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RESUMO

O pdo é um dos alimentos mais consumidos pela humanidade. A
deterioracdo microbiana de pées acarreta perdas econdmicas relevantes.
As embalagens ativas possuem fungdes que vao além das propriedades
de barreira, contencdo e protecdo. Elas podem substituir ou
complementar os sistemas tradicionais de conservagdo de alimentos,
caracterizados pelo uso excessivo de aditivos sintéticos. Sabendo-se que
a conservacdo de paes é tradicionalmente realizada por aditivos
sintéticos, o uso embalagens ativas aplicadas a essa categoria de
alimento constitui uma possibilidade de reducdo e/ou inibigdo do
crescimento microbiano, com consequente extensdo da vida atil desse
produto. O objetivo principal deste estudo foi produzir uma embalagem
ativa por tape-casting, através da incorporacdo de Oleos essenciais
microencapsulados em matrizes poliméricas de amido-microfibras de
celulose, para extensdo da vida atil de pdes de forma. Os Oleos
essenciais de orégano (Origanum vulgare) e horteld (Mentha arvensis)
foram caracterizados quanto & composi¢do quimica, citotoxicidade e
atividades antimicrobiana e antioxidante. Ambos 0s 6leos apresentaram
elevada atividade antifingica contra os fungos Aspergillus flavus e
Penicillium commune, expressa pelos compostos volateis e em solugdo,
além de potencial antioxidante elevado (superior a 70 %), nas condicOes
do estudo. O microencapsulamento de 6leo essencial em goma arabica
pelo método de spray drying foi utilizado como alternativa de controle
da elevada volatilidade e suscetibilidade & oxidagdo, caracteristicas
desse composto. O processo de microencapsulamento, nas condi¢Ges do
estudo, ndo prejudicou a atividade antimicrobiana do dleo essencial. As
microfibras de celulose foram obtidas pela combinacdo de tratamentos
acido (hidrolise) e mecanico (ultrassom). Sua adicdo a suspensdo
filmogénica promoveu o reforco mecanico e a reducdo da
higroscopicidade e permeabilidade & &gua dos filmes de amido. A
adicdo de microcapsulas de dleo essencial as matrizes de amido-
microfibras de celulose resultou na reducdo da resisténcia a tracdo e
aumento da elasticidade dos filmes. A atividade antimicrobiana dos
filmes foi comprovada por andlise microbiol6gica e atestada pela
extensdo da vida atil de pdes de forma em 7 dias, nas condi¢cdes da
andlise e dimensbes (do filme e dos pées) empregadas.

Palavras-chave: 0leos essenciais; microcapsulas; microfibras de
celulose; filmes de amido; embalagem antimicrobiana.






ABSTRACT

Bread is one of the most consumed food by humanity. The microbial
deterioration of bread is responsible for relevant economic losses.
Active packaging has functions that go beyond barrier, containment and
protection properties. They can replace and/or complement traditional
food storage systems characterized by excessive use of synthetic
additives. Since the preservation of bread is traditionally carried out by
synthetic additives, the use of active packaging applied to this category
of food constitutes a possibility of reduction and/or inhibition of
microbial growth, with consequent extension of the useful life of this
product. The main objective of this study was to produce an active
packaging by tape-casting, through the incorporation of
microencapsulated essential oils in polymeric films of starch-cellulose
microfibers, to extend the useful life of breads. The essential oils of
oregano (Origanum vulgare) and mint (Mentha arvensis) were
characterized by chemical composition, cytotoxicity and antimicrobial
and antioxidant activities. Both oils presented high antifungal activity
against the fungi Aspergillus flavus and Penicillium commune,
expressed by the volatile and the solution compounds, as well as high
antioxidant potential (over 70%), under the conditions of the study. The
microencapsulation of essential oil in gum arabic by the spray drying
method was used as an alternative to control the high volatility and
susceptibility to oxidation, characteristics of this compound. The
microencapsulation process, under the conditions of the study, did not
impair the antimicrobial activity of the essential oil. Cellulose
microfibers were obtained by the combination of acid (hydrolysis) and
mechanical treatments (ultrasound). Its addition to the filmogenic
suspension promoted the mechanical reinforcement and reduction of the
hygroscopicity and water permeability of the starch films. The addition
of essential oil microcapsules to the starch-cellulose microfibers films
reduced the tensile strength and increased elasticity of the films. The
antimicrobial activity of the films was confirmed by microbiological
analysis and attested by the extension of the shelf life of breads in 7
days, under the conditions of analysis and dimensions (film and breads)
employed.

Keywords: essential oils; microcapsules; microfiber cellulose; starch
films; antimicrobial packaging.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

DESENVOLVIMENTO DE EMBALAGEM ATIVA
ANTIMICROBIANA PARA PAES DE FORMA

Por qué?

v" A conservacdo de produtos de panificacdo é realizada pelo
uso de aditivos sintéticos;

v Oleos essenciais sdo reconhecidos como antimicrobianos -
faltam estudos sobre a sua atividade quando encapsulados e
incorporados em filmes;

v’ Possibilidade de agregar valor a oOleos essenciais com
potencial antimicrobiano.

Quem ja fez?

v' Ha muitos estudos sobre o uso de dleos essenciais como
antimicrobianos, mas faltam estudos sobre o potencial
citotdxico desses dleos e a atividade antimicrobiana dos
compostos volateis, para fins de aplicacdo em embalagem
para alimentos;

v Ha estudos sobre a utilizacdo de O6leos essenciais
microencapsulados em diferentes areas, mas faltam estudos
sobre a atividade desses compostos em filmes
antimicrobianos aplicados a produtos de panificacéo.

Hipoteses

v E possivel incorporar 6leos essenciais microencapsulados em
filmes biodegradéveis de amido/microfibras de celulose;

v' E possivel estender o tempo de vida Gtil de paes de forma
com o uso de embalagens ativas antimicrobianas.




O que foi feito

AN

v" Avaliacdo da citotoxicidade e propriedades bioldgicas de
0leos essenciais;

Microencapsulamento de Oleo essencial e avaliagdo das
propriedades das microcapsulas;

Producdo e caracterizacao de microfibras de celulose;
Avaliagdo de filmes biodegradaveis de amido/microfibras de
celulose produzidos por tape-casting;

v Produgdo e avaliagdo de embalagem antimicrobiana aplicada
a pées de forma.

Respostas

v' Microcapsulas de dleo essencial com  potencial
antimicrobiano;

v Filmes de amido melhorados com a adi¢do de microfibras de
celulose;

v" Filme ativo antimicrobiano;

v' Extensdo da vida util de paes de forma pelo uso de

embalagem antimicrobiana.
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1. INTRODUCAO

Segundo a ABIP (Associacdo Brasileira das Industrias de
Panificacdo e Confeitaria), o pdo € um alimento essencial na mesa dos
brasileiros. Além do valor nutritivo, algumas caracteristicas importantes,
como o alto teor de umidade e a atividade de agua elevada, sdo comuns
aos diferentes tipos de pdes. Do ponto de vista microbioldgico, essas
caracteristicas os tornam altamente suscetiveis a deterioracdo, mais
frequente em pées fatiados e embalados, como os pdes de forma (Legan,
1993).

O controle do desenvolvimento microbiano em pdes &
tradicionalmente realizado pelo uso de conservantes sintéticos,
adicionados diretamente aos produtos acabados, através do tratamento
das superficies (ANVISA, 1999). O uso de conservantes naturais é uma
pratica que visa reduzir o teor de aditivos sintéticos e cria alternativas
complementares aos métodos tradicionais de conservacao de panificados
(Souza, 2010).

Nos Ultimos anos, a utilizacdo de antimicrobianos sintéticos esta
orientada para 0 uso combinado com substéncias de origem natural, com
mecanismo de acdo seletivo e atividade antimicrobiana potencial
(Souza, 2010). Plantas e produtos da extracdo vegetal, como os 6leos
essenciais com propriedades antimicrobianas, representam uma fonte
alternativa importante aos aditivos sintéticos (Belletti et al., 2004).

A incorporacdo de dleos volateis em embalagens aumenta o
espectro de aplicacdo dessas substancias. Utilizados em baixas
concentragcBes em filmes, estes se tornam ativos e servem de veiculo
para a migracdo dos agentes para a superficie do produto (Coma, 2008;
Han, 2000; Pérez-Pérez et al., 2006; Quintavalla e Vicini, 2002).

A escassez de petroleo, associada ao crescente interesse pela
reducdo da carga ambiental promovida pelo uso de polimeros sintéticos,
estimularam a producdo de filmes biodegradaveis a base de compostos
provenientes de fontes renovéveis, como o amido (Vicentini, 2003;
Larotonda et al., 2004; Yu, Dean e Li, 2006; Liu et al., 2009). De uma
maneira geral, filmes a base de amido apresentam propriedades
mecanicas e de barreira inferiores aos materiais sintéticos classicos. As
alternativas para a melhoria dessas propriedades incluem a adicdo de
compostos plastificantes e materiais de reforco, como fibras naturais, na
matriz polimérica (Gontard, Guilbert e Cuq, 1993; Miiller, Yamashita e
Laurindo, 2008; Avérous, Fringant e Moro, 2001; Dufresne e Vignon,
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1998; Muller, Laurindo e Yamashita, 2009; Miller, Laurindo e
Yamashita, 2011).

Dada a natureza hidrofilica dos filmes de amido, o
microencapsulamento prévio de ativos de natureza lipofilica constitui
uma alternativa interessante de incorporacdo de dleos essenciais na
matriz polimérica, para a producdo de filmes ativos. Os filmes ativos
representam uma forma importante de aplicacdo desses compostos e
conferem a possibilidade de uma liberagcdo gradual dos agentes com
efeito antimicrobiano significativo (Suppakul, Sonneveld e Bigger,
2011; LaCoste et al., 2005).

O objetivo geral deste estudo foi produzir uma embalagem ativa
por tape-casting, através da incorporacdo de Oleo essencial
microencapsulado em filme de amido-microfibras de celulose, para
extensdo da vida Util de paes de forma.

Os objetivos especificos foram;

v'Avaliar a composi¢do quimica, toxicidade e
propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais de orégano
(Origanum vulgare) e hortela (Mentha arvensis);

v'Selecionar condicdes de processo e material
encapsulante para microencapsulamento de dleo essencial em
spray dryer;

v'Caracterizar e avaliar as propriedades antimicrobianas
das microcapsulas;

v'Produzir e caracterizar microfibras de celulose;

v'Produzir filmes de amido-microfibras de celulose por
tape-casting e caracteriza-los;

v'Produzir e caracterizar filmes ativos antimicrobianos;

v'Avaliar a extensdo da vida Gtil de paes de forma pelo
uso de filme ativo antimicrobiano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Embalagens ativas antimicrobianas

O atual estilo de vida do consumidor requer um aumento
progressivo da vida Util de alimentos, sem prejuizo ou perda das suas
propriedades e com garantia de seguranca e qualidade. Por esta razdo, o
desenvolvimento de novos sistemas de conservacdo de alimentos que
contribuam para esse fim é cada vez mais importante. Vrias técnicas
sdo utilizadas para retardar a deterioracdo de alimentos, tais como
atmosfera modificada, embalagem a vacuo, processos de esterilizacdo e
congelamento. No entanto, tecnologias emergentes, a exemplo das
embalagens ativas, constituem uma alternativa promissora de extenséo
da vida util do produto embalado. Essas embalagens aumentam a
possibilidade de producdo de alimentos parcial ou totalmente livres de
conservantes e microbiologicamente seguros (Gutiérrez et al., 2009).

As inovacdes tecnoldgicas buscam transpor o conceito tradicional
de embalagem - barreira inerte que contém, mantém e conserva
alimentos. Ao longo dos anos, varios estudos foram conduzidos para o
desenvolvimento de embalagens ativas que, além de protegerem,
interagem com o produto (César, Mori e Batalha, 2009; Appendini e
Hotchkiss, 2002).

O termo embalagem ativa foi utilizado pela primeira vez por
Labuza (1987) e definido como uma categoria de embalagem gue exerce
um papel adicional na preservagdo de alimentos, que ndo somente o de
barreira inerte contra influéncias externas (Rooney, 2005). Segundo o
projeto europeu “Actipak” FAIR (CT 98-4170), de 1999, a embalagem
ativa tem o objetivo principal de prolongar a vida til dos alimentos
embalados (Vermeiren et al., 1999). Esse novo conceito foi introduzido
em resposta s mudancgas continuas nas demandas dos consumidores €
nas tendéncias de mercado (Quintavalla e Vicini, 2002).

As embalagens ativas incluem os absorvedores de oxigénio e
etileno; eliminadores e emissores de CO,; enzimas; controladores de
umidade, sabor e odor; agentes antimicrobianos e antioxidantes, entre
outros (César, Mori e Batalha, 2009). Contudo, o desafio na busca de
formas inovadoras de inibicdo do crescimento microbiano nos
alimentos, mantendo sua qualidade, frescor e seguranca, apontou para o
desenvolvimento de uma embalagem que incluisse materiais com
propriedades antimicrobianas na sua constituicdo (Appendini e
Hotchkiss, 2002).
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Na embalagem antimicrobiana, o material de embalagem, o
produto e o ambiente interagem para prolongar a fase lag e/ou reduzir a
taxa de crescimento dos microrganismos. Essa categoria de embalagem
ativa representa uma alternativa a incorporacdo direta de aditivos no
produto e os problemas associados a essa pratica (Suppakul et al., 2006;
Suppakul et al., 2008).

As embalagens ativas antimicrobianas podem assumir diversas
formas, dentre as quais se destacam o0s sachets contendo agentes
antimicrobianos; 0s revestimentos ou adsorventes antimicrobianos
aplicados nas superficies de polimeros; a imobilizacdo dos agentes
antimicrobianos nos polimeros por meio de ligacdes covalentes ou
ibnicas; os polimeros antimicrobianos inerentes e os polimeros
incorporados de agentes antimicrobianos volateis e ndo-volateis, objetos
desse estudo (Appendini e Hotchkiss, 2002).

2.1.1 Filmes ativos antimicrobianos

A aplicacdo direta de substancias antimicrobianas na superficie
de alimentos tem beneficios limitados, uma vez que os ativos podem ser
neutralizados no contato e/ou difundir-se rapidamente da superficie para
o0 interior dos alimentos. A incorporacdo de agentes antimicrobianos
durante a preparacdo de alimentos pode resultar na sua interacdo, com
consequente reducdo da atividade desses agentes e efeito limitado sobre
a microflora presente. A utilizacdo de filmes poliméricos incorporados
de ativos, por sua vez, permite uma migracdo mais lenta dos agentes a
partir do material de embalagem para a superficie do produto,
auxiliando na manutencdo das concentracfes do antimicrobiano por
mais tempo (Quintavalla e Vicini, 2002).

O interesse no desenvolvimento de filmes e revestimentos
comestiveis estd relacionado a fatores ambientais, & necessidade de
novas técnicas de armazenamento e a criacdo de mercados para
commodities agricolas subutilizadas e com boas propriedades de
formagdo de filme (Quintavalla e Vicini, 2002). Filmes preparados a
partir de polissacarideos, proteinas e lipidios apresentam potencial para
incorporacdo de ativos antimicrobianos. Dentre os polissacarideos de
maior disponibilidade, destaca-se o amido. Amidos de fontes variadas
podem ser utilizados para preparar filmes com propriedades diferentes,
para atender necessidades especificas do mercado (Avérous, Fringant e
Moro, 2001; Larotonda et al., 2004).
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2.2 Filmes a base de amido

O amido é um polissacarideo produzido pelas plantas superiores e
distribuido na natureza na forma de granulos (Liu et al., 2009). E
considerado um dos materiais naturais com maiores possibilidades de
aplicacdo, de baixo custo, alta disponibilidade e biodegradabilidade
(Guilbert, Gontard e Gorris, 1996; Avérous, Fringant e Moro, 2001).

Quimicamente formado pela unido de monossacarideos D-
glicose, 0 amido é composto por granulos semicristalinos contendo dois
polissacarideos, a amilose e a amilopectina. A amilose é um polimero de
cadeia essencialmente linear, unida por ligagdes glicosidicas a-1,4
(Tharanathan, 2002). A amilopectina € o componente ramificado do
granulo. Sua cadeia é unida por ligacdes glicosidicas em a-1,4 €
ramificada em a-1,6 (Vandeputte e Delcour, 2004) (Figura 2.1). As
regides mais ordenadas (cristalinas) do granulo estdo localizadas nas
ramificacbes das moléculas de amilopectina, enquanto as regides
amorfas sdo formadas por moléculas de amilose (Imberty et al., 1991).

Figura 2.1: Estruturas quimicas e representacdo esquematica da (a)
amilose e (b) amilopectina.

(EIIO CH t'} (b)

(@)

II ()II
(.'IH ()H

JH OH OH

(Fonte: Liu et al., 2009)

A gelatinizacdo é uma propriedade funcional do amido e a base
da sua conversdo em um material termoplastico. Ela pode ser definida
como um processo irreversivel e multifases, que envolve o aquecimento
em agua, inchaco granular, fusdo (perda de birrefringéncia) e
solubilizacdo molecular (Tharanathan, 2002; Liu et al., 2009). Acima da
temperatura de gelatinizac&o, as ligagbes de hidrogénio se rompem e as
moléculas de &gua se unem aos grupos hidroxila das moléculas de
amido, resultando na dissolucédo dos cristais. As moléculas de amilose e
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amilopectina sdo lixiviadas para fora do granulo, promovendo a
destruicdo da ordem molecular e causando alteracfes irreversiveis nas
suas propriedades e cristalinidade (Liu et al., 2009).

A retrogradacdo é o termo wusado para descrever as
transformagfes que ocorrem durante o resfriamento e armazenamento
das dispersdes de amido gelatinizado. Ap6s a gelatinizagdo, as
moléculas de amilose tendem a se orientar mais rapidamente do que a
amilopectina, devido a sua linearidade. Elas se aproximam o suficiente
para formar pontes de hidrogénio entre hidroxilas adjacentes. O
resultado é o aumento da cristalinidade e a formagdo de particulas
insolGveis (Bobbio e Bobbio, 1995; Tharanathan, 2002). Esse processo
consiste na conversdo do amido do estado amorfo (gelatinizado) para o
estado cristalino. A expulsdo de parte da agua da estrutura polimérica
(sinerese) é resultado do empacotamento das moléculas de amido
(Keetels, Oostergetel e Vliet, 1996).

Devido as multiplas transicGes de fase, a microestrutura e as
propriedades mecanicas dos materiais a base de amido dependem, em
grande medida, das técnicas e condicdes de processamento utilizadas
(Liu et al., 2009). Filmes biodegradaveis a base de amido apresentam
boas propriedades de barreira a gases e lipideos e boas propriedades
Oticas. No entanto, apresentam limitagdes quanto as propriedades
mecanicas e de barreira a 4gua (Gallo et al., 2000; Mdiller, Laurindo e
Yamashita, 2009a; Miller, Laurindo e Yamashita, 2009b; Miuller,
Laurindo e Yamashita, 2011).

