

Além disso, houve um aumentou da hidrofilicidade dos filmes com a incorporagdo do
alginato, contudo, visa-se aplicagdes como embalagens ou filmes temporarios para materiais e
alimentos secos com tempo de prateleira de curto prazo. Por outro lado, a incorporagdo do
tanino supercritico diminuiu a hidrofilicidade dos filmes, ¢ possivel que alguns compostos
fendlicos interagiram mais com a matriz nanocelulésica e ficam adsorvidos na mesma, do que
para os filmes com tanino industrial. Embora ambos apresentaram semelhantes resultados de
resisténcia a tracdo, muito semelhante em relagdo a literatura supracitada e algumas vezes
superior.

A inserc¢ao de outros materiais dependendo da natureza pode reduzir a flexibilidade dos
filmes nanoceluldsicos por diminuir a interacdo entre as nanofibrilas. Em outras palavras,
ocupando areas ao longo da nanofibrila que antes eram ocupadas por grupos OH de outras
nanofibrilas, apesar disso ¢ possivel que haja um aumento na resisténcia a tragdo mesmo que a
flexibilidade diminua. Além disso, o tanino supercritico conferiu estabilidade térmica até
250 °C, um pouco maior que o tanino industrial. O extrato de tanino advindo da acécia e

incorporado a nanocelulose ja comprovou eficiéncia como barreira UV (Li et al. 2019) e
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funcionalidade (Missio et al. 2018; Missio et al 2020), podendo liberar o agente antioxidante
ao meio que deseja proteger. No entanto, diferente do primeiro em que o objetivo era fixar o
tanino numa celulose cationizada, ou seja, outro processo € necessario, assim como ndo ha
enfoque na liberacdo do mesmo. Como € o caso deste estudo e do segundo, no entanto, neste,
através de uma simples homogeneizagao entre nanocelulose, tanino e alginato foi possivel que
a resisténcia do material ndo fosse afetada significativamente e o tanino, teoricamente, possa
funcionar como agente antioxidante ativo. Assim sendo liberado ao material ou produto que
deseja proteger. Assim como, a utilizacdo de nanofibrilas a partir de coniferas como ¢ o caso
deste estudo apresentam melhores resultados nas propriedades mecéanicas do que nanofibrilas
advindas de folhosas, como foi o caso do segundo estudo quando se visa filmes para

embalagens.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A extragdo por géas carbOnico supercritico e etanol como co-solvente foi otimizada
variando gradativamente temperatura, relacdo solido-liquido, pressdo e tempo. Os dois
primeiros parametros demonstraram-se mais influentes do que pressdo e tempo. Com a
otimizag¢do (20 minutos de extracdo e temperatura moderada de 50 °C), foi possivel enriquecer
o extrato de acdcia, resultando em uma fracdo com alto conteiido de fenolicos e taninos
condensados de alta capacidade antioxidante. A fragdo com 4agua, apresentou rendimento
superior que a extra¢do industrial. Colocando a extrag@o por gas carbonico supercritico como
método promissor na extragdo de compostos de fendlicos, a partir de biomassa renovavel,
abundante e de baixo custo. Faz-se necessario um estudo economico deste método para diminuir
os custos energéticos do processo, o que € possivel quando houver otimizagao, reutilizagao do
COz, matérias-primas baratas e integracdo do método a uma biorrefinaria. Além disso, esses
custos podem ser compensados pela maior lucratividade quando se extraem compostos de alto
valor bioldgico como os antioxidantes, que neste estudo foram sdo obtidos em curto periodo de
tempo por meio de método de baixo impacto ambiental.

A fragdo com agua obtida pela extracdo por géas carbonico supercritico foi utilizada
como agente antioxidante nos filmes a base de nanocelulose para torna-los funcionais. Os filmes
foram produzidos com dois tipos de taninos, um advindo desta extrag¢do (tanino supercritico) e
o outro da extracao industrial. Alginato foi empregado conjuntamente como aditivo natural para
conferir resisténcia a tragdo ou que a mesma ndo diminuisse significativamente, uma vez que
ha uma diminuicdo com a incorporacdo de tanino condensado. Os filmes com tanino
supercritico alcangaram angulo de contato superior, chegando a 85° e aumento da estabilidade
térmica até 250 °C.

O alginato manteve a resisténcia a tragao dos filmes com tanino industrial, porém para
os filmes com tanino supercritico houve uma diminui¢ao de 13,1%. De todo modo, esses filmes
apresentaram resultados satisfatorios nas propriedades mecénicas, principalmente considerando
que o objetivo ndo era proporcionar reticulacdo entre os biopolimeros, apenas interacdo entre
nanocelulose e alginato, para que o tanino possa se desprender da matriz nanoceluldsica com o
tempo. Faz-se ainda necessario um estudo da liberagdo do agente antioxidante, quanto a taxa
de liberacdo e um aprimoramento da mesma. De todo modo, visando produtos que fiquem

pouco tempo em prateleira, esses filmes surgem como potencial substituintes dos filmes
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plasticos utilizados em embalagens que ndo necessitem alta flexibilidade e que recobrem

alimentos ou produtos sensiveis a oxidagao.
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