Na elaboracdo de filmes a base de polissacarideos complexos,
como o amido, a suspensdo aquosa € adicionada de um plastificante e
aquecida em temperatura acima da temperatura de gelatiniza¢do (Yang,
Yu e Ma, 2006; Liu et al., 2009). Compostos plastificantes, como 0s
polidis (glicerol, sorbitol), reduzem a atracdo entre as cadeias
poliméricas adjacentes, aumentam sua mobilidade e, consequentemente,
a flexibilidade dos filmes (Gontard, Guilbert e Cuqg, 1993; Garcia,
Martino e Zaritzki, 2000; Muller, Yamashita e Laurindo, 2008).

A composicdo, o tamanho e a forma dos plastificantes também
influenciam sua habilidade em interagir com as cadeias do polimero e as
moléculas de agua (Thomazine, Carvalho e Sobral, 2005; Miiller,
Yamashita e Laurindo, 2008). A hidrofilicidade da molécula de
plastificante favorece a adsorcdo de moléculas de agua pelo filme
(Gontard, Guilbert e Cug, 1993).

Os plastificantes também aumentam a sensibilidade dos filmes as
mudangas de umidade relativa e temperatura durante 0 armazenamento.
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As alteragdes nas propriedades mecanicas e de barreira provocadas pela
sor¢do de umidade sdo um inconveniente associado a esse tipo de
material. O aumento da mobilidade molecular das cadeias provoca
mudancas na cristalinidade e na temperatura de transicdo vitrea do
amido (diminui com o aumento do conteldo de umidade) (Gontard,
Guilbert e Cuq, 1993; Midller, Yamashita e Laurindo, 2008; Mdller,
Laurindo e Yamashita, 2009a).

2.2.1 Métodos de elaboracdo de filmes biodegradaveis de
amido

Na éarea de alimentos, existe um grande interesse no
desenvolvimento de filmes biodegradaveis para uso como material de
embalagem. Esse interesse € motivado pelas preocupacfes ambientais
sobre o descarte de materiais ndo renovaveis, aliado a necessidade de
novos mercados de matérias-primas formadoras de filme (Fakhouri et
al., 2007). Filmes biodegradaveis produzidos a partir de biopolimeros,
como o amido, apresentam caracteristicas e propriedades fortemente
dependentes das técnicas e condi¢cBes de processamento (Gontard,
Guilbert e Cug, 1993).

As técnicas mais comuns de producdo de filmes de amido
incluem a extrusdo, moldagem por injecdo e casting. Técnicas como a
moldagem por compressdo e a injecdo podem levar & degradacdo da
estrutura molecular. A extrusdo é frequentemente combinada com outras
técnicas, como a injecdo, em condicdes de alta pressdo e cisalhamento,
gue causam ruptura das ligagdes moleculares, perda de cristalinidade e
alteragdes estruturais do amido (Liu et al., 2009).

A producdo de filmes de amido por casting inclui a solubilizagao
da macromolécula em um solvente, gelatinizacdo do amido, moldagem
por espalhamento da suspensdo em um suporte e secagem sob condigdes
controladas  (Vicentini, 2003). Esta técnica apresenta algumas
desvantagens, como a necessidade de longos tempos de secagem, além
de ndo permitir a producdo de filmes em grande escala (Miuller,
Laurindo e Yamashita, 2011; Moraes et al., 2013; Moraes et al., 2015).

O tape-casting, ou colagem de folhas, é uma derivacdo da técnica
de casting, utilizada para aumento de escala (scale up). Desenvolvida
nos anos 40, foi originalmente utilizada para a fabricacdo de placas finas
de materiais piezoelétricos e capacitores. A partir da década de 70, o
processo de tape-casting passou a ser utilizado para a producéo de pecas
cerdmicas planas e finas (Hotza, 1997). Atualmente, esse processo vem
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sendo estudado e aplicado a producdo de filmes biodegradaveis.
Scheibe, Moraes e Laurindo (2014) estudaram a utilizagdo do tape-
casting para a producdo de sacolas biodegradaveis a base de filmes de
amido e fibras; Moraes et al. (2013) utilizaram o tape-casting para
estudo de scale up de filmes de amido de mandioca; e Moraes et al.
(2015) estudaram a secagem condutiva de filmes de amido-fibras de
celulose preparados por tape-casting.

A colagem de folhas é realizada através do movimento relativo
entre uma lamina niveladora (doctor blade) e um suporte. O processo €
descontinuo, quando a lamina se move sobre uma superficie fixa; ou
continuo, se a superficie se move sob uma lamina fixa (Figura 2.2). A
secagem do filme é realizada sobre o suporte por conveccdo, radiacdo
infravermelha, condugdo ou uma combinagdo destes métodos (Hotza,
1997; Moraes et al., 2013; Scheibe, Moraes e Laurindo, 2014; Moraes et
al., 2015).

Figura 2.2: Equipamento de tape-casting de processamento continuo.

Lamina niveladora
com micrémetro

Arsaurado  anaa de secagem  Entrada de ar quente

e

Filme coletor

(Fonte: Hotza, 1997)

Barbotina

2.2.2 Propriedades de filmes de amido

As propriedades dos filmes de amido, entre elas as caracteristicas
mecanicas, de barreira a agua e gases e Oticas, sdo avaliadas por
métodos cléssicos, aplicados aos materiais sintéticos e adaptados as
caracteristicas dos biopolimeros (Krochta e Mulder-Johnston, 1997). Os
métodos para determinacdo das propriedades mecanicas e de barreira a
agua dos materiais amilaceos, apresentados a seguir, sdo importantes
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para a compreensdo do comportamento e estabilidade dos materiais a
base de amido aplicados na confec¢do de embalagens de alimentos.

2.2.2.1 Propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas de filmes dependem do tipo de
material utilizado na sua producéo e, especialmente, da coesdo estrutural
resultante das liga¢Oes intermoleculares (Guilbert, Gontard e Gorris,
1996). Algumas propriedades mecénicas de filmes podem ser avaliadas
por ensaios de tracdo. Esses ensaios envolvem a separacdo, a uma
velocidade constante, de duas garras que prendem as extremidades de
um corpo-de-prova e o registro da forca ou resisténcia que o material
oferece a deformacédo durante o ensaio (Sarantpoulos et al., 2002).

As propriedades mecanicas avaliadas pelo teste de tracdo
envolvem a determinacdo da tensdo de ruptura (omnp), que se refere a
tensdo méxima suportada pelo filme, nas condicdes do ensaio;
elongagdo ou alongamento na ruptura (g), que diz respeito a deformacao
(alongamento) sofrida pelo material antes do rompimento; e médulo de
elasticidade ou modulo de Young (Y), que representa a rigidez do
material. O mddulo de Young é obtido pelo coeficiente angular da
porcdo linear da curva de tensdo-deformacdo (McHugh e Krochta,
1994).

2.2.2.2 Propriedades de barreira a &gua

Os filmes devem constituir uma barreira que impeca ou
dificulte o contato entre 0 ambiente externo e o produto em seu interior
(Sarantopoulos et al., 2002). Em filmes hidrofilicos, as propriedades de
barreira & agua sdo influenciadas pelas caracteristicas intrinsecas do
material, pelo teor de plastificante utilizado e pelas condi¢cdes de
umidade relativa e temperatura as quais os filmes sdo expostos (Miiller,
Yamashita e Laurindo, 2008).

2.2.2.2.1 Isotermas de sorcao de umidade

O contetido de umidade dos biopolimeros afeta as propriedades
de barreira a agua de maneira significativa. Devido a natureza
hidrofilica, filmes & base de amido tendem a absorver grandes
guantidades de 4gua a uma umidade relativa (UR) elevada (Cho e Rhee,
2002). As isotermas de sorcdo relacionam a atividade de agua e a
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umidade de equilibrio a uma dada temperatura. Sua avalia¢do € um meio
de caracterizar a higroscopicidade de diferentes materiais e determinar
sua estabilidade e as possiveis alteracbes de qualidade durante o
armazenamento de produtos embalados (Srinivasa, Ramesh e
Tharanathan, 2007).

As isotermas de sorcdo sdo divididas em trés regides distintas. A
primeira regido, em atividade de agua entre 0 e 0,35, corresponde a
adsorcdo de um filme de agua monomolecular. A segunda regido, em
valores de atividade de agua entre 0,35 a 0,60, representa a adsorcao de
camadas adicionais de dgua acima da monocamada. A terceira regido,
em atividade de agua maior do que 0,60, representa a dgua condensada
nos poros do material, responsavel pela dissolucdo de materiais sollveis
(Labuza, 1968).

Brunauer, Emmett e Teller (1938) classificaram as isotermas de
sorcdo de umidade segundo a variacdo da umidade de equilibrio com a
atividade de agua dos produtos. Suas formas caracteristicas estdo
apresentadas na Figura 2.3. As isotermas do tipo Il sdo caracteristicas
de materiais amilaceos hidrofilicos.

Figura 2.3: Formas caracteristicas de isotermas de sor¢ao de umidade.

-

f
U Anvidace de dgua 0 pividade de dgus

Fonte: Adaptado de Brunauer, Emmett e Teller (1938).
2.2.2.2.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) de filmes representa a
capacidade de controle do transporte de vapor de 4gua entre um sistema
e 0 ambiente externo. Ela pode ser Util na compreenséo das interacoes
entre 0os componentes do polimero e os possiveis mecanismos de
transferéncia de massa (Kester e Fennema, 1986).

O conhecimento dessa propriedade é imprescindivel para se
definir as possiveis aplicacdes dos filmes em embalagens. Quando
comparados com outros materiais, os filmes & base de amido apresentam
alta permeabilidade ao vapor de agua (Miller, Yamashita e Laurindo,
2008; Muller, Laurindo e Yamashita, 2011).
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2.3 Fibras de celulose

Quando particulas rigidas sdo adicionadas as matrizes
filmogeénicas, tem-se 0 que se chama de compositos. Os compdsitos
podem produzir uma série de efeitos desejaveis, como o aumento da
rigidez e a melhora da resisténcia a deformacéo e a fratura dos filmes
(Ahmed e Jones, 1990).

As fibras vegetais vém sendo extensivamente aplicadas na
producdo de biocompositos. Comparados aos agentes inorganicos, fibras
lignoceluldsicas oferecem vantagens como natureza renovavel,
variedade e disponibilidade, baixo custo, baixa densidade, flexibilidade,
natureza ndo abrasiva, entre outras (Dufresne, Dupeyre e Vignon, 2000;
Dias et al., 2011).

A incorporacdo de fibras naturais as matrizes filmogénicas é uma
alternativa de superacao das fragilidades dos materiais a base de amido.
Além das limitagbes mecénicas, filmes de amido s&o muito sensiveis a
umidade. Quando adicionadas as suspensfes filmogénicas, as fibras
contribuem para o reforgo mecénico e a reducdo da permeabilidade ao
vapor de agua desses materiais (Miller, Laurindo e Yamashita, 2009b;
Dias et al., 2011; Moraes, Reszka e Laurindo, 2014).

A compatibilidade entre a matriz polimérica de amido e as fibras
vegetais € resultado de interagdes intermoleculares entre 0s
componentes. Segundo  Wollerdorfer e Bader (1998), essa
compatibilidade se deve a aderéncia da interface fibra-matriz, dada a
semelhanca quimica entre os termoplasticos e as fibras vegetais. O
resultado dessa interacdo € a melhoria das performances das matrizes
(Curvelo, Carvalho e Agnelli, 2001; Wollerdorfer e Bader, 1998;
Dufresne e Vignon, 1998; Lu, Weng e Cao, 2006).

A organizacdo de uma fibra vegetal esta representada na Figura
2.4. As fibras lignocelulésicas apresentam-se em uma estrutura de
camadas complexas, separadas por uma parede primaria e uma parede
secundéria. A parede priméria é depositada durante o crescimento das
células e circunda a parede secundéria. A parede secundaria €
constituida por trés camadas (S1, S2 e S3). A camada intermediaria (S2)
determina as propriedades mecanicas da fibra e consiste em uma série
de microfibrilas, formadas por longas cadeias de celulose organizadas
(Silva et al., 2009).

Fibras lignocelulésicas sdo constituidas de celulose, hemicelulose
e lignina, principalmente (Silva et al., 2009). Durante a biossintese, as
cadeias de fibrilas primarias se agregam e originam microfibrilas



42

extensas, filamentosas, com feixes de moléculas altamente cristalinos,
estabilizados por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares
(Andresen e Stenius, 2007). As microfibrilas sdo compostas de regides
cristalinas (ordenadas) e amorfas (desordenadas) (Figura 2.5) (Tischer et
al., 2010). O angulo de orientagdo das microfibrilas determina a dureza
das fibras. A alta rigidez axial das fibras de celulose é uma propriedade
desejavel para o reforco de compositos (Eichhorn et al., 2010).

Figura 2.4: Estrutura de uma fibra vegetal
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(Fonte: Thomas et al., 2011)

Figura 2.5: Estrutura das fibras celulésicas
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Estrutura quimica da Regido amorfa  Regido cristalina
cadeia de celulose

(Fonte: Lavoine et al., 2012).

A celulose é o polimero mais abundante no mundo. Do ponto de
vista quimico, é um homopolissacarideo constituido por unidades de D-
glicose em arranjo linear, unidas por ligagdes glicosidicas do tipo  (1,4)
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(Andresen e Stenius, 2007; Silva et al., 2009). Esta unidade repetitiva,
conhecida como celobiose, contém seis grupos hidroxila, que estabele-
cem interacBes do tipo ligagBes de hidrogénio intra e intermolecular.
Devido a essas ligacfes, ha uma forte tendéncia da celulose de formar
cristais. O grau de cristalinidade e a dimens&o dos cristais variam com a
origem da celulose (Tischer et al., 2010).

A capacidade das fibras naturais de contribuir para a melhoria das
propriedades mecanicas de biocompditos depende do tipo de celulose.
As variagbes na conformagdo ou no empacotamento das cadeias
celulésicas dentro dos cristais ddo origem aos polimorfos cristalinos,
designados como I, Ig, I1, I, Iy, 1Vie 1V). Cada uma destas formas
cristalinas apresenta caracteristicas fisicas e quimicas préprias, como
solubilidade, densidade, ponto de fusdo, forma, propriedades Oticas e
elétricas. Na natureza, as celuloses I, e Ig, chamadas de celulose nativa,
sd0 as mais abundantes. A celulose Ig é a forma cristalina majoritéria em
plantas superiores. O tipo | é o principal responsavel pelo potencial de
reforco mecénico da celulose (Moran et al., 2008).

A melhoria das propriedades de filmes pela adicdo de fibras
também depende do grau de incorporacdo desse material na matriz. A
obtencdo de compdsitos homogéneos é o principal desafio no processo
de preparacdo. Para isso, os cristais de celulose tém de ser isolados, de
forma a evitar problemas de dispersdo (Bondeson, Mathew e Oksman,
2006). Uma boa dispersao esta relacionada a técnica de processamento
do filme, a natureza fisico-quimica da matriz e a interacdo matriz-fibra
(Avérous, Fringant e Moro, 2001; Dufresne, Dupeyre e Vignon, 2000).

Os processos de fracionamento das fibras para a obtencdo de
nano ou microcelulose se dividem em métodos mecanicos, quimicos,
enziméticos ou métodos combinados. Os métodos mecanicos incluem a
moagem, a homogeneizagdo a alta pressdo e o ultrassom de alta
intensidade; os métodos quimicos englobam as hidrdlises acidas e
béasicas; e os métodos bioldgicos, as hidrélises enzimaticas (Chen et al.,
2011).

A hidrélise é basicamente responsavel pela destruicdo das regides
amorfas ao redor e entre as microfibrilas de celulose. Os segmentos
cristalinos continuam intactos, pois a cinética da hidrolise da regido
amorfa é mais rapida do que a da regido cristalina, em virtude da maior
permeabilidade da regido amorfa (Samir, Alloin e Dufresne, 2005).

O tratamento mecanico por ultrassom é considerado um método
emergente de obtengdo de micro/nanofibras de celulose. A energia do
ultrassom € transferida para as cadeias de celulose por meio de um
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processo chamado cavitagdo, que inclui a formacdo, o crescimento € o
colapso violento de cavidades na éagua. A energia fornecida pela
cavitacdo é de 10-100 kJ/mol, aproximadamente. O impacto do
ultrassom pode desintegrar, gradualmente, as fibras de celulose (Tischer
etal., 2010, Chen et al., 2011).

O alto consumo energético necessario para promover a
desintegracdo de fibras de celulose deu origem a um tratamento que
combina a hidrolise e o tratamento mecénico para a producdo de
micro/nano fibras de celulose (Tischer et al., 2010). O tratamento
guimico-mecanico promove 0 aumento da area superficial da celulose.
As pequenas dimens@es das fibrilas aumentam a superficie de contato
entre os polimeros e a celulose e o resultado é uma excelente adesdo das
microfibrilas as matrizes poliméricas (Wang e Sain, 2007).

Os tratamentos aplicados as fibras de celulose para a produgéo de
micro/nanofibras tém o propdsito geral de aplicacdo na producdo de
compositos. Combinadas a uma matriz polimérica adequada, micro e/ou
nanofibras de celulose apresentam um potencial consideravel de reforgo.
Essas misturas sdo preparadas na tentativa de conciliar as distintas
propriedades existentes em diferentes componentes puros e/ou, ainda,
aprimorar as caracteristicas de cada componente em decorréncia de
interacdes favoraveis no material compdsito (Wang e Sain, 2007; Silva
et al., 2008b).

2.4 Oleos essenciais

Oleos essenciais, também chamados 6leos volateis ou etéreos, s&o
compostos liquidos aromaticos, obtidos de diferentes partes de plantas
(Burt, 2004). Aproximadamente 3.000 tipos sdo conhecidos, 300 deles
considerados comercialmente importantes. A aplicacdo desses 0leos
engloba as industrias farmacéuticas, de alimentos, cosméticos,
perfumes, agrondmica e sanitaria (Bakkali et al., 2008).

Os bleos essenciais sdo misturas complexas, caracterizadas por
dois ou trés compostos majoritarios, em concentracdes relativamente
elevadas (20-70%) (Bakkali et al., 2008). Sua composicdo esta
fortemente relacionada a origem da matéria-prima, ao estagio de
desenvolvimento e & parte da planta utilizada na extracdo, as condicoes
de cultivo e ao processo de extracdo do 6leo (Kalemba e Kunicka, 2003;
Simdes e Spitzer, 2003). Embora varie consoante as espécies de plantas,
no geral os 6leos essenciais contém 85-95 % de compostos volateis e até
15 % de ndo volateis (Bakkali et al., 2008). As propriedades destes



45

Oleos sdo determinadas pela estrutura quimica e a concentracdo de seus
componentes (Fisher e Philips, 2008).

Os compostos volateis sdo uma mistura de terpenos, terpenoides,
constituintes aromaticos e alifaticos, caracterizados pela baixa massa
molar (Bakkali et al., 2008). Os terpenos sdo resultantes da combinagéo
de varias unidades de cinco carbonos (Cs), chamadas isoprenos, dentre
0s quais se destacam os monoterpenos (Cio) e 0s sesquiterpenos (Cis).
Os terpenoides sao terpenos que contém moléculas de oxigénio na sua
composicdo, em razdo de modificacdes bioquimicas enzimaticas. Eles se
dividem em alcodis, ésteres, aldeidos, cetonas, éters, fendis etc. Suas
estruturas quimicas estdo estreitamente relacionadas com as dos
terpenos e suas propriedades podem ser atribuidas, na maioria, aos seus
grupos funcionais (Hyldgaard, Mygind e Meyer, 2012).

Os 06leos essenciais podem se apresentar puros ou misturados,
retificados (submetidos a destilacdo fracionada), desterpenados (retirada
da quase totalidade dos terpenos) ou concentrados. Podem ser obtidos
por prensagem, fermentacdo, enfleurage (extracdo com gordura animal
ou vegetal) ou extracdo com solventes organicos. O método de
destilacdo a vapor € o mais comumente utilizado para a producéo
comercial. A extracdo a alta pressdo (extracdo supercritica) produz um
material de alta qualidade, porém de alto custo (Burt, 2004).

2.4.1 Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare)

O orégano (Origanum ssp) é uma erva originaria da Asia e
Europa mediterranea. Diferentes espécies do género sdo utilizadas como
insumos nas industrias farmacéuticas e de cosméticos, como erva
culinéria, flavorizante de alimentos, em bebidas alcodlicas e perfumaria
(Sivropoulou et al., 1996).

A espécie Origanum vulgare (Figura 2.6) é reconhecida por suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes, diurética, antisséptica,
digestiva, entre outras (Milos, Mastelic e Lerkivic, 2000). E composta
de substancias como o carvacrol e timol, hidrocarbonetos
monoterpénicos, como o limoneno, terpineno e cariofileno e alcoois
monoterpénicos, como o 4-terpineol, de comprovada atividade
antimicrobiana (Sahin et al., 2004), especialmente em alimentos
(Aligians et al., 2001).

O carvacrol (2-metil-5- (1-metiletil) fenol) (Figura 2.7) ¢ um
monoterpenoide fenolico, com propriedades biostéticas e biocidas contra
muitas bactérias, leveduras e fungos (Burt, 2004).
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Figura 2.6: Foto ilustrativa da Figura 2.7: Estrutura do
composto carvacrol.

OH

(Fonte: http://lwww.brest.sk/)  (Fonte: http:www.uniduesseldorf.de)
2.4.2 Oleo essencial de horteld (Mentha arvensis)

A Mentha arvensis (Figura 2.8) é uma planta pertencente a
familia Labiatae, conhecida como horteld pimenta, horteld japonesa,
menta e pimenta japonesa (Freitas, Martins e Vieira, 2004). Suas
aplicagBes industriais incluem produtos de higiene bucal, flavorizantes
de alimentos e bebidas, perfumaria e produtos farmacéuticos (Kumar et
al., 2002).

O dleo essencial de Mentha arvensis é rico em mentol (1R, 2S,
5R-2-isopropil-5-metilcicloexanol) (Figura 2.9), um alcool terpénico
monociclico com propriedades antibacteriana, antiviral e antiflngica
(Singh et al., 2011).

Figura 2.8: Foto ilustrativa da Figura 2.9: Estrutura do
planta de Mentha arvensis. composto mentol.

)

(Fonte: http://www.onlyfoods.net/)  (Fonte: http://gnint.sbq.org.br/)
2.4.3 Mecanismo de ac¢éo antimicrobiano dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos dleos essenciais esta relacionada
a estrutura quimica dos seus componentes, concentragdo e interacdo
entre eles (Avila-Sosa et al., 2012). Os mecanismos de acdo
antimicrobianos atuam em conjunto sobre a estrutura da parede celular e
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membrana citoplasmatica microbiana, causando danos funcionais e
estruturais importantes (Kalemba e Kunicka, 2003; Holley e Patel,
2005). Entre esses danos estdo a ruptura da parede celular, a
desintegracdo das membranas citoplasmatica e mitocondrial, alteracdes
na permeabilidade da membrana, perda de citoplasma e morte celular
(Burt, 2004; Fisher e Philips, 2008).

2.4.4 Potencial toxico e alternativas de uso de 6leos essenciais

Segundo o FDA (Food and Drug Administration), os 0leos
essenciais sdo substancias naturais geralmente reconhecidas como
seguras (GRAS — Generally Recognized as Safe) (Lépez et al., 2007).
No entanto, produtos da extracdo vegetal apresentam certo grau de
toxicidade, geralmente mais elevado do que o da planta de origem. O
uso seguro desses produtos deve estar suportado por estudos
toxicoldgicos (Simdes e Spitzer, 2003; Veiga Jr, Pinto e Maciel, 2005).

Alguns autores relacionam o grau de toxicidade de extratos
vegetais a dose e frequéncia de administracdo. Em alguns casos, mesmo
baixas dosagens acarretam intoxicacfes, devido a sensibilidade
individual. Esses compostos podem provocar alergias e problemas mais
graves, principalmente quando administrados via oral (De Vincenzi et
al., 2004; Veiga Jr, Pinto e Maciel, 2005).

Quando aplicados diretamente sobre o alimento, por imersdo ou
pulverizacdo, os compostos ativos presentes em dleos essenciais sdo
rapidamente perdidos, devido a volatilidade relativa dos componentes.
Os filmes ativos, elaborados pela incorporagdo dos antimicrobianos em
matrizes poliméricas, agem como carreadores dessas substancias a
superficie dos alimentos, assegurando a presenca e atividade do
conservante por um periodo maior (Avila-Sosa et al., 2012). A producéo
dos filmes ativos e a volatilidade relativa dos compostos levam a perda
de alguns componentes. Essas perdas podem implicar em reducdo das
atividades desses 0leos, porém constituem uma alternativade uso de
compostos tidos como téxicos numa possivel condi¢cdo de menor e/ou
auséncia de toxicidade, que deve ser atestada por estudos toxicologicos.

2.5 Incorporacao de ativos antimicrobianos em filmes poliméricos
Com o objetivo de retardar efou inibir o crescimento de

microrganismos indesejaveis sobre os diferentes géneros alimenticios,
substancias antimicrobianas sdo incorporadas ou revestidas sobre
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materiais de embalagem de alimentos para a producdo das embalagens
ativas (Labuza e Breene, 1989). Na forma de filmes antimicrobianos, as
embalagens ativas se comportam como veiculos emissores, capazes de
transferir 0s agentes antimicrobianos para o produto embalado ou para o
espacgo livre da embalagem (headspace) (Vermeiren et al., 1999). O
mecanismo de acdo dos filmes ativos é baseado na liberagdo gradual dos
agentes antimicrobianos durante o armazenamento dos alimentos
(Corradini et al., 2013).

A incorporacdo de ativos na matriz polimérica pode ser feita
diretamente; por imobilizagdo; ou por recobrimento e adsorcdo
(Appendini e Hotchkiss, 2002; Pérez-Pérez et al., 2006). Dada a
natureza hidrofilica dos filmes de amido, a incorporacdo de ativos
lipofilicos na matriz filmogénica pode ser facilitada pelo
microencapsulamento prévio dos compostos antimicrobianos.

O encapsulamento é definido como uma tecnologia de
empacotamento de substdncias. Na sua forma mais simples, uma
microcapsula é uma pequena esfera, composta do material encapsulado,
denominado de recheio ou ndcleo; e do material encapsulante, chamado
de cobertura ou parede. Nesse processo, 0s ingredientes ativos
(materiais de ndGcleo) sdo embalados no interior de um material
secundario (parede). De acordo com o seu tamanho, as capsulas séo
classificadas em: macro (>5000 pm), micro (0,2-5000 pm) e
nanocapsulas (<0,2 um) (Azeredo, 2005).

As estruturas das microcapsulas se dividem em duas principais,
uma estrutura de nucleo Unico (single core) e outra de multiplos nicleos
(multiple core), conforme apresentado na Figura 2.10. A primeira é
normalmente produzida por meio de coacervacdo complexa, secagem
em leito fluidizado e co-extrusdo. Caracteriza-se pela concentracdo do
ndcleo na regido central, circundado por um filme definido e continuo
do material de parede (Ré, 1998). As capsulas de nucleos maltiplos sdo
produzidas por spray drying, principalmente, e caracterizam-se pela
dispersdo do material de nicleo por todo o material de parede e a
ocupagdo da area central por um espago vazio, resultante da expanséo
das particulas durante a fase final de secagem (Sheu e Rosenberg, 1998;
Ré, 1998).
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Figura 2.10: Estruturas de microcapsulas

Material de nicleo
(gotas de dleo)

Material de parede

Material de
nuicleo
(6leo)

Ncleo unitério Ncleo mdltiplo

(Fonte: Tonon, Brabet e Hubinger, 2009).

O passo inicial no encapsulamento de um ativo € a selecdo de um
material de parede adequado. A escolha deve ser feita dentre uma
variedade de polimeros naturais e sintéticos, de acordo com o material
ativo a ser recoberto e com as caracteristicas finais desejadas para as
microcapsulas. O microencapsulamento de 6leos, em particular, requer
um material da parede com propriedades emulsionantes, capaz de
formar filme, de alta solubilidade, baixa viscosidade em altas
concentracbes de solidos, baixa higroscopicidade, com boas
propriedades de secagem, capaz de liberar o material de nlcleo quando
reconstituido num produto acabado, de baixo custo, estavel e capaz de
conferir boa protecdo ao encapsulado (Ré, 1998). Segundo alguns
autores, materiais de parede para a microencapsulacdo de o6leos
essenciais devem ser compostos de grupos hidrofilos e hidréfobos, a fim
de permitir a sua emulsificacdo e estabilizacdo na matriz (Sarkar et al.,
2013).

O microencapsulamento oferece varios beneficios aos materiais
encapsulados, dentre eles: i) redugdo das interacbes do nicleo com
fatores ambientais (temperatura, umidade, radiacdo UV); ii) separacdo
de componentes reativos ou incompativeis; iii) reducdo da evaporacao e
taxa de transferéncia do material do nacleo para o ambiente exterior; iv)
melhora da solubilidade; v) controle da liberacdo do material do nucleo,
sob condicBes especificas (Azeredo, 2005). Para dleos essenciais e
aromas, o microencapsulamento é utilizado por um ndmero de outras
razbes, como a liberagdo gradual de compostos volateis, a prevencao de
degradacdo quimica ou interagdes incompativeis, possibilidade de
incorporacéo em sistemas secos e modulagdo da liberacdo de aromas e
perda de volateis (Ré, 1998).

A escolha do método de encapsulamento depende de fatores
como: i) tamanho de particulas requerido; ii) propriedades fisicas e
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guimicas do nucleo e da parede; iii) aplicacdo do produto final; iv)
mecanismos de liberacdo; e v) escala e custo de producdo. Os métodos
de encapsulamento se dividem em métodos fisicos (spray drying, spray
chiling, spray cooling, co-cristalizagdo, liofilizacdo e emulsdo dupla),
métodos quimicos (inclusdo molecular e polimerizagdo interfacial) e
métodos fisico-quimicos (coacervacdo, evaporacdo emulsdo-solvente).
Um dos processos mais comumente utilizados para o encapsulamento de
compostos volateis é o método de spray drying (Ré, 1998).

2.5.1 Spray Drying

O método de spray drying é wuma tecnologia de
microencapsulamento lider nas indUstrias de alimentos, devido ao baixo
custo e disponibilidade de equipamentos. E um dos métodos conhecidos
mais antigos, utilizado na década de 1930 para encapsular compostos
flavorizantes (Gharsallaoui et al., 2007).

A preparacdo da dispersdo ou emulsdo de alimentacdo é o
primeiro passo no processo de encapsulamento por spray drying. O
processo consiste na atomizacdo de uma dispersdo/emulsdo para
formag&o de pequenas goticulas. Um fluxo de ar quente em co-corrente
ou contra corrente promove a evaporacdo da agua dessas particulas e o
empacotamento do material de nicleo (Desai e Park, 2005; Reineccius,
2004). O sucesso do processo esté na alta retencdo do material de nucleo
(Ré, 1998).

A grande area superficial das particulas atomizadas garante uma
exposicdo ao ar quente por um curto periodo de tempo (alguns
segundos), reduzindo a ocorréncia de alteracdes indesejaveis em
compostos termossensiveis (Gharsallaoui et al., 2007). A rapida
evaporagdo da agua mantém a temperatura do ndcleo inferior a 100 °C,
apesar das temperaturas elevadas utilizadas no processo (Rosenberg,
Kopelman e Talmon, 1990).

Por meio da reducdo da atividade de &gua, a secagem por
pulverizacdo assegura a estabilidade microbiol6gica dos produtos,
reduzindo o risco de degradacdo quimica e/ou bioldgica e os custos de
armazenamento e transporte (Gharsallaoui et al., 2007). Esses fatores
tornam o processo de spray drying uma opcdo interessante para o
microencapsulamento de 6leos essenciais.

O sucesso do processo de microencapsulacdo por spray drying e a
garantia de retencdo de compostos ativos com atividades bioldgicas
importantes estdo relacionados a, pelo menos, quatro critérios: i) as
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condicbes de secagem; ii) as especificacbes da emulsdo; iii) as
propriedades dos materiais de parede; e iv) as propriedades dos
materiais de nucleo (Rosenberg, Kopelman e Talmon, 1990; Jafari et al.,
2008). As condicBes de processo e as caracteristicas da emulsdo
relativas as temperaturas de processamento, teor de solidos, viscosidade
e tamanho de particula provaram ter influéncia na retencdo dos
compostos. No entanto, as naturezas dos materiais de nucleo e de parede
sdo os fatores determinantes mais importantes do processo (Goubet, Le
Quere e Voilley, 1998).

O estado fisico do encapsulante (material de parede) e as suas
caracteristicas fisico-quimicas, como massa molar, conformacédo
molecular e funcionalidade quimica estdo associadas a retencdo dos
volateis (Bertolini, Siani e Grosso, 2001). Essas caracteristicas
influenciam as propriedades da emulsdo antes da secagem, a retengéo e
a difusdo dos compostos volateis durante o processo e a vida Util do
material encapsulado apds a secagem (Jafari et al., 2008).

Revestimentos de maior massa molar apresentam maior
capacidade de retencédo, devido a reducdo da difusividade dos volateis
na matriz durante a secagem e a formacdo de uma crosta seca na
superficie da particula. A conformacdo molecular determina a
guantidade e a natureza das interacbes moleculares que, por sua vez,
determinam uma maior ou menor capacidade de retencdo, de acordo
com a natureza dos grupos quimicos presentes (Goubet, Le Quere e
Voilley, 1998).

A natureza do material de parede também influencia a retencédo
de volateis. A goma acécia, também conhecida como goma arabica, é
um exsudado obtido naturalmente ou pela incisdo dos troncos e ramos
de Acacia senegal. A goma arabica é o ingrediente mais popular e
comum no microencapsulamento de 6leos essenciais por spray drying
devido, principalmente, & sua elevada solubilidade em &agua, baixa
viscosidade em solugbes concentradas (em relagdo a outras gomas), boa
capacidade de emulsificacdo e formacao de filme e excelente capacidade
de retengdo de volateis durante o processo de secagem (Rosenberg,
Kopelman e Talmon, 1990; McNamee, O’Riordan ¢ O’Sullivan, 1998;
Bertolini, Siani e Grosso, 2001; Goubet, Le Quere e Voilley, 1998;
Sarkar et al., 2013).

Amidos hidrolisados, como a maltodextrina, também sdo
extensivamente utilizados no encapsulamento por spray drying, devido a
alta solubilidade em &gua, baixa viscosidade e boas propriedades de
secagem. No entanto, maltodextrinas ndo possuem boa capacidade de
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retencdo de volateis durante o processo de secagem devido,
provavelmente, a pequena habilidade de formar filme (Reineccius e
Risch, 1986).

As caracteristicas do material de nucleo, como massa molar,
volatilidade relativa e polaridade dos compostos também afetam a
retencdo de volateis durante o processo de secagem (Ré, 1998).
Compostos de baixa massa molar tém maior capacidade de se difundir
através da matriz durante a secagem. O aumento da massa molar dos
compostos volateis implica no aumento do tamanho da molécula e na
reducdo da taxa de difusdo. Como consequéncia, a migracdo do
composto para a superficie da matriz é retardada, particularmente nos
estagios iniciais da secagem (Rosenberg, Kopelman e Talmon, 1990,
Goubet, Le Quere e Voilley, 1998). A medida que a superficie das
particulas se torna (semi) impermeével, a difusdo também é reduzida e
efetivamente para em condigbes de baixo teor de umidade. Essas
condicBes favorecem a retencdo de moléculas volateis de maior massa
molar (Jafari et al., 2008).

No geral, quanto maior a volatilidade relativa, menor a retengédo
dos compostos No inicio do processo de atomizacao, a retencao é funcédo
da volatilidade relativa dos compostos, principalmente. De acordo com a
teoria da difusdo seletiva de Thjissen e Rulkens (1968), a retencdo de
volateis em microcapsulas produzidas por spray drying é determinada
pelo efeito limitante da difusdo da fase liquida para a superficie da
goticula. Enquanto a concentracdo de agua na superficie da goticula
decresce, o coeficiente de difusdo dos componentes volateis decresce
numa taxa superior ao da agua. Isso significa que a agua continua a
difundir a uma taxa significante, enquanto os volateis difundem a uma
taxa desprezivel. A superficie da goticula entdo alcanca determinado
conteldo de umidade e torna-se impermedavel para a maior parte dos
volateis, além de pouco permedvel as moléculas de &gua (Rosenberg,
Kopelman e Talmon, 1990; Reineccius, 2004). Apés a formacdo da
parede/revestimento da capsula, outros fatores tornam-se preponderantes
no controle do fendmeno da difusdo através da parede. A partir dai, a
volatilidade relativa desempenha um papel secundario na retencdo de
volateis (Thijssen e Rulkens, 1968).

Quanto maior a polaridade dos compostos, menor a retengdo.
Uma polaridade maior implica em maior solubilidade do composto
encapsulado no meio aquoso. O resultado é uma maior capacidade de
difusdo através da matriz durante o processo de secagem, comparado
aos compostos apolares (Ré, 1998; Rosenberg, Kopelman e Talmon,
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1990). Segundo Goubet, Le Quere e Voilley (1998), a retencdo de
compostos segundo os grupos funcionais obedece a seguinte ordem, no
geral: &cidos < ésteres = cetonas < alcodis. Bertolini, Siani e Grosso
(2001), em seu trabalho sobre o microencapsulamento de monoterpenos
em goma ardbica por spray drying, demonstraram que a maior
polaridade das fungdes quimicas aldeido e alcool, em comparacdo aos
hidrocarbonetos, determinaram uma menor retencdo dos compostos
durante o processo.

Segundo Hecht e King (2000), a perda de volateis ocorre em trés
momentos do processo de secagem: (1) durante a atomizacdo; (2) apds a
formacdo das capsulas, quando a superficie ainda ndao formou uma
membrana seletiva estavel; e (3) quando a 4gua excede 0 seu ponto de
ebulicdo e bolhas formadas no interior da goticula irrompem para fora
da superficie e levam junto os volateis. As perdas durante esta terceira
fase sdo maiores. As alteracBes morfoldgicas durante o periodo de
expansdo das capsulas podem expor superficies e liquidos do interior da
capsula, com consequente perda de volateis, anteriormente aprisionados
pela difusdo seletiva (Ré, 1998).

Uma encapsulacdo bem sucedida de aromas e Gleos essenciais
deve resultar num p6 com um teor de dleo superficial minimo, associado
a retencdo maxima do material do ndcleo, particularmente volateis, no
interior das particulas (Jafari et al., 2008). Oleos essenciais contém
muitos componentes de volatilidades diferentes, de forma que a perda de
certos compostos aromaticos de baixo ponto de ebulicdo é inevitavel.
Ainda assim, os constituintes relativamente mais volateis sdo quase que
completamente retidos quando as condigdes de secagem sdo ideais
(Reineccius, 2004).

2.6 Aplicacdo: filmes antimicrobianos e a conservacao de pées
2.6.1 Contaminacdo microbiana de pées

O péo é um dos produtos mais consumidos pela humanidade,
especialmente pelas populagdes ocidentais. No Brasil, dezenas de
milhGes de pessoas consomem, todos os dias, toneladas de produtos de
panificacdo. E apesar de essencialmente presente na mesa dos
brasileiros, o pdo é um produto altamente perecivel, facilmente
contaminado por microrganismos deteriorantes e produtores de toxinas
prejudiciais & saide humana (Freire, 2011).
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Regides de clima tropical e temperado, com grande variacao de
temperatura e umidade, comuns no Brasil, favorecem o
desenvolvimento microbiano, especialmente em alimentos com alta
atividade de agua, como o pdo. Associado a isso, condi¢des ideais de
nutricdo, pH, temperatura e umidade elevadas no ambiente de
armazenamento, corte em fatias, embalagem a quente e méa higiene dos
manipuladores levam a contaminacdo e deterioracdo de produtos
panificados (Silva et al., 2008a; Freire, 2011). Todavia, a atividade de
agua e a temperatura sdo os principais determinantes no crescimento e
producdo de micotoxinas por fungos (Garcia et al., 2011).

A contaminacéo flngica de pées ocorre preferencialmente apds o
processamento, através da deposicdo de esporos provenientes do ar,
manipuladores, superficie de equipamentos de fatiamento, resfriamento
e embalagem (Cornea et al., 2011). O nivel de esporos de fungos no ar
nas indUstrias de panificacdo pode variar entre 100 e 2500 esporos/m?
(Cauvain e Young, 2007).

O efeito da deterioragdo de pdes por fungos se manifesta pelo
aparecimento do micélio na superficie do produto, por vezes antes do
final da sua vida Util, ocasionando rejeicdo pelo consumidor (Baert et
al., 2007). Além da aparéncia indesejavel, os fungos sdo responsaveis
por alteracdes nas caracteristicas sensoriais dos produtos, como sabor e
odor (Berenguer et al., 1991, Hill et al., 1995, Nielsen e Rios, 2000),
devido & produgdo de exoenzimas, como lipases, proteases e
carboidrases (Filtenborg et al., 1996).

Apesar de algumas variacGes, no geral a deterioragdo de produtos
de panificacdo estd associada a fungos dos géneros Aspergillus,
Chrysonilia, Cladosporium, Curvularia, Eurotium, Fusarium,
Penicillium, Rhizopus e Mucor. Espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium ocorrem com maior frequéncia (Figura 2.11).
(Pitt e Hoocking, 2009).

Embora constituam um grupo diversificado de organismos de
grande significncia para a biotecnologia industrial, a deterioracdo de
alimentos e a producdo de toxinas por fungos resultam em perdas
econbmicas relevantes em todo o mundo. Essas perdas representam 10
% da producdo anual e acarretam prejuizos da ordem de R$ 3 bilhdes ao
ano. Em paises da Europa, essas perdas ndo ultrapassam 5 % (Silva et
al., 2008a; Freire, 2011).
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Figura 2.11: Pao de forma contaminado por Aspergillus e Penicillium.

(Fonte: Freire, 2011)

2.6.1.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus ¢ um dos mais antigos conhecidos. Seu
nome deriva do latim aspergillum e inclui, aproximadamente, 180
espécies. Ao longo do tempo, esse género tem sido um dos mais
estudados e esta entre os de maior importancia para o ecossistema e a
economia. Isso se deve ao seu grande potencial biotecnolégico na
producdo de enzimas, acidos organicos e metabdlitos secundéarios de
importancia biotecnoldgica (Pitt e Hocking, 1999; Bennett, 2010).

O género Aspergillus é caracterizado, em termos gerais, pela
formag&o de conidiéforos com estipes largas e um vértice denominado
vesicula (Figura 2.12). No geral, as estipes ndo sdo septadas e formam,
junto com a vesicula, uma Unica e grande estrutura. As vesiculas
suportam estruturas denominadas fialides, de onde emergem conidios ou
esporos, de paredes finas e lisas ou finamente rugosas e forma esférica
(Pitt e Hocking, 1999).

Algumas espécies desse género sdo contaminantes de alimentos e
causadoras de infeccBes humanas, além de produtoras de toxinas
ameacadoras da salde humana e animal (Bennett, 2010). H& poucos
tipos de alimentos, commodities € matérias-primas a partir das quais
espécies de Aspergillus ndo podem ser isoladas de forma consistente
(Pitt e Hocking, 1999).

A espécie Aspergillus flavus tornou-se o fungo mais amplamente
presente em alimentos, refletindo sua importancia econdmica. Além de
castanhas e sementes oleaginosas, carnes e queijos, peixes, frutas frescas
e vegetais, diversos cereais e produtos de cereais também sdo uma fonte
comum de A. flavus, dentre elas o trigo, a farinha e o farelo de trigo e os
produtos a base de farinha, incluindo pées e massas (Pitt e Hocking,
1999).
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A espécie A. flavus (Figura 2.13) se desenvolve em temperaturas
minimas entre 10 e 12 °C e maximas entre 43 e 48 °C, com temperatura
Otima de crescimento proxima a 33 °C. Suas col6nias sdo planas, com
aspecto aveludado em &reas marginais e flocoso no centro; micélio
branco; conidios espalhados uniformemente sobre toda a col6nia, com
cores variando de verde acinzentado a amarelo oliva (Figura 2.14) (Pitt e
Hocking, 1999).

Além de contaminante de gréos e alimentos como pées e batatas
(Figura 2.15), o A. flavus é o principal produtor de aflatoxina Bi, a
micotoxina mais importante na area de alimentos no mundo. Além da
aflatoxina B, carginogénica e altamente toxica, algumas cepas de A.
flavus também produzem a micotoxina acido ciclopiazénico (CPA)
(Espinel-Ingroff et al., 2005, Bennett, 2010).

Figura 2.12: Estrutura Figura 2.13: Foto
morfolGgica do fungo ilustrativa do fungo A.
Aspergillus. flavus.

coniaios

2 _Fidlide

e~ Vesicula

Conididforo

(Fonte: http://www.bemposta.net) (Fonte: ICB/UFMG - Net Micro)

Figura 2.14: Colbnia de A. Figura 2.15: Pao de forma
flavus em meio SDA (Agar contaminado com A. flavus.
Dextrose Sabouraud).

(Fonte: www. thunderhouse- (Fonte:http//:www.tehnologijah-
4yuri.blogspot. com.br) rane.com)
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2.6.1.2 O género Penicillium

Comparado ao género Aspergillus, o género Penicillium é mais
diverso, em termos de nimeros de espécies e variedade de habitats. A
maioria das espécies de Penicillium é considerada onipresente e
saprdfita oportunista. Sdo capazes de crescer em quase todos os
ambientes e numa vasta gama de condicdes fisico-quimicas, como aw,
temperatura e pH (Pitt e Hocking, 1999).

Sua estrutura reprodutiva caracteristica € um conididforo,
também chamado penicillus (Figura 2.16). Dai deriva 0 nome do género,
do latim penicillus, ou pincel, em referéncia aos conidiéforos
ramificados, ausentes no género Aspergillus (Carlile, Watkinson e
Gooday, 2001).

O género Penicillium tem grande importancia na contaminacao
de alimentos. Produtos com alta aw, como pdes e bolos, sdo facilmente e
rapidamente deteriorados por microrganismos do género Penicillium
(Pitt e Hocking, 1999). As espécies mais comuns em pées de trigo sdo o
Penicillium commune (Figura 2.19), Penicillium solitum e Penicillium
corylophilum (Nielsen e Rios, 2000). Pdes de centeio também sédo
suscetiveis a deterioracdo por espécies de Penicillium, particularmente
Penicillium roqueforti, P. commune e espécies afins. Conservantes
como o sorbato e o propionato sdo adicionados a estes produtos com o
objetivo de estender a sua vida Util, mas o pH em torno de 6,0 faz com
gue os conservantes sejam largamente ineficazes (Pitt e Hocking, 1999).

A espécie P. commune (Figura 2.17) é considerada ancestral do
Penicillium camembertii, razdo pela qual seu habitat primario em
alimentos é o queijo, do qual é a principal causa de deterioracdo. Além
disso, & uma espécie produtora da micotoxina acido ciclopiazdnico
(CPA) (Pitt, Cruickshankz e Leistners, 1986).

O P. commune cresce em temperaturas de refrigeragcdo, mas sua
temperatura 6tima de crescimento é em torno de 25 °C e no maximo em
torno de 35 °C. Esse microrganismo é capaz de se desenvolver em aw <
0,85 e suas colbnias séo caracterizadas por sulcos na dire¢do radial e
aspecto aveludado; micélio branco; producdo moderada de conidios, de
cor variando do turquesa acinzentado a verde; conidiéforo Gnico ou em
fasciculos; conidios esféricos, de paredes lisas, distribuidos em cadeias
desordenadas (Figura 2.18) (Pitt e Hocking, 1999; Taniwaki e Silva,
2001).
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Figura ~ 2.16:  Estrutura Figura 2.17: Foto ilustrativa
morfoldgica do fungo do fungo P. commune.
Penicillium.

<

(Fonte: viseufunghi.blogspot.com.br) (Fonte: http://biostrov.ru)

Figura 2.18: Colonia de P. ) )
commune em meio YGC (agar Figura 2.19: Pdo contaminado
extrato  levedura  glicose com P. commune.
cloranfenicol).

(Fonte: http://www.livne.co.il) (Fonte: https://www. infograph.
venngage.com)

2.6.2 Sistema complementar de conservagao para paes

O sistema tradicional de conservacdo de pédes faz uso de
conservantes sintéticos, como os sorbatos e propionatos. No entanto, a
tecnologia utilizada pela industria para aumentar a vida Gtil de alimentos
tem gerado questionamentos quanto & seguranca do emprego de
aditivos. Sob o ponto de vista tecnolégico, é inegavel a importancia
dessas substéncias na producdo em larga escala. No entanto, a ingestdo
diaria de aditivos sintéticos pode acarretar riscos toxicoldgicos e efeitos
deletérios importantes. Diversos estudos apontam reacGes adversas aos
aditivos, agudas ou crbnicas, tais como as reacBes toxicas
desencadeantes de alergias, alteragdes no comportamento (transtorno do
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déficit de atencdo e hiperatividade) e, a longo prazo, carcinogenicidade
(Pol6nio e Peres, 2009).

Segundo a ANVISA (1997), o uso dos aditivos deve ser limitado
a alimentos especificos, dependendo da necessidade tecnoldgica, em
condicdes especificas e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado,
para que a ingestdo do aditivo por um individuo qualquer ndo supere 0s
valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA) estabelecidos. Dessa forma, o
interesse pela preservacdo natural de alimentos é estimulado pelas
exigéncias dos consumidores para a remoc¢do parcial ou completa dos
conservantes sintéticos normalmente adicionados aos alimentos. Essa
pratica tem impulsionado a criacdo de politicas 'verdes' pelas industrias
de alimentos (Zavala et al., 2008).

Produtos da extragdo vegetal, como Oleos essenciais, com
propriedades naturais antifingicas, representam uma fonte alternativa
aos aditivos sintéticos (Belletti et al., 2004). Associados aos polimeros,
para a producdo embalagens ativas, essas alternativas tém se
transformado em uma necessidade, resultante das novas tendéncias de
consumo (Fisher e Philips, 2008). Filmes ativos antimicrobianos
constituem um sistema complementar de conservacdo de paées,
produzidos com o objetivo de reduzir o uso de aditivos sintéticos nesses
produtos €, a0 mesmo tempo, contribuir para a extensdo da vida Util
dessa categoria de alimento.

O projeto de uma embalagem antimicrobiana para pdes deve
levar em consideragdo a liberacdo gradual de compostos ativos e as
cinéticas de crescimento microbiano. Quando a taxa de transferéncia de
um agente antimicrobiano para a superficie do alimento é maior do que
a necesséria, 0 antimicrobiano é diluido a uma concentracdo menor do
gue a concentracdo critica efetiva ou concentragdo minima inibitoria
(MIC) (Han, 2005). Por outro lado, quando o agente antimicrobiano €
microencapsulado previamente & incorporacgdo ao polimero, a liberacéo
gradual dos compostos ativos amplia a acdo da embalagem ativa durante
a vida atil do produto, ampliando também o espectro de aplicacdo dessa
tecnologia (Gouin, 2004).

O microencapsulamento de agentes volateis, como d&leos
essenciais, é uma alternativa de controle da volatilidade dos compostos.
A taxa de liberagdo do ativo a partir da embalagem €é altamente
dependente da volatilidade dos compostos e da interacdo quimica entre o
agente volatil e o material de embalagem (Han, 2005). Alguns
pesquisadores afirmam que é necessario um contato intenso do filme
antimicrobiano com a superficie do alimento para facilitar a migragdo do
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ativo. No entanto, em se tratando de agentes antimicrobianos volateis,
isto ndo é necessario (Han, 2005). O tipo e a geometria da capsula e a
natureza do material encapsulante determinam o0s mecanismos de
liberacdo do nucleo, seja pelo efeito de dissolucdo, por difuséo,
degradacdo ou fratura das particulas (Ré, 1998).

Normalmente, os mecanismos de liberacdo associados as
microcapsulas produzidas por spray drying sdo o de dissolucdo e
difusdo. A liberacdo por dissolugdo é baseada na solubilizacdo da parede
da capsula. A taxa de liberagdo pode ser controlada pela regulagdo da
solubilidade do material de parede, pH ou alteracdo da for¢a idnica do
meio. A liberacdo por difusdo depende das possiveis interacdes entre o
nicleo e o material de parede e a taxa na qual o material de ndcleo é
capaz de migrar para fora da capsula. As caracteristicas da parede das
microcapsulas, como estrutura quimica, espessura, porosidade e
integridade da superficie sdo fatores determinantes na taxa de difusdo do
nucleo (Ré, 1998).

Uma vez liberados, a taxa de absorcdo dos volateis pela
superficie do alimento depende da sua composicdo e da maneira como
os ingredientes estabelecem interagdes quimicas com o0s agentes
gasosos. Além disso, as condicBes de armazenamento (tempo-
temperatura-umidade relativa) também afetam os perfis de distribuicdo
de agentes antimicrobianos, do crescimento microbiano e a cinética das
reagbes quimicas (Han, 2005).

A utilizacdo de filmes antimicrobianos incorporados com agentes
naturais (6leos essenciais) na forma microencapsulada é uma alternativa
complementar importante de conservacao de alimentos de alta aw, como
0s paes. Dessa forma, & possivel manter a concentracdo minima
inibitéria de ativos antimicrobianos por mais tempo e estender a vida
Gtil desses alimentos, conhecidamente muito pereciveis.

2.7 Estado da arte

A revisdo bibliogréafica apresentada nesta tese destaca a produgédo
de filmes ativos antimicrobianos para aplicagdo como sistema
complementar de conservacdo de pées de forma. Os filmes ativos foram
produzidos & base de amido de mandioca e microfibras de celulose,
incorporados de microcapsulas contendo um 6leo essencial com
propriedades bioldgicas importantes. A proposta visou a criacdo de
possibilidades de reducdo e/ou eliminacdo do uso de aditivos sintéticos
na producao e conservagdo de paes.
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O estado da arte foi redigido levando-se em consideracdo 0s
estudos sobre a producdo e aplicagdo de filmes ativos antimicrobianos
na conservacdo de alimentos. A Tabela 2.1 apresenta estudos sobre
filmes elaborados com diferentes compostos-base, incorporados de
6leos essenciais com propriedades antimicrobianas e aplicados a

diferentes categorias de alimentos. NAO foram considerados:

v

v

Estudos que utilizaram outro tipo de antimicrobiano, que ndo

6leos essenciais;

Estudos que utilizaram 6leos essenciais no seu estado puro,
adicionado diretamente ao alimento, e ndo incorporado em um

filme;

v/ Estudos que ndo avaliaram a aplicacdo do filme ativo
antimicrobiano na conservacao de alimentos.

Tabela 2.1: Estudos sobre a aplicacdo de filmes ativos antimicrobianos

em alimentos.
Filme Oleo | Aplicagao | Resultadosmais | peferancias
essencial relevantes
celul Pizza Efeitg ir;ibit_(')(:lo_ in Botre et al.,
elulose Orégano pronta vitro de Penicillium 2010.
refrigerada spp. e S.aureus.
Caseinato
de célcio, Efeito inibitério
isolado Orégano Carne contra E. coli Oussallah
proteico de bovina O157:H7
et al., 2004.
soro e e Pseudomonas spp.
CMC
Redugdo do ]
Gelatina e crescimento de Gomez-
uitosana Cravo Peixe bactérias gram- Estacaetal.,
q negativas 2010.
(enterobactérias);
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Efeito inibidor do
crescimento

Polietileno microbiano no
d%ensbi?j':;e Manjericéo c%sgggr queijo naturalmente |  Suppakul
(LDPE) contaminado e nas | etal., 2008.
amostras
inoculadas.
Controle do
crescimento
. Peito de microbiano com
Celulose Alecrim frango filmes com Melo, 2010.
50% (v/p) de 6leo
essencial.
Camne Diminuigio da Zivanovic,
Chie
Quitosana | Orégano | processada contagem de L.
(Bologna) monocytogenes e E. Draughon,
J coli. 2005.
Reducéo da
Produtos populagdo de_
CAIMEoS levedura;Bactérias
Quitosana | Tomilho prontos aerobias Quesada
mesofilicas, acido-
para " etal., 2016.
CcONSUMo laticas e
enterobactérias ndo
foram afetadas.
Acido . s
polilactico/ | Orégano M'Xtd.e Imb(;(;at()) qf[J,as_e total Salmieri
Celulose Vegetars € bacterias. et al., 2014.
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Reducdo da taxa
maxima de
crescimento L
. especifico (Uma) da | Zinoviadou,
Proteina Koutsoumanis
de soro de Oréaano Car_ne flora total e S !
g
leite bovina I?sgLidomonas. e Biliaderis,
Inibicdo completa 2000.
do crescimento de
bactérias acido-
lacticas.
Reducéo dos
Isolado niveis de Kavas, Kavas
proteico de . Queijo Escherichia coli -
soro+ | CENGIbre |\ char O157: H7e e Sayaill,
alginato Staphylococcus 2015.
aureus.

Botre et al. (2010) utilizaram um filme de base celulésica
incorporado com 0leo essencial de orégano para conservacdo de pizza
pronta refrigerada. O 6leo foi incorporado ao filme nas concentracGes de
25 e 50 % p/p, muito superiores as concentragfes propostas para o
presente estudo. Zivanovic, Chi e Draughon (2005) adicionaram oleo de
orégano em filmes de quitosana em concentracfes de 1 % e 2 % (mais
proximas as propostas para este estudo), suficientes para reduzir o
nimero de L. monocytogenes e E. coli. Zinoviadou, Koutsoumanis e
Biliaderis (2009) elaboraram filmes antimicrobianos incorporando
diferentes concentragfes de 6leo de orégano (0,5 %, 1,0 % e 1,5 % p/p)
em peliculas de proteina de soro de leite isolada. A taxa de crescimento
especifico maximo (Umax) da flora total e pseudomonas foi
significativamente reduzida (p<0,05) e o crescimento de bactérias
lacticas foi completamente inibido com o uso de filmes antimicrobianos
na concentracdo de 1,5 % (p/p) de dleo. Estes resultados demonstram a
eficacia do 6leo de orégano na conservacdo de alimentos de diferentes
categorias.

No presente estudo, o 6leo essencial foi utilizado na forma
microencapsulada. A producdo de microparticulas contendo um
composto ativo com propriedades biol6gicas potenciais € um tema que
tem despertado o interesse das indUstrias de alimentos, farmacéutica,
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cosmética, dentre outras. A possibilidade de incorporacdo desses
compostos microencapsulados em polimeros amplia o espectro de
aplicacdo de substancias com sensibilidade térmica e/ou de baixa
estabilidade, como os 06leos essenciais. Essa pratica também cria
possibilidades de complemento e/ou substituicdo futura de sistemas de
conservagdo de alimentos que ainda fazem wuso de aditivos
exclusivamente sintéticos.

GOmez-Estaca et al. (2010) elaboraram uma pelicula de quitosana
adicionada de dleo essencial de cravo e aplicada na conservacdo de
peixes. O crescimento de bactérias gram-negativas foi drasticamente
reduzido, enquanto as bactérias acido-lacticas permaneceram
praticamente constantes durante grande parte do armazenamento.
Quesada et al. (2016) elaboraram um filme ativo a base de quitosana e
6leo essencial de tomilho (0 %, 0,5 %, 1 % e 2 %). Os filmes reduziram
a populacdo de leveduras, enquanto as bactérias mesofilas aerdbias,
bactérias lacticas e enterobactérias ndo foram afetadas pela presenca do
oleo essencial nos filmes. Segundo os autores, estudos adicionais a fim
de melhorar as propriedades antimicrobianas da pelicula devem ser
realizados.

A Tabela 2.1 demonstra que a aplicacdo de filmes ativos
antimicrobianos na conservacdo de alimentos se concentra,
essencialmente, entre os derivados carneos e lacteos. O pédo &,
atualmente, um alimento muito consumido e de valor agregado
significativo, apesar da vida Util reduzida. A elaboracdo de filmes
antimicrobianos incorporados com d&leo essencial microencapsulado
representa uma oportunidade importante de desenvolvimento de um
sistema de complemento e/ou substituicdo dos sistemas atuais de
conservacdo de pées, justificando o objetivo geral desse estudo.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA E PROPRIEDADES
BIOLOGICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE OREGANO
(Origanum vulgare) E HORTELA (Mentha arvensis) PARA
APLICACAO NA CONSERVACAO DE ALIMENTOS

3.1 Introducéo

Do ponto de vista tecnolégico, os aditivos sintéticos comumente
utilizados na conservacdo de alimentos sdo elementos importantes na
producdo em larga escala. No entanto, a ingestdo didria desses
compostos pode acarretar riscos toxicolégicos importantes (Pol6nio e
Peres, 2009). Dai o interesse pela preservacdo natural de alimentos,
estimulado por consumidores que buscam a remocgdo parcial ou
completa de conservantes sintéticos utilizados nesses processos (Zavala
et al., 2008).

Os Oleos essenciais representam uma fonte alternativa aos
aditivos sintéticos (Belletti et al., 2004). Oleos essenciais s40 compostos
naturais volateis, resultantes do metabolismo secundario de plantas
aromaticas. Extraidos de matrizes vegetais, esses compostos sao
considerados potenciais inibidores do desenvolvimento de agentes
contaminantes e patogénicos em alimentos. Muitos estudos comprovam
qgue Oleos essenciais, extratos, oleorresinas e seus principais
componentes apresentam elevada atividade antimicrobiana (Burt, 2004;
Cavaleiro et al.,, 2006; Bakkali et al., 2008). Os niveis de acdo
antimicrobiana variam conforme a espécie vegetal, as condi¢es de
cultivo e a forma de extracdo do 6leo (Knaak e Fiuza, 2010).

Dentre as varias plantas aromaticas com reconhecidas atividades
antimicrobianas, destacam-se as da familia Lamiaceae, como o orégano
(Origanum vulgare) e a horteld (Mentha arvensis). A atividade
antimicrobiana do dleo essencial de orégano é devida a grande
guantidade de compostos fendlicos presentes na sua composicao,
especialmente monoterpenos e sesquiterpenos (Cleff et al., 2010;
Lambert, Skandamis e Coote, 2001). O 6leo essencial de horteld
apresenta atividades antimicrobiana e antioxidante potenciais,
normalmente atribuidas aos componentes quimicos mentol, mentona,
canfora e linalol, dentre outros (Pandey, Rai e Acharya, 2003).
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Apesar do aumento no consumo de produtos naturais, com base
no argumento de que plantas e seus derivados sdo totalmente seguros, o
uso destes produtos deve estar assegurado por estudos toxicoldgicos. No
geral, Oleos essenciais sdo bastante concentrados e podem apresentar
certa toxicidade, por vezes mais elevada do que a da planta de origem
(SimQes e Spitzer, 2003; Veiga Jr., Pinto e Maciel, 2005).

O aumento do consumismo 'verde' promoveu a renovacdo do
interesse cientifico nessas substancias e estimulou 0 seu uso em
processos de conservagdo (Burt, 2004; Bakkali et al., 2008; Zavala et
al., 2008). A busca por antimicrobianos naturais, especialmente
antifingicos, é resultado do reconhecimento da importancia das
infeccbes flngicas, das dificuldades no seu tratamento, do
desenvolvimento da resisténcia aos antiflngicos, das interacfes
significativas e da biodisponibilidade insuficiente dos antifungicos
convencionais (Cavaleiro et al., 2006).

Algumas espécies de fungos pertencentes aos géneros Aspergillus
e Penicillium sdo consideradas agentes contaminantes ou patogénicos
comuns em alimentos. Na industria, algumas espécies de Aspergillus séo
utilizadas na producdo de enzimas e 4cidos organicos e na fermentacéo
de alimentos. No entanto, sdo frequentemente associadas a
contaminagdo de alimentos e producdo de metabdlitos secundarios
toxigénicos (Scheidegger e Payne, 2003). A espécie Aspergillus flavus
produz uma micotoxina carcinogénica e altamente toxica, a aflatoxina
Bl (Espinel-Ingroff et al., 2005). Algumas espécies do género
Penicillium podem ser utilizadas no controle biolégico e
micoparasitismo, no desenvolvimento de novas drogas para a industria
farmacéutica e como fontes de enzimas de interesse industrial. No
entanto, esses microrganismos estdo entre as principais causas de
deterioracdo de alimentos. Além disso, algumas espécies deste género
também produzem micotoxinas, como a espécie Penicillium commune,
produtora do acido ciclopiazénico (CPA) (Pitt, Cruickshankz e
Leistners, 1986).

Diante do exposto, 0s objetivos deste capitulo foram a
caracterizacdo quimica e a avaliacdo da citotoxicidade, potencial
antioxidante e propriedades antiflingicas dos 6leos essenciais de orégano
e horteld contra os fungos A. flavus e P.commune, para fins de aplicacéo
como conservantes de alimentos.



67

3.2. Materiais e Métodos
3.2.1 Matéria-prima:

Os 06leos essenciais de orégano (Origanum vulgare) e horteld
(Mentha arvensis) foram adquiridos da empresa Ferquima — SP.
Segundo as informagfes do laudo, o dleo de orégano é originario da
Repulblica da Moldavia, pais da Europa Oriental, enquanto o 6leo de
horteld provém da China. Ambos foram extraidos pelo processo de
destilacdo a vapor das folhas das plantas.

3.2.2 Composicao quimica:

A composicdo quimica dos 6leos essenciais foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (CG-DIC).
As analises foram realizadas no Instituto de Pesquisas Tecnolégicas de
Blumenau (IPTB), na Universidade Regional de Blumenau (FURB)
(SC).

A anélise de CG-EM foi realizada em cromatografo GC-MS
(QP2010 Plus Shimadzu), equipado com uma coluna capilar RTx-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). O gas Hélio (He) foi utilizado como gas
de arraste, sob fluxo constante de 1 mL/min. A coluna foi aquecida a 60
°C por 5 min, elevada a 240 °C a uma taxa de aquecimento de 3 °C/min
e mantida nessa temperatura por 5 min. As amostras foram diluidas em
éter etilico e injetadas (1 pL) a 250 °C. A identificacdo dos compostos
foi realizada pela comparacdo do espectro de massa com o banco de
dados da Espectroteca NIST (National Institute of Standards and
Technology) (2008).

A andlise de CG-DIC foi realizada em cromatografo GC-FID
2010 Shimadzu, equipado com uma coluna capilar OV-5 (30 m x 0,25
mm x 0,25 um), nas mesmas condi¢cbes da analise de CG-EM. A
composicdo dos 6leos foi determinada pelo método de normalizacéo de
areas.

3.2.3 Citotoxicidade
A citotoxicidade dos 6leos essenciais de orégano e horteld foi

avaliada mediante ensaios de viabilidade de células ndo tumorais
humanas (células epiteliais - melandcitos NGM) e murinas (células do
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tecido conjuntivo - fibroblastos NIH3T3). As células foram selecionadas
conforme a disponibilidade do banco de células e os objetivos do
estudo. A utilizacdo de células epiteliais e do tecido conjuntivo teve
como objetivo a avaliagdo da toxicidade dos 6leos quando administrados
por via tépica ou oral, respectivamente. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Bioenergética e Bioquimica de Macromoléculas, no
Departamento de Farmécia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

3.2.3.1 Cultivo celular

Células ndo tumorais de fibroblasto murino (NIH3T3) foram
cultivadas em garrafas (frascos de Roux) contendo Meio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) (pH 7,4), acrescido de soro fetal
bovino (SFB) 10 % (v/v), 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 10 mM de HEPES (&cido 2- [4- (2-hidroxietil)
piperazin-1-il] etanossulfénico).

As células de melandcito humano (NGM) foram cultivadas em
meio DMEM/Nutriente HAM F12 (1:1), suplementada com SFB 20 %
(v/v), 1,4 uM de hidrocortisona, 1 nM de Triiodotreonina, 10 ug/mL de
insulina, 10 pug/mL de transferrina, 10 ng/mL de fator de crescimento
epidermal (EGF), 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina
e 10 mM de HEPES.

As garrafas foram incubadas em estufa umidificada (Shel Lab SL
CO2 - USA) a 37 °C e 5 % de dioxido de carbono (COy). Os estoques
celulares foram mantidos em DMEM com 10 % de dimetilsulfoxido
(DMSO), a -180 °C, aproximadamente, em reservatorio de nitrogénio
liquido.

3.2.3.2 Ensaios de viabilidade celular

A citotoxicidade dos dleos de orégano e horteld foi avaliada pelo
método colorimétrico de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio), um sal de tetraz6lio reduzido por células
metabolicamente ativas (Mosmann, 1983). O MTT é reduzido pela
enzima succinato desidrogenase mitocondrial a sua forma insolivel
(formazan) ap6s exposicdo a um composto e da informacgdes acerca da
toxicidade desse composto (Eisenbrand et al., 2002).

Células NGM e NIH3T3 pré-cultivadas foram transferidas para
microplacas de 96 pocos (1x10* células/poco), juntamente com as
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amostras dos oOleos, previamente solubilizados em dimetilsulfoxido
(DMSO). As concentragdes testadas variaram de 0,1 a 200 pg/mL. As
microplacas foram incubadas em estufa umidificada (Shel Lab SL CO; -
USA), a 37 °C, por 24, 48 e 72 horas. Ao final dos periodos de
incubacdo, o sobrenadante foi removido e substituido pela solucdo de
MTT (5 mg/mL). As placas foram novamente incubadas a 37 °C por 2
horas. O sobrenadante foi substituido por DMSO para a dissolucdo dos
cristais de formazan. A absorbancia das amostras foi medida em Leitor
de Microplacas (Biotek EL 800 - USA), em comprimento de onda de
540 nm. A concentracdo do composto que causa 50 % de morte celular
(ICsp) foi calculada com auxilio do programa GraphPad Prism 5 (La
Jolla, CA, EUA).

3.2.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos de orégano e horteld foi
determinada mediante andlises da concentracdo minima inibitoria (MIC)
e dose minima inibitéria (MID), representadas, respectivamente, pelos
componentes em solucdo e pelos componentes volateis dos 6leos.

3.2.4.1 Preparo do Indculo

Culturas puras e ativas de A. flavus (CCT 7540) e P.commune
(CCT 7683) foram adquiridas da Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosello (Campinas - SP). Os microrganismos foram
selecionados com base na literatura e segundo os objetivos do presente
estudo. A repicagem das cepas foi realizada em tubos de ensaio
contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose (Potato Dextrose Agar -
PDA) (Difco™ - USA) so6lido inclinado. Os tubos inoculados foram
incubados em estufa de cultivo a 30 °C por 5 dias.

Para o preparo do in6culo padréo, os tubos foram adicionados de
agua destilada estéril e agitados. A medida da absorbancia da suspenséo
foi realizada em espectrofotdmetro (Bel Photonics SP 1105 — SP), a 530
nm, e ajustada para valores de referéncia, segundo a Norma M38-A
(NCCLS, 2002). O tamanho do inéculo padrdo (UFC/mL) foi medido
em cdmara de Neubauer e confirmado por plagueamento por
profundidade. A suspensdo ajustada foi adicionada de 10 % de glicerol
(crioprotetor), porcionada, congelada e armazenada em Ultrafreezer
(Nuaire — Glacier -86 °C Ultralow Temperature Freezer - USA), a - 80
°C, até o uso.
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A viabilidade do indculo criopreservado foi avaliada a cada
repeticdo do experimento, por meio de analise de contagem microbiana.
Para isso, 0 indculo padréo foi diluido em agua peptonada estéril 0,1 %.
O plagueamento em profundidade foi realizado utilizando-se meio de
cultura PDA estéril, acrescido de 0,1 % de solucdo corante Rosa de
Bengala 5 % (p/v). As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C em
Camara Incubadora BOD (TE 391-1 Tecnal - SP) por 96 horas, seguidas
da contagem do nimero de coldnias (UFC/mL).

3.2.4.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria
(Minimal Inhibitory Concentration - MIC)

A concentragdo minima inibitoria (MIC) dos 6leos essenciais de
orégano e horteld foi determinada pelos componentes em solucéo,
através do método de microdiluicdo em caldo, baseado na Norma M38-
A (NCCLS, 2002), com modificagbes. As microplacas de 96 pogos
foram adicionados 200 pL de Caldo Batata Dextrose (Potato Dextrose
Broth - PDB) (Difco™ - USA), 2 uL de amostra (dilui¢des dos 6leos em
DMSO) e 5 pL de indculo de A. flavus ou P. commune (10* UFC/poco,
aproximadamente). As concentracdes testadas variaram de 0,1 pg/mL a
4,0 mg/mL para o 6leo de orégano e 0,1 pg/mL a 8,0 mg/mL para o 6leo
de horteld.

As microplacas contendo o branco (caldo), o controle de DMSO,
0s controles positivos e negativos e as amostras foram incubadas a 28 °C
em camara incubadora BOD (TE-371 Tecnal - SP), por 24 horas. A
leitura da absorbancia foi realizada em Leitor de Placas (Biotek EL 800
- USA), em comprimento de onda de 660 nm.

A MIC foi considerada a menor concentracdo capaz de inibir
100 % do crescimento dos microrganismos. A concentracdo minima
capaz de inibir 50 % (ICso), 70 % (IC70) e 90 % (ICy) do crescimento
foi determinada com o auxilio do programa GraphPad Prism 5 (La
Jolla, CA, EUA).

3.2.4.3 Determinacdo da Dose Minima Inibitéria (Minimal
Inhibitory Dose - MID)

O poder de inibicdo do crescimento microbiano pelos
componentes volateis dos 6leos essenciais é expresso pela dose minima
inibitéria (MID) (Inouye, Takiwaza e Yamaguchi, 2001). A MID dos
6leos essenciais de orégano e horteld foi determinada pelo teste de
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volatilizagdo em disco (L6pez et al., 2005). A MID foi considerada a
concentragdo em WL 6leo/L headspace capaz de inibir visivel e
completamente o crescimento dos microrganismos. O volume do
headspace foi calculado levando-se em consideracdo as dimensfes da
placa e o volume/altura do agar adicionado a placa.

As amostras foram preparadas pela diluicdo dos dleos essenciais
em acetato de etila. O meio de cultivo PDA estéril foi acrescido de 0,1
% de solugdo corante Rosa de Bengala 5 % (p/v) e adicionado as placas
de Petri (90 mm) estéreis. Apos a solidificacdo do meio, a superficie do
agar foi inoculada com 100 pL da suspensdo de A. flavus e P. commune
(105 UFC/mL, aproximadamente), espalhados com o auxilio de uma
alca de Drigalski. Discos de papel de filtro (Macherey Nagel MN-619de
- USA) de 90 mm de diametro foram impregnados com 650 uL das
amostras e afixados nas tampas das placas de Petri inoculadas. As placas
foram seladas com filme de vedagdo (Parafiim M - WI, USA) e
incubadas em camara incubadora BOD (TE 391-1 Tecnal - SP) a 30 °C,
por 96 horas.

Além da determinacdo da MID, foram avaliados os efeitos
temporario/prolongado e fungistatico/fungicida dos compostos volateis
dos dleos. Para avaliagcdo do efeito temporario/prolongado, as placas
foram mantidas com a atmosfera inalterada durante a incubacdo. Para
avaliacdo do efeito fungicida/fungistatico, a atmosfera das placas foi
alterada por meio da retirada dos papéis de filtro. Em caso de
crescimento de microrganismos apés a remocéo dos filtros, o efeito é
considerado estatico. A auséncia de crescimento microbiano (a inibi¢do
permanece constante no tempo) indica efeito fungicida. As placas foram
avaliadas a cada 7 dias, durante o periodo maximo de 21 dias.

3.2.5 Atividade antioxidante

A medida da atividade antioxidante de dleos essencias é uma
expressao de uma das propriedades mais importantes desses compostos
multipropriedades. A atividade antioxidante dos 6leos de orégano e
horteld foi determinada com o objetivo de uma melhor e mais completa
caracterizacdo desses compostos.

3.2.5.1 Método DPPH

A ac¢do antioxidante de uma substancia pode ser determinada pela
sua capacidade de captar o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
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picrilhidrazil). Na presenca de um composto antioxidante, esse radical é
reduzido ao seu derivado hidrazina. A atividade antioxidante dos éleos
essenciais de orégano e horteld foi avaliada pelo método de DPPH,
baseado na metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). O
método tradicional foi adaptado para microplacas de 96 pocos.

Os 06leos de orégano e horteld foram diluidos em etanol, em
concentracdes variando de 0,05 a 10 mg/mL para o 6leo de orégano e 5
a 500 mg/mL para o dleo de horteld. A solugdo de DPPH foi preparada
pela dissolu¢do do composto 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Sigma-Aldrich
— USA) em etanol, na concentracdo de 85 pg/mL. Aos pocos das
microplacas foram adicionados 165 pL de amostra e 45 pL de solugédo
de DPPH, além do branco e controle. As microplacas foram mantidas
em temperatura ambiente e na auséncia de luz durante toda a reacdo. As
leituras das absorbancias foram realizadas em Multileitora (Infinite
M200 TECAN - Suica), a 517 nm, ap6s 30, 180 e 360 minutos de
reacdo.

A atividade antioxidante dos compostos (% AA) foi calculada
pela equacéo:

AbSCr—AbSAm

% AA =
0 AbSCr

x 100 Equacéo. 3.1

na qual Absam € a absorbancia da amostra e Abscr é a absorbancia do
controle.

Os valores de ICs, definido como a quantidade de 6leo essencial
necessaria para reduzir a concentracdo inicial de DPPH a 50 %, foram
calculados com o auxilio do programa GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA,
EUA).

3.2.6 Andlise estatistica
A analise estatistica dos resultados foi realizada por analise de

variancia (ANOVA) e teste Tukey de comparacdo de médias, com nivel
de confianga de 95 %, em software Statistica 8 (Statsoft, Inc., USA).
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3.3.1 Composi¢do quimica:
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Os resultados de composicdo quimica dos Gleos essenciais de
orégano e horteld, determinada pelas analises de CG-EM e CG-DIC,
estdo apresentados nas Tabelas 3.1 e 3.2, respectivamente.

Tabela 3.1: Composicdo do Oleo essencial de orégano (Origanum
vulgare), tempos de retencdo (min) e concentracao relativa (%).

Tempo de Concentracdo | Concentracdo
Composto retencdo relativa (%) relativa (%)
(min) CG-EM CG-DIC
a-tujeno 6,67 0,40 0,19
a-pineno 6,93 0,69 0,33
canfeno 7,49 0,33 0,17
B-pineno 8,62 1,73 1,00
mirceno 9,25 0,70 0,42
a-felandreno 9,81 0,38 0,14
o-terpineno 10,36 1,28 0,47
0-cimeno 10,73 5,55 3,82
limoneno 10,91 1,75 0,78
1,8 cineol 11,01 1,84 0,85
y-terpineno 12,33 5,25 3,60
linalol 14,31 3,21 1,93
canfora 16,34 1,53 0,38
borneol 17,40 2,13 0,88
4-terpineol 17,96 1,68 0,67
a-terpineol 18,63 0,51 0,15
timol 23,50 5,66 2,32
carvacrol 24,22 53,76 76,10
B-cariofileno 28,83 6,32 3,83
[B-bisaboleno 32,53 0,24 0,10
6xido de 35,43 0,85 0,35
cariofileno
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Tabela 3.2: Composicdo do dleo essencial de horteld (Mentha arvensis),
tempos de retengdo (min) e concentragéo relativa (%).

Tempo de Concentracdo | Concentragdo
Composto retencdo relativa (%) relativa (%)
(min) CG-EM CG-DIC
a-pineno 6,93 2,67 1,85
sabineno 8,49 0,73 0,36
B-pineno 8,62 2,38 1,63
3-octanol 9,47 0,82 0,44
limoneno 10,93 4,98 4,25
isopulegol 16,48 3,46 5,33
mentona 16,98 18,18 18,56
isomentona 17,45 15,47 16,25
mentol 18,09 35,15 44,65
isomentol 18,36 2,03 0,53
a-terpineol 18,67 0,97 0,06
pulegona 20,89 2,46 1,54
acetato de 23,43 5,59 3,44
mentila
a-ylangeno 26,75 0,58 0,19
a-Ccopaeno 27,03 1,24 0,10

As andlises de CG-DIC e CG-EM do 6leo de orégano (Tabela
3.1) permitiram a identificacdo e quantificacdo de mais de 20
compostos, totalizando 98,5 % e 94,9 %, respectivamente. Apesar das
diferengas nas concentracfes relativas, ambas as analises detectaram o
carvacrol como composto majoritario. O carvacrol € um monoterpeno
fendlico, com estrutura caracterizada por um grupo hidroxila ligado a
um anel fendlico. A estrutura quimica dos componentes individuais dos
o6leos essenciais afeta 0 seu modo de acdo (Dorman e Deans, 2000). A
atividade antimicrobiana do 6leo de orégano esta relacionada ao modo
de acdo do carvacrol, principalmente, que provoca efeitos prejudiciais a
membrana celular microbiana, como alteragdes na sua permeabilidade
(Lambert, Skandamis e Coote, 2001).

As anélises de CG-DIC e CG-EM do dleo essencial de hortela
(Tabela 3.2) permitiram a identificacdo e quantificacdo de 15
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compostos, totalizando 99,2 % e 96,7 %, respectivamente. O composto
majoritario, mentol, é um alcool terpénico ciclico de alta volatilidade,
parcialmente soltvel em agua (Soottitantawat et al., 2005). Amplamente
utilizado em inddstrias alimenticias e farmacéuticas, o mentol ¢é
considerado o principal composto antifungico das espécies de hortela
(Pandey, Rai e Acharya, 2003). A mentona existe na forma dos
isbmeros mentona e isomentona, o segundo e terceiro compostos
majoritarios, respectivamente. A mentona € um composto
monoterpénico cetbnico. O oleo essencial de Mentha arvensis,
reconhecido pelas propriedades antibacteriana, antiviral e antifingica,
tem suas atividades associadas aos compostos majoritarios mentol,
mentona e isomentona, principalmente (Singh, Shushni e Belkheir,
2011).

No geral, os componentes majoritarios determinam as
propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais (Bakkali et al., 2008). No
entanto, pesquisas tém sugerido que componentes minoritarios também
podem exercer papel importante nessas atividades. Assim, os efeitos
antagdnicos ou sinergisticos também devem ser considerados (Lambert
Skandamis e Coote, 2001).

3.3.2 Citotoxicidade

A Figura 3.1 apresenta os gréaficos de viabilidade das células
NGM e NIH3T3, submetidas ao tratamento com os dleos de orégano e
hortela.

As concentragdes avaliadas variaram de 0,1 a 200 pg/mL. Em
concentragBes acima de 25 pg/mL, no entanto, a taxa de sobrevivéncia
das células NGM foi < 20 %, para ambos os 0Oleos. Para as células
NIH3T3, esse indice foi <10 %, para ambos os Oleos. A analise
estatistica dos resultados mostrou que o aumento das concentragdes das
amostras acima de 25 pg/mL ndo resultou em diferenca significativa
(p<0,05) na viabilidade celular (dados ndo mostrados).

As células humanas (NGM) apresentaram menor resisténcia aos
efeitos do 6leo de orégano, em comparacdo ao 6leo de horteld, em
amostras pouco concentradas (10 pug/mL). As células murinas
(NIH3T3), por sua vez, apresentaram menor resisténcia aos efeitos do
6leo de horteld nessas condi¢es, comparado ao dleo de orégano, nos
diferentes periodos de incubacdo. Os resultados de citotoxicidade estdo
intimamente relacionados ao método de anélise, composicdo do 6leo e
qualidade das células selecionadas para o estudo.
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Figura 3.1: Efeito do aumento das concentracbes dos 6leos essenciais
(OE) de orégano e horteld e periodos de incubacdo (h) sobre a
viabilidade das células NGM (a) e NIH3T3 (b).
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Esse fato pode ser demonstrado pelo estudo de Vimalanathan e
Hudson (2012), que avaliaram a citotoxicidade do 6leo de orégano
(Origanum vulgare) em células humanas do pulmado. A viabilidade
celular (%) resultante foi maior do que a encontrada no presente estudo,
gue utilizou um dleo da mesma espécie, porém em células humanas do
epitélio (NGM). Hussain et al (2010a) e Yamaguchi et al (2013)
avaliaram, respectivamente, o efeito dos 6leos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e Endlicheria citriodora em células murinas
NIH3T3. Os resultados demonstraram menor potencial toxico para esses
o6leos, comparado aos 6leos utilizados no presente estudo.

Grande parte dos estudos sobre citotoxicidade de dleos essenciais
sdo desenvolvidos com células tumorais, devido a sua propriedade
antitumoral. Os resultados dos trabalhos dos autores Grbovi¢ et al.
(2013), Hussain et al. (2010b) e Weecharangsan et al. (2014), sobre a
citotoxicidade dos Oleos de orégano e horteld em células tumorais
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humanas, provaram que essas células sdo mais resistentes aos
tratamentos do que células ndo tumorais.

Segundo esses autores, a atividade citotdxica do dleo de orégano
deve-se a elevada concentracdo de fendis presentes no dleo,
especialmente o carvacrol. Em seu estudo, Vimalanathan e Hudson
(2012) encontraram uma alta atividade antiviral para o carvacrol, mas
também alta citotoxicidade. Os autores afirmam que 6leos essenciais de
orégano com menores citoxicidades apresentam componentes com
propriedades de protecdo, capazes de neutralizar o efeito tdxico
substancial do carvacrol. No dleo de horteld, o principal composto
responsavel pela citotoxicidade é o mentol.

A Tabela 3.3 apresenta os valores de ICsp dos 6leos de orégano e
hortel.

Tabela 3.3: Valores de ICso dos dleos essenciais de orégano e horteld
para as células NGM e NIH3T3, nos diferentes periodos de incubacéo

(h).

Oleo . 1empo 1Cso (Hg/mL)
g incubacéao

essencial (h) NGM NIH3T3
24 163+422 76+17°

orégano 48 162+18 91+38
72 17,7403 10,4 +29

24 21,6 +48° 98312

hortel 48 222+39° 75+24°
72 21,2678  6,9+0,6°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).

A analise estatistica dos resultados demonstrou que o aumento do
tempo de incubacdo ndo resultou em diferenca significativa (p<0,05)
nos valores de 1Cso.

Segundo Gad-Shayne (2009), as substancias sdo classificadas em
mais ou menos toxicas conforme os valores de ICso:

v 1Cs0< 10 pg/mL: substancia potencialmente muito toxica;

v" ICso entre 10 e 100 pg/mL: substancia potencialmente toxica;

v ICsp entre 100 e 1000 ug/mL: substancia potencialmente

prejudicial;

v 1Cs0> 1000 pg/mL: substancia potencialmente néo toxica.
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De acordo com essa classificacdo, os 6leos de orégano e hortela
podem ser considerados compostos potencialmente toxicos para as
células humanas (NGM) e potencialmente muito tdxicos para as células
murinas (NIH3T3), nas condi¢bes do ensaio.

Alguns autores afirmam que o grau de toxicidade de um extrato
depende de varios fatores, dentre eles a dose utilizada e a frequiéncia de
administragdo. O fator dose-dependente dos dleos, associado a
sensibilidade dos individuos aos diferentes componentes, tornam dificil
a definicdo de um limite de segurangca para a utilizacdo desses
compostos. Devido a estes e outros fatores, a utilizacdo de produtos
derivados de plantas requer estudos prévios relativos a varios aspectos,
como o seu efeito toxico sobre organismos animais (Cleff et al., 2008).

Cleff et al. (2008) desenvolveram um estudo in vivo da
citotoxicidade do 6leo essencial de Origanum vulgare em ratas Wistar
adultas, que consumiram 3 % (v/v) desse 6leo via oral e intra-vaginal,
pelo periodo de 30 dias. Os resultados mostraram auséncia de efeitos
toxicos durante o periodo de observacdo. Nenhum dos animais
apresentou alteragdes clinicas, comportamentais ou morte. A auséncia
de efeitos colaterais pelo uso do Origanum vulgare também foi
demonstrada em outros estudos com animais domésticos. A adicdo de
1000 ppm do Oleo essencial na dieta de suinos ndo resultou em
quaisquer alteracfes negativas, ao contrario, foram observados efeitos
positivos na salde e producgdo desses animais (Allan & Bilkey, 2005).
Segundo os autores, isso se deve, provavelmente, as aces antioxidante,
antibacteriana e antiinflamatéria do 6leo essencial de orégano, dada a
presenga de fenois, como o carvacrol e o timol.

A avaliacéo in vitro da citotoxicidade dos dleos de orégano e
horteld teve como objetivo estabelecer uma referéncia para o uso desses
compostos, cuja finalidade principal é a sua aplicagdo como agentes
antimicrobianos em processos de conservagdo de alimentos. A grande
maioria dos estudos ainda se concentra nas areas farmacéutica e médica.
O objetivo desses estudos € avaliar a capacidade antitumoral de 6leos
essenciais. Ainda ha pouca pesquisa publicada sobre a citotoxicidade de
oleos essenciais para fins de aplicacdo como agentes antimicrobianos
comerciais (Laird e Phillips, 2011).

3.3.3 Atividade antimicrobiana

A Figura 3.2 apresenta o resultado do plagueamento dos inéculos
de A. flavus e P. commune criopreservados.
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Figura 3.2: Plagueamento por profundidade de A. flavus e P. commune.

Aspergillus flavus

Penicillium commune

(Fonte: elaborada pelo autor)

Os ino6culos foram preparados e avaliados quanto a viabilidade
conforme descrito no item 3.2.4.1. O resultado do plagueamento
demonstra que ndo houve comprometimento da viabilidade flngica apés
0 congelamento do inéculo.

3.3.3.1 Concentracéo Minima Inibitéria (MIC)

A Figura 3.3 apresenta os resultados de MIC dos 6leos de
orégano e horteld. Os graficos representam o efeito do aumento das
concentracBes dos dleos essenciais na inibi¢do do crescimento fangico.

Figura 3.3: Inibicdo do crescimento (%) de A.flavus e P.commune pelos
6leos essenciais (OE) de orégano (a) e horteld (b).
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Considerando a MIC como a menor concentracdo capaz de inibir
100 % do crescimento microbiano, pode-se afirmar que os valores de
MIC do 6leo de orégano foram de 1,0 mg/mL para o A. flavus e
4,0 mg/mL para o P. commune. Para o 6leo de horteld, os valores de



80

MIC foram de 2,0 mg/mL para o A. flavus e 8,0 mg/mL para o
P. commune. Estes resultados demonstram que, para ambos o0s 6leos, 0
P. commune apresentou-se mais resistente aos efeitos dos dleos do que o
A. flavus. Esse fato pode ser observado nos graficos que apresentam, no
detalhe, as curvas de inibigdo do crescimento microbiano.

Os resultados demonstram que, na concentragdo de 1,0 mg/mL de
6leo de orégano, tem-se 100 % da inibic&o do crescimento do A. flavus e
94,5 % de inibicdo do crescimento do P. commune. Na concentragédo de
2,0 mg/mL de 6leo de horteld, tem-se 100 % da inibi¢do do crescimento
do A. flavus e 86,4 % de inibicdo do crescimento do P. commune. Os
resultados também contribuem para reafirmar o maior poder de inibigéo
do crescimento fungico do 6leo de orégano, comparado ao 6leo de
horteld. Numerosos estudos tém demonstrado a atividade antimicrobiana
do orégano, seus extratos e Gleos essenciais, considerado um potente
inibidor do crescimento de fungos e da biossintese de micotoxinas
(Kocic-Tanackov et al., 2012).

A Tabela 3.4 apresenta os valores de ICsg, IC7o € 1Cg dos 6leos de
orégano e hortela.

Tabela 3.4: Valores de ICs (ug/mL) dos 6leos essenciais de orégano e
horteld para 0s microrganismos A. flavus e P. commune.

OE orégano
IC (pg/mL) ICso IC7o 1Cq0
A. flavus 35,7 3,8 77,5+2,6% 235,7+1,9?
P.commune 81,6 +2,7° 175,8 +2,1° 523,0 2,0
OE hortela
IC (ug/mL) ICso IC7o ICo
A. flavus 261,2+2,8 | 5358+1,22 | 13053+0,5°
P.commune 399,9+2,7° | 9726 +0,1° | 4776,9 +3,1°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 3.4 corroboram com 0s
resultados apresentados na Figura 3.3. Estes resultados comprovam a
maior resisténcia do P. commune aos efeitos dos 6leos de orégano e
horteld, comparado ao A. flavus. Os resultados também confirmam o
maior poder de inibicdo do crescimento fungico do éleo de orégano,
comparado ao 6leo de hortela.
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Os métodos de diluicdo utilizados para a determinacdo da MIC
sdo de uso frequente, mas a expressdo dos resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais ndo segue um padrdo (Ostrosky et
al., 2008). Esses resultados sao influenciados pela composicdo do meio
de cultura, pH, tamanho do indculo, tempo e temperatura de incubacéo
(Barchiesi et al., 1993), além do método de analise, microrganismos e
amostras selecionadas. Em se tratando de 6leos essenciais, propriedades
fisicas e quimicas, como solubilidade e volatilidade, tém um efeito
consideravel sobre a atividade antimicrobiana in vitro desses compostos
(Dorman e Deans, 2000; Inouye, Takiwaza e Yamaguchi, 2001).

O modo de acdo dos compostos inibidores é representado pelas
alteragdes morfoldgicas e funcionais provocadas nas células tratadas (De
Billerberk et al., 2001; Rasooli e Abyaneh, 2004). O caréater anfifilico de
alguns compostos presentes nos Oleos essenciais permite que as
moléculas migrem pelo meio extracelular aquoso e danifiquem as
membranas lipidicas microbianas, cujas fungdes de barreira séo
comprometidas (Turina et al., 2006). Os compostos lipofilicos, que
possuem uma elevada afinidade com a membrana celular, se acumulam
nesse local e afetam as propriedades das membranas e o seu
funcionamento (Weber e de Bont, 1996).

A membrana dos esporos flngicos é protegida por uma parede,
formada por varias camadas, que lhes permitem resistir as condicdes
adversas. Essa parede consiste em uma associagdo de polissacarideos e
quitina-glucanas, além de aclcares simples (galactose, manose),
celulose, proteinas e lipideos. No entanto, alguns compostos presentes
nos Oleos essenciais atuam antes mesmo da germinagdo dos esporos e
promovem o desenvolvimento anormal dos tubos germinativos e/ou seu
rompimento (Dantigny e Nanguy, 2009).

Souza et al. (2010) avaliaram as alteragdes morfoldgicas
causadas pelo 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) em A,
flavus. O exame microscopico do micélio controle mostrou uma
estrutura celular regular, com citoplasma homogéneo e conidios
claramente visiveis. O micélio cultivado em meio adicionado do 6leo
essencial apresentou alteracfes morfologicas, com diminuicdo do teor
de citoplasma, perda de pigmentacdo, desenvolvimento distorcido de
hifas, brotamentos apicais e auséncia de conidios.

O carvacrol, componente majoritario do &leo essencial de
orégano, aumenta a fluidez da membrana, causa o vazamento de
substancias e provoca o colapso dessa membrana (Ultee, Kets e Smid,
1999). O mentol, composto majoritario de alguns dos 6leos essenciais
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do género Mentha, é capaz de reduzir a eficiéncia da célula e impedir o
surgimento de linhagens resistentes aos 6leos essenciais (Schelz, Molnar
e Hohmann, 2006).

3.3.3.2 Dose Minima Inibitéria (MID)

A MID dos 6leos essenciais de orégano e hortela foi considerada
aquela capaz de inibir completamente o crescimento dos fungos A.
flavus e P. commune, apds 96 horas de incubagéo.

A Figura 3.4 apresenta o resultado do plaqueamento para
determinacdo da MID (presenca e/ou auséncia de crescimento flngico) e
a Tabela 3.5 apresenta os valores de MID para os dleos de orégano e
hortel.

Figura 3.4: Avaliacdo visual da MID dos dleos de essenciais de orégano
e horteld contra os fungos A. flavus e P. commune.

Aspergillus flavus Penicillium commune Auséncia de crescimento

(Fonte: elaborada pelo autor)

Tabela 3.5: Valores de MID (uL/L) para os 6leos essenciais (OE) de
orégano e horteld contra os fungos A. flavus e P. commune.

Microrganismo MID (uL/L)
OE orégano OE horteld
A. flavus 107,3 1418,0
P. commune 53,7 1134,4

Os resultados de MID demonstram que, nas condic¢Oes da analise,
o0 A. flavus apresentou-se mais resistente ao efeito dos compostos
volateis dos Oleos de orégano e horteld do que o P.commune, ao
contrario do ocorrido com a MIC. No entanto, os resultados reforgam o
efeito inibidor do crescimento microbiano do 6leo de orégano, superior
ao 0leo de horteld, como ocorrido na anélise de MIC. Os resultados de
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MID demonstram que os compostos volateis dos Oleos essenciais
apresentam atividade antimicrobiana significativa, quando comparados
aos compostos em solugao.

Kloucek et al (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
compostos volateis dos dleos essenciais de Origanum vulgare e Mentha
spicata contra os fungos Aspergillus niger e Penicillium digitatum. Os
resultados mostraram que o dleo de orégano também apresentou maior
potencial de inibicdo do crescimento fingico do que o 6leo de hortela.
No entanto, o Penicillium apresentou-se mais resistente ao tratamento
com os volateis do que o Aspergillus, ao contrario do ocorrido no
presente estudo.

O modo de acdo dos compostos volateis dos 6leos essenciais é
representado pelos efeitos deletérios provocados aos fungos. De acordo
com Dao e Dantigny (2011), fungos podem crescer numa grande
variedade de substratos e numa ampla faixa de pH, aw e temperatura. No
entanto, em um de seus estudos, Inouye et al. (1998) demonstraram que
a formacdo de esporos de quatro espécies de fungos filamentosos,
incluindos os géneros Aspergillus e Penicillium, foi suprimida por
alguns 6leos essenciais. Segundo os autores, a supressao da formacao de
esporos pode estar estreitamente relacionada & inibicéo da respiragéo do
fungo, promovida pela pressdo de vapor dos compostos volateis dos
6leos essenciais. E embora as hifas estivessem bem desenvolvidas, ha
uma segmentacéo das estruturas expostas, na tentativa de permanecerem
estaveis. Esta é, provavelmente, a estratégia de sobrevivéncia do fungo
ao estresse provocado pela exposicdo aos vapores do 6leo essencial
(Inouye, 2003).

Os resultados da analise dos efeitos temporario/prolongado e
fungicida/fungistatico dos 6leos provaram que o 6leo de orégano tem
efeito prolongado nessa concentracdo (MID), para ambos o0s
microrganismos. O dleo de horteld, por sua vez, apresentou efeito
temporario para ambos o0s microrganismos, quando utilizado nessa
concentracdo. Ambos os 6leos resultaram em efeito estético, para ambos
0S microrganismos, ou seja, 0s compostos volateis dos dleos nédo
apresentaram acdo fungicida nas condi¢des da analise (concentracdo de
6leo e tamanho de inéculo).

Inouye (2003) provou que o tratamento com volateis de 6leos
essenciais é mais eficaz quando estes sdo utilizados em altas
concentracbes e por um curto espaco de tempo. A atividade
antimicrobiana é determinada, principalmente, pela concentracdo
méaxima de vapor na fase inicial da incubagdo. Outros estudos provaram
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gue o tratamento prolongado com Oleo essencial ou seus constituintes

pode induzir tolerancia fenotipica (Inouye, Takiwaza e Yamaguchi,
2001).

3.3.4 Atividade antioxidante

3.3.4.1 Método DPPH

A Figura 3.5 apresenta os resultados da analise de atividade
antioxidante dos 6leos de orégano e horteld, avaliada pelo método de

DPPH. A Tabela 3.6 apresenta os valores de 1Csq dos 6leos de orégano e
hortela.

Figura 3.5: Atividade antioxidante (%) dos 6leos de orégano (a) e
horteld (b).
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De acordo com Hassimotto, Genovese e Lajolo (2005), valores
superiores a 70 % indicam uma boa acdo antioxidante. Os resultados
demonstram que as concentra¢cdes minimas de 6leo de orégano e tempos
de reagdo que resultaram em atividade antioxidante maior do que 70 %
foram de 2,5 mg/mL em 30 min; 0,75 mg/mL em 180 min e 0,5 mg/mL
em 360 min. Para o 6leo de horteld, as concentraces minimas e tempos
de reacdo que resultaram em atividade antioxidante superior a 70 %
foram de 400 mg/mL em 30 min, 50 mg/mL em 180 min e 30 mg/mL
em 360 min. Estes resultados provam que o tempo de reacao interfere na
capacidade antioxidante dos 6leos, uma vez que 0 aumento do tempo de
reacdo implicou em menores concentragdes de 6leo capazes de exercer a
mesma atividade antioxidante.
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Tabela 3.6: 1Cso (mg/mL) dos 6leos essenciais (OE) de orégano e

hortela.
Tempo reagao I1Cs0 (Mmg/mL)
(min) OE orégano OE horteld
30 0,5+0,0% 88,2+0,12
180 0,2+0,0° 17,6 £0,1°
360 0,1+0,0° 11,1+0,0°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).

Os resultados dos graficos e tabela sugerem que o 6leo de
orégano tem maior capacidade antioxidante do que o 6leo de horteld. A
andlise estatistica mostrou que o aumento do tempo de reagdo resultou
em diferenca significativa (p<0,05) nos valores das concentracdes das
amostras capazes de reduzir 50 % do DPPH. Isso prova, uma vez mais,
que o tempo de reagdo influencia a capacidade antioxidante dos
COMpOStos.

Henn et al (2010) avaliaram a capacidade antioxidante do 6leo
essencial de Origanum vulgare pelo método de DPPH e encontraram
um valor de ICsp superior ao valor encontrado no presente estudo, ap6s
30 minutos de reacdo. Isso prova que, além do tempo de reacdo, a
origem da planta, o método de extracdo e a composicdo do Oleo
essencial interferem nos resultados das atividades biologicas desses
6leos.

Segundo Kaurinovic et al. (2011), a atividade antioxidante de
Oleo essenciais depende ndo somente da quantidade, mas também da
qualidade dos compostos presentes nos extratos. O carvacrol e o mentol,
comumente encontrados em o6leos essenciais de orégano e horteld,
respectivamente, possuem grupos hidroxila (OH) ligados ao anel
aromatico. Essa estrutura permite a interagdo dos compostos com 0s
sitios ativos das enzimas microbianas. Possivelmente, os compostos
responsdveis pela atividade antimicrobiana sejam 0s mesmos
relacionados & atividade antioxidante (Velluti et al,. 2003).

Os flavonoides constituem uma classe de compostos
polifendlicos  existentes em plantas superiores, com acédo
anticarcinogénica, antinflamatéria, antibacteriana, antiviral, dentre
outras. No entanto, ha um particular interesse na atividade antioxidante
dos flavonoides, devido a sua capacidade de reduzir radicais livres
(Rice-Evans, Miller, Paganga, 1996). Os 6leos essenciais apresentam
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uma grande complexidade quimica, devido a presenca de compostos
com grupos funcionais, polaridade e comportamento quimico diferentes.
Dessa forma, os resultados de um ou dois ensaios refletem apenas uma
pequena parte da sua capacidade antioxidante (Sacchetti et al., 2005).

3.4. Conclusdes parciais

v' Os oOleos essenciais de orégano e horteld apresentaram potencial
citotéxico em células ndo tumorais de melanécitos humanos (NGM)
e fibroblastos murinos (NIH3T3) em concentragdes > 25 pg/mL
(taxas de sobrevivéncia celular < 20 %). O Oleo de orégano
apresentou-se potencialmente mais tdxico do que o éleo de hortel,
nas condi¢cbes do estudo (método de andlise, células e amostras
selecionadas);

v Os componentes volateis e em solucdo do 6leo essencial de orégano
apresentaram maior poder antifingico do que os componentes em
solucdo do Oleo de horteld, nas condigBes das andlises, como
demonstram os valores de MID e MIC;

v" Os compostos volateis dos 6leos de orégano e horteld apresentaram
atividade antimicrobiana muito mais intensa do que 0s compostos em
solucdo. Embora com modos de acdo diferentes, a expressdo dessa
propriedade pelos compostos volateis aumenta as possibilidades de
aplicacdo dos 6leos essenciais;

v O 6leo de orégano apresentou maior potencial antioxidante do que o
6leo de horteld, nas condicBes do estudo. O tempo de reacdo
influenciou os resultados de atividade antioxidante dos compostos;

v As atividades citotdxica, antimicrobiana e antioxidante dos 6leos de
orégano e horteld foram atribuidas principalmente aos seus
compostos majoritarios, carvacrol e mentol, respectivamente. A
qualidade e as concentracdes relativas desses compostos sdo 0s
responsaveis pelas diferencas nos resultados das diferentes atividades
dos 6leos essenciais;
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO E AVALIACAO DAS PROPRIEDADES
ANTIMICROBIANAS DE MICROCAPSULAS DE OLEO
ESSENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare) OBTIDAS POR
SPRAY DRYING

4.1, Introducgéo

Reconhece-se 0 crescente nimero de consumidores que esperam
da indlstria a adocdo de uma politica de uso decrescente de aditivos
guimicos na conservacdo de alimentos. Mesmo fazendo uso massivo
desses compostos, as perdas da indUstria devido a deterioracéo
microbiana sdo da ordem de bilhdes de reais ao ano (Freire, 2011). As
alternativas de reducdo das perdas de alimentos por deterioracdo
microbiana envolvem o uso de embalagens ativas. Matrizes poliméricas
incorporadas de ativos antimicrobianos estdo incluidas nessa categoria e
despontam como uma das alternativas mais promissoras as embalagens
tradicionais (Coma, 2008).

Os 06leos essenciais sdo compostos reconhecidos pela inibi¢do do
crescimento microbiano (Burt, 2004; Lépez et al.,, 2005) e pela
possibilidade de incorporacdo em polimeros para a producdo de
embalagens antimicrobianas (Suppakul, Sonneveld e Bigger, 2011). No
entanto, esses compostos sdo caracterizados pela instabilidade e alta
suscetibilidade a oxidacdo, volatilizacdo ou reacdo com outros
componentes da formulagdo. O processo de microencapsulamento
oferece uma alternativa de manutencdo e garantia da estabilidade de
substancias l&beis, como vitaminas, 6leos essenciais e corantes
(Leimann et al., 2009; Madene et al., 2006).

O microencapsulamento pode ser definido como uma técnica de
embalagem ou revestimento capaz de inibir a volatilizacdo e proteger
compostos contra a oxidagdo e a degradagdo quimica (Rosenberg,
Kopelman e Talmon, 1990; McNamee, O’Riordan e O’Sullivan, 1998;
Jafari et al., 2008). O método de microencapsulamento mais comumente
utilizado pelas industrias de alimentos é o spray drying. Esse processo é
caracterizado pela conversdo de um material em estado fluido para uma
forma particulada seca, a partir da pulverizacdo desse material em um
meio de secagem a alta temperatura (Tan, Chan e Heng, 2005). Nesse
processo, as particulas atomizadas secam rapidamente e retém os
constituintes volateis no interior das microcépsulas (Jafari et al., 2008).
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Incorporados aos polimeros, 6leos essenciais microencapsulados
dao origem aos filmes antimicrobianos, uma categoria de embalagem
ativa que atua como veiculo para a liberacdo gradual dos compostos,
contraria & aplicacdo direta de conservantes na superficie de alimentos
(Appendini e Hotchkiss, 2002; Suppakul et al., 2003; Ponce et al.,
2008). Dessa maneira, é possivel manter a concentragdo minima
inibitoria dos ativos antimicrobianos por periodos de tempo mais longos
e garantir uma atividade antimicrobiana eficaz (Gennadios, Hanna e
Kurth, 1997; LaCoste et al., 2005). A atividade antimicrobiana de
compostos ativos microencapsulados depende da capacidade das
microcapsulas de reter e, posteriormente, liberar gradualmente os
compostos volateis responsaveis por essa atividade.

Diante do exposto, os objetivos principais deste estudo foram a
caracterizacdo e a avaliagdo das propriedades antimicrobianas de
microcapsulas de 6leo essencial de orégano produzidas em spray dryer,
para aplicagdo no desenvolvimento de embalagens antimicrobianas. A
deciséo pela utilizagdo do 6leo na forma microencapsulada foi resultado
de testes preliminares de producédo de filmes ativos utilizando o 6leo no
estado puro. Os filmes resultantes apresentaram uma camada de 6leo
superficial, indicando separacdo de fases da emulsdo (suspenséo
gelatinizada e emulsionada), e odor pronunciado de 6leo de orégano,
sugerindo grande perda de componentes volateis.

4.2 Materiais e Métodos
4.2.1 Materiais

Os materiais utilizados na elaboragdo da emulsdo foram goma arabica
em pé (General Iron Fittings — SP), maltodextrina (10 DE, Loremalt
2002, Lorenz — PR), emulsificante Tween 80 (Synth — SP) e o6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare) (Ferquima — SP). A selecédo do
6leo de orégano para continuidade do estudo, em detrimento do éleo de
horteld, foi realizada com base nos resultados do Capitulo 3.

4.2.2 Producdo de microcapsulas por spray drying

Anteriormente a producdo de microcapsulas em spray dryer,
foram realizados testes preliminares de formulacdo da emulsdo e
condi¢des de processo. Para os testes de formulacao, foram selecionados
dois materiais encapsulantes, utilizados puros ou combinados, e um
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composto emulsificante. Os materiais encapsulantes foram testados
guanto a sua capacidade de emulsificacdo e producdo de emulséo
estavel. A estabilidade da emulsdo foi avaliada pelo teste da proveta
(analise de separacdo de fases) e por analise de tamanho de particula.

Os materiais de parede selecionados, goma arabica (GA) e a
maltodextrina (M), foram avaliadas quando utilizados puros ou
combinados (75GA:25M, 50GA:50M e 75M:25GA). As concentracdes
de matéria seca testadas foram de 10, 20 e 30 ¢g/100 mL de &gua e as
concentragcBes de 6leo de orégano testadas foram de 10, 15, 20 e
25 mL/100 g de matéria seca. As concentrag¢fes de emulsificante Tween
80 testadas variaram entre 0,0 a 1,0 mL/100 mL de emulsédo, conforme a
formulagéo.

A pré-emulsdo foi elaborada mediante a mistura de uma solucéo
aquosa do material de parede, pré-hidratado em agua destilada por 12
horas, a temperatura ambiente, com éleo de orégano. A mistura OE:MP
foi emulsionada em equipamento de Ultrassom (Sonics VC505 - Sonics
and Materials, Inc. — USA) (500 W, 20 Hz, 35 % de amplitude), em
tempos variando conforme o volume de emulséo (15 min/200 mL).

As condicGes de processo foram avaliadas variando-se a
temperatura de entrada do ar de secagem (170 e 180 °C) e a vazdo de
alimentacdo (1,2 e 2,4 mL/min). As condicbes foram selecionadas com
base nos resultados de rendimento de processo (%) e conforme os
resultados da avaliagdo visual do fendmeno de adesdo de material as
paredes do equipamento (melhor condicdo = menor quantidade de
material aderido).

A emulséo foi submetida ao microencapsulamento em Mini Spray
Dryer (Buchi Mini Spray Dryer - B 290 - SP - Brasil) (2900 W, 50-60
Hz, didmetro do bocal (hozzle) = 0,7 mm) (Figura 4.1), nas condicdes
resultantes dos testes preliminares. As microcapsulas coletadas foram
armazenadas em embalagem de vidro, sob refrigeracéo e ao abrigo da
luz.

O principio de funcionamento do equipamento (Figura 4.1) é
baseado nos seguintes passos:

v Passo 1: aquecimento do ar de entrada;

v Passo 2: formacéo das goticulas em bico duplo fluido;

v' Passo 3: camara de secagem - troca de calor entre o ar de
secagem e a amostra;

v Passo 4: coleta de particulas por ciclone;

v Passo 5: filtro externo — coleta de particulas finas;

v Passo 6: gas de secagem — aspirador.
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Figura 4.1: Foto ilustrativa do Mini Spray Dryer Buchi B 290 (a) e
esquema do principio de funcionamento do equipamento (b).

@) (b)

4.2.3 Caracterizacdo da emulsdo e microcapsulas
4.2.3.1 Umidade

A umidade das microcapsulas foi determinada em Analisador de
Umidade Smart Turbo (CEM Corporation — USA), segundo o método
oficial da A.0.A.C. (Association of Official Agricultural Chemists)
(1995).

4.2.3.2 Solubilidade

A solubilidade das microcapsulas foi determinada com base no
método proposto por Cano-Chauca et al. (2005), com modificagdes. 1 g
de amostra foi adicionado a 25 mL de agua destilada em tubos Falcon e
agitado por 5 minutos em homogeneizador de tubos. A suspensdo foi
centrifugada (Centrifuga Microprocessada Quimis — SP - Brasil) a 2600
rpm, por 10 minutos. 20 mL do sobrenadante foram transferidos para
placas de Petri, levadas a estufa a 105 °C por 5 horas. A solubilidade foi
expressa em g sobrenadante/ 100 g amostra inicial.
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4.2.3.3 Higroscopicidade

A higroscopicidade das microcépsulas foi determinada com base
no método proposto por Cai e Corke (2000). Inicialmente, 2 g de
amostra foram pesados em placas de Petri e acondicionados em
ambiente contendo solucdo saturada de Na;SO4 (UR = 81 %). Apo6s 7
dias, as placas foram novamente pesadas para determinacdo da
higroscopicidade, expressa em g de agua/100 g de amostra.

4.2.3.4 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada conforme
metodologia proposta por Tan, Chan e Heng (2005), com modificaces.
Inicialmente, determinou-se o0 teor de ¢leo superficial das
microcapsulas, pela adicdo de 2 g de amostra em tubos Falcon e
suspensdo em 20 mL de éter etilico. A mistura foi agitada em
homogeneizador de tubos e filtrada em papel de filtro (Macherey Nagel
MN-619de - USA) de peso conhecido. O residuo foi lavado 3 vezes com
20 mL de éter etilico. O papel contendo o residuo foi seco em estufa a
60 °C até peso constante. O teor de 6leo superficial foi calculado por
diferenca de massa (g) antes e ap6s a extragdo com hexano.

Para a determinacdo do teor total de 6leo (dleo superficial + 6leo
encapsulado) das microcapsulas, 5 g de amostra foram adicionados em
cartucho de papel de peso conhecido. O material foi submetido a
extracdo Soxhlet com 180 mL de éter etilico durante 8 horas. O cartucho
contendo o residuo foi seco em estufa até peso constante. O teor de 6leo
total foi calculado por diferenga de massa (g) antes e ap0s a extragao e
secagem.

O teor de 6leo encapsulado foi calculado pela diferencga entre o
teor de Oleo total e o teor de Oleo superficial. A eficiéncia de
encapsulamento (%) foi calculada pela razdo entre a massa de 6leo
encapsulado (g) e a massa total de 6leo (g).

4.2.3.5 Rendimento de processo

O rendimento (%) do processo de microencapsulamento foi
calculado pela relagdo entre a massa (g) de microcapsulas coletada e a
matéria seca (g) de alimentacdo. O produto aderido as paredes da
camara de secagem ndo foi considerado para o célculo.
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4.2.3.6 Microestrutura/Morfologia

A microestrutura e a morfologia das microcapsulas foram
avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), em
microscopio JEOL JSM 6390LV.

4.2.3.7 Distribuicdo de tamanho de particulas

A distribuicdo de tamanho de particulas da emulsdo e das
microcapsulas foi avaliada por difracdo a laser, em equipamento
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido), acoplado a uma
unidade de dispersdo Hydro SM (Malvern Instruments, Reino Unido).
Os tamanhos caracteristicos determinados dm, dio, dso € dgo (um)
correspondem, respectivamente, aos tamanhos de particula médio e
situados em 10, 50 e 90 % da curva de distribuicdo acumulada. As
medidas foram realizadas em duplicata, com média de 10 leituras por
amostra e os resultados apresentados como valores médios.

4.,2.3.8 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das microcapsulas foi avaliada pelos
métodos de microdiluicdo em caldo (para determinacéo da concentracdo
minima inibitéria - MIC) e volatilizacdo em disco (para determinacdo da
dose minima inibitéria - MID), conforme disposto no Capitulo 3, itens
2.4.2 e 2.4.3, respectivamente. A MIC foi considerada a menor
concentracdo de Oleo essencial de orégano microencapsulado (mg/mL)
capaz de inibir 100 % do crescimento dos microrganismos A. flavus e P.
commune. As concentracOes testadas variaram de 2,5 a 5,0 mg/mL. A
MID foi considerada a concentracdo em UL/L headspace capaz de inibir
visivel e completamente o crescimento dos microrganismos.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana de microcapsulas,
alguns autores procedem & extracdo do 6leo microencapsulado por
hidrodestilagdo. No presente estudo, a atividade antimicrobiana foi
avaliada utilizando-se as microcapsulas inteiras (material de parede +
material de ndcleo).
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4.3 Resultados e discussédo
4.3.1 Producéo de microcépsulas por spray drying

Os resultados dos testes preliminares de emulsdo, segundo a
capacidade de emulsificacdo do material encapsulante e a estabilidade
da emulsdo, apontaram a seguinte formulacéo: solugdo aquosa de goma
arabica (GA) na concentracdo de 30 g/100 mL de agua e Oleo de
orégano na concentragdo de 25 mL/100 g de matéria seca (OE:GA =
1:4). As formulacBes contendo material de parede composto por
maltodextrina ou pela mistura de goma arabica e maltodextrina, nas
diferentes proporcdes, resultaram em emulsdes de carater instavel, com
separacdo de fases e diametro médio de particula maior do que a
formulagdo contendo apenas goma ardbica. Além disso, nesta
formulacdo ndo houve necessidade de adigdo do emulsificante Tween
80, ao contrario das demais, devido as propriedades emulsificantes da
goma ardbica, resultantes da presenca de uma pequena quantidade de
proteinas na sua constituicao.

De acordo com Jafari et al. (2008), a formulagdo da emulséo de
alimentacdo do spray dryer tem um papel importante na retencdo dos
compostos volateis e no teor de 6leo superficial das microcapsulas.
Segundo Mongenot, Charrier e Chalier (2000), o uso do ultrassom no
preparo aumenta a qualidade da emulsdo, resultando em maior retengdo
e menor difusdo dos compostos volateis durante a secagem, comparado
ao método de ultra-turrax.

As condicGes de processo do microencapsulamento em spray
dryer, selecionadas com base nos resultados dos testes preliminares
sobre rendimento de processo (%), foram: temperatura de entrada de
180 °C e vazéo de alimentag&o de 1,2 mL/min.

4.3.2 Caracterizacéo da emulséo e microcapsulas

4.3.2.1 Caracterizacdo das microcapsulas e do processo de
microencapsulamento:

A Tabela 4.1 apresenta os resultados de caracterizacdo das
microcapsulas de 6éleo de oragano, produzidas (formulacdo e condigdes
de processo) conforme disposto no item 4.3.1, quanto aos parametros de
umidade, solubilidade e higroscopicidade.
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Tabela 4.1: Caracterizag8o das microcpsulas.

Parametros (9/100 g)
Umidade 2,3+0,2
Solubilidade 51,3+3,7
Higroscopicidade 355+0,3

O valor de umidade das microcapsulas de Oleo essencial de
orégano resultou intermediario aos obtidos em estudos sobre atomizagéao
de 6leos essenciais (1,7 a 4,2 g/100 g) (Adamiec e Kalemba, 2006). Em
seu trabalho sobre microencapsulamento de éleo essencial de alecrim
por spray drying, Fernandes (2013) verificou que a varidvel que
apresentou maior influéncia sobre a umidade das particulas foi a
temperatura de entrada do ar de secagem. Com o0 aumento da
temperatura do ar de secagem e a reducdo da vazdo de alimentacdo, o
teor de umidade das microcapsulas reduziu. No presente estudo, a alta
temperatura do ar de entrada (180 °C) e a baixa vazdo de alimentacdo
(1,2 mL/ min) possivelmente influenciaram o resultado de (baixa)
umidade do produto final.

A solubilidade das microcapsulas obtidas no presente estudo
(51,3 + 3,7 g/100 g) resultou superior a solubilidade das microcapsulas
de oOleo essencial de alecrim relatada por Fernandes (2013) (46,6 +
1,2 ¢/100 g). Yousefi, Emam-Djomeh e Mousavi (2011) afirmam que a
solubilidade é fortemente influenciada pelo material de parede e sua
concentracdo, mais do que pelas condi¢fes de processo. Fernandes
(2013) utilizou 0 mesmo material de parede utilizado no presente estudo
- goma arabica - porém numa concentracdo menor (20 g/100 g) do que a
utilizada neste estudo (30 g/100g), justificando a diferenca nos
resultados de solubilidade.

O resultado de higroscopicidade encontrado (35,5 £+ 0,3 g/100 g)
pode ser justificado pela (alta) concentracdo de goma arabica (30
9/100 g) e pela (alta) temperatura de entrada do ar de secagem (180 °C).
Os resultados encontrados por Fernandes (2013) demonstram que a
absorcdo de 4agua das particulas aumentou com o aumento da
concentracdo do material de parede (goma arabica) acima de 20 g/100 g.
Este fato pode ser atribuido a natureza higroscépica da goma arabica.
Sua estrutura quimica apresenta um elevado nimero de ramificacdes
constituidas de grupos hidrofilicos, que se ligam facilmente as
moléculas de agua. A respeito da temperatura do ar de secagem, valores
mais baixos de higroscopicidade foram obtidos quando foram utilizadas
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temperaturas de entrada mais baixas (< 150 °C). Isso se deve ao fato de
gue as microcapsulas produzidas sob estas condicdes tém maior teor de
umidade e, consequentemente, menor gradiente de concentracdo de agua
entre o produto e o ambiente. Comportamento semelhante foi
encontrado por Frascareli et al. (2011), em seu trabalho sobre
microencapsulamento de 6leo de café por atomizagéo, utilizando goma
arébica como material encapsulante.

A Tabela 4.2 apresenta os resultados de caracterizacdo do
processo de microencapsulamento do éleo essencial de orégano.

Tabela 4.2: Caracterizagcdo do processo de microencapsulamento por
spray drying.

Parametros (%)
Eficiéncia encapsulamento 85,0+ 3,6
Rendimento 58,1+1,8

A eficiéncia de encapsulamento de aromas e 6leos essenciais é
influenciada pela estabilidade da emulsdo inicial. Quanto maior a
estabilidade da emulsdo, maior a eficiéncia do processo. A eficiéncia de
encapsulamento encontrada no presente estudo (85,0 = 3,6 %) é
semelhante & encontrada por Frascareli et al. (2011) (85,2 %) e superior
a encontrada por Sarkar et al. (2013) (80,6 %), em seu trabalho sobre
microencapsulamento de 6leo de horteld em goma arabica por spray
drying. Faldt e Bergenstahl (1995) afirmam que a eficiéncia de
encapsulamento e, por conseguinte, o rendimento de processo, se devem
aos diferentes materiais de nicleo e de parede utilizados no processo e
suas concentragdes. Os autores verificaram que um aumento no teor de
6leo, em relacdo ao material de parede, resultou em menor eficiéncia de
encapsulamento.

O rendimento do processo de microencapsulamento do presente
estudo (58,1 = 1,8 %) foi superior aos valores encontrados por Tan,
Chan e Heng (2005), para o microencapsulamento de 6leo de peixe (O)
em suspensdo de amido modificado (AM). As propor¢des de O:AM de
1:2 e 1:0,7 resultaram em rendimentos da ordem de 43,8 % e 47,8 %,
respectivamente. De acordo com esses autores, o menor rendimento
deveu-se & adesdo de microcépsulas as paredes do spray dryer. E o
maior rendimento deveu-se ao tamanho das microcapsulas e & maior
eficiéncia de encapsulamento, resultando em menos 6leo na superficie
da microcapsula e menor adesao as paredes do equipamento.
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Numa relacdo OE:MP alta, a quantidade de material de parede
ndo ¢ suficiente para encapsular o éleo, fazendo que este permaneca na
superficie da microcapsula. No presente estudo, a relacdo OE:MP (1:4)
resultou em alta eficiéncia e rendimento de processo, sugerindo que a
selecdo e relagdo dos materiais de parede e ndcleo foi ideal. A média de
rendimento dos processos de microencapsulamento de 6leos essenciais
por spray drying encontra-se em torno de 60 %. Além disso, as
especificacdes do equipamento utilizado (Mini Spray Dryer) sugerem
um rendimento méaximo de processo de 70 %.

4.3.2.2 Microestrutura/Morfologia

A Figura 4.2 apresenta os resultados da microscopia eletronica de
varredura (MEV) das microcépsulas.

Figura 4.2: Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de
microcépsulas de goma ardbica - 6leo essencial de orégano (a, b, ¢, d =
topografia externa; e, f = detalhes microestruturais da capsula e cavidade
central).
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As micrografias (a), (b), (c) e (d) apresentam microcépsulas de
formato esférico, com aparéncia tipica de materiais produzidos em spray
dryer. Segundo Sheu e Rosenberg (1995), a topografia exterior das
microcépsulas ¢é afetada pela composi¢do do material de parede. Aquelas
compostas somente de carboidratos e/ou que apresentam proporgoes
elevadas desse composto apresentam um grau de deformagdo mais
elevado. As depressdes nas superficies das particulas sdo mais
significativas em particulas recobertas com polissacarideos. O
encolhimento da superficie também é resultado da rapida contracdo das
particulas durante a fase inicial do processo de secagem (Kim, Morr e
Schenz, 1996).

De acordo com Mongenot, Charrier e Chalier (2000) e Bertolini,
Siani e Grosso (2001), a auséncia ou baixo teor de dleo resulta numa
retracdo mais extensa das superficies. J& em proporcbes de OE:MP
maiores, 0 6leo ocupa um volume maior da microcapsula e reduz os
efeitos de encolhimento durante a secagem. Os pontos de aglomeracédo
sobre a superficie externa e/ou interna das microcdpsulas podem ser
explicados pela deposicdo de goticulas de 6leo sobre essas superficies e
a consequente plasticizacdo da sua estrutura e formagéo de grumos.

As micrografias (e) e (f) apresentam detalhes microestruturais das
microcapsulas, compostas de paredes porosas de pequena espessura,
semelhantes a uma esponja, como demonstram as cavidades na parede
da microcépsula. A cavidade central € resultado da expansdo da capsula
com 0 aumento da temperatura no interior da particula. Os mecanismos
associados com a formagdo desses espacos vazios estdo relacionados a
expansdo das particulas durante as Ultimas fases do processo de secagem
(Sheu e Rosenberg, 1995; Soottitantawat et al., 2003).

Segundo Soottitantawat et al. (2003), a morfologia das
microcapsulas, resultante do processo de spray drying, afeta algumas de
suas propriedades, tais como a taxa de liberagdo dos compostos ativos e



98

as propriedades de fluxo do p6. A liberacdo dos compostos depende da
porosidade e da integridade da superficie da capsula, bem como da
distribuicdo dos ativos no seu interior, diretamente relacionada a
morfologia da particula atomizada.

4.3.2.3 Distribuicéo de tamanho de particulas

A Figura 4.3 apresenta a curva de distribuicdo de tamanho das
particulas da emulsdo goma arabica - 6leo essencial de orégano.

Figura 4.3: Distribuicdo volumétrica (%) de tamanho (um) de particulas
da emulsdo goma arabica - 6leo essencial de orégano.
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O tamanho das particulas das emulsbes é um parametro
importante, relacionado a sua estabilidade fisica. O principio geralmente
aceito é o de que goticulas menores indicam emulsdes fisicamente mais
estaveis (Kim, Moor e Schenz, 1996).

Os resultados da andlise de distribuicdo de tamanho das particulas
da emulsdo goma ardbica - Oleo essencial de orégano demonstram
particulas de didmetro médio dn de 0,5 pm e tamanhos caracteristicos
d10, dso € dgo de 0,2 um, 0,7 um e 16,0 um, respectivamente. Segundo
Ma et al. (2012), particulas lipidicas sdo susceptiveis aos fendmenos de
coalescéncia. O revestimento incompleto da superficie na interface com
0 material de parede pode levar a formacdo de goticulas maiores. Esse
fendmeno é, possivelmente, o responsavel pela presenca de particulas de
maiores diametros (d > 30 um) na emulsdo goma ardbica-6leo de
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orégano. No entanto, cerca de 90 % das particulas apresentaram
diametro menor do que 16,0 um.

Em seu trabalho sobre microencapsulmento de 6leo de café,
Frascareli et al. (2011) encontraram didametros médios menores para as
particulas da emulsdo quando utilizaram agentes encapsulantes -
proteinas do soro de leite e goma arédbica - puros (sem mistura). Esse
fato pode ser atribuido as propriedades emulsificantes desses materiais.
Quando utilizadas misturas de materiais de parede, especialmente com a
maltodextrina, os didmetros das particulas da emulsdo resultaram
maiores. Soottitantawat et al. (2003) encontraram que, para todas as
combinagBes de materiais de parede, o aumento do didmetro das
particulas da emulsdo resultou numa diminuicdo da retencdo do
composto ativo. Esse resultado sugere que o uso de um material de
parede adequado e na forma pura (sem mistura), como o utilizado no
presente estudo, resulta em tamanhos de particulas menores e capazes de
maior retencéo dos ativos durante a atomizacdo e secagem.

Além da qualidade do material encapsulante, a formacdo de
glébulos pequenos e de tamanho uniforme esta relacionada com a
capacidade desses materiais de revestir completamente as goticulas de
6leo durante a homogeneizacdo da emulsdo, para evitar a coalescéncia
das particulas (Kim, Moor e Schenz, 1996). Para isso, faz-se necessario
uma relacdo ideal entre material de nlcleo (MN) e material de parede
(MP). Segundo Hogan et al. (2001), em relacbes Gleo/goma ardbica
entre 1,0 e 2,0, a quantidade de goma arabica disponivel para atuar
como emulsionante torna-se limitante, resultando na produgdo de
goticulas maiores. Os autores relatam que emulsdes preparadas com
razdes de 6leo/goma menores do que 1,0 resultaram em diametros de
particulas menores, suficientes para produzir emulsfes estaveis. Os
resultados do presente estudo, no qual utilizou-se uma relagdo de
MN:MP de 1:4 (0,25), corroboram com os resultados do estudo dos
autores acima citados.

Além da viscosidade e estabilidade, alguns autores demonstram
que o tamanho da particula da emulsdo tem um efeito consideravel na
eficiéncia de encapsulamento de aromas e 6leos durante a secagem em
spray drying (Sheu e Rosenberg, 1995; Soottitantawat et al., 2003;
Soottitantawat et al., 2005). Nesses estudos, a eficiéncia de
encapsulamento aumentou com a reducdo do tamanho da particula da
emulsdo de alimentacdo. A razdo disso é que uma emulsdo de tamanho
de particula reduzido permanece estavel durante o processo de spray
drying (Jafari et al., 2008).
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Alguns estudos também tém demonstrado que a estabilidade da
emulsdo influencia a qualidade e a funcionalidade das microcéapsulas
(Sheu e Rosenberg, 1995; Kim, Moor e Schenz, 1996). Os didmetros das
particulas da emulsdo refletem nas caracteristicas do produto final, como
a concentracdo de 6leo superficial e total das microcapsulas (Hogan et
al., 2001).

A Figura 4.4 apresenta a curva de distribuicdo de tamanho das
microcapsulas contendo 6leo de orégano. No presente estudo, o0s
resultados da analise de distribuicdo de tamanho das microcapsulas
apontam um didmetro médio dm de 0,8 um e didmetros caracteristicos
d10, dso € dgode 0,3 um, 0,9 um e 39,7 um, respectivamente. O tamanho
das particulas/microcapsulas é determinado, principalmente, pelas
caracteristicas da emulsdo, como a viscosidade e a concentragdo de
solidos; e pelos pardmetros operacionais de atomizagdo, como o
didmetro e a posi¢do do atomizador (nozzle), a vazdo de alimentagéo e a
pressdo do ar de atomizagdo (McNamee et al., 1998; Hogan et al.,
2001). No geral, uma alta pressdo e um bocal pequeno resultam em
particulas menores.

Figura 4.4: Distribuicdo volumétrica (%) de tamanho (um) de
microcapsulas contendo éleo essencial de orégano.
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A grande variagdo no tamanho pode ser atribuida a aglomeragéo
das particulas ricas em 6leo com as particulas pobres em 6leo, que
sofrem encolhimento e contracdo (Hogan et al., 2001). Pelas
micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (Figura 4.2
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— item 3.2.2), é possivel observar a presenca de particulas maiores em
conjunto com particulas menores. Durante a andlise, as particulas
agregadas nao podem ser separadas, justificando a presenca de
particulas grandes (~100 um) (Teodoro et al., 2014). Segundo Frascareli
et al. (2011), a presenga de particulas grandes (40 - 100 pm) também
pode estar associada a formacdo de ligacdes irreversiveis. Pode-se
afirmar que a amostra analisada no presente estudo apresenta uma
pequena quantidade de particulas compreendidas nessa faixa de
tamanho, uma vez que cerca de 90 % das particulas resultaram em
didmetro < 40 pm.

4.3.2.4 Atividade antimicrobiana
4.3.2.4.1 Concentragdo Minima Inibitéria (MIC)

A Figura 4.5 apresenta os resultados da anélise de determinago
da MIC das microcépsulas de 6leo de orégano.

Figura 4.5: Inibicdo do crescimento (%) de A. flavus e P. commune por
6leo essencial de orégano microencapsulado.
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A Figura 4.5 demonstra que, na menor concentracdo testada (2,5
mg/mL), a inibicdo do crescimento do A. flavus foi quase total,
alcancando valores de 99,0 %, ao passo que para 0 P.commune esse
valor foi de 90,4 %. A concentra¢do absoluta de maior percentual de
inibi¢do, para ambos os microrganismos, foi de 4,0 mg/mL, considerada
a MIC do dleo de orégano microencapsulado. Nessa concentragdo, 100
% do crescimento de A. flavus e 95,1 % do crescimento de P. commune
foram inibidos. No entanto, considerando-se o erro de analise, pode-se
afirmar que ambos os microrganismos tiveram 100 % de inibicdo do
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crescimento em concentraces variando entre 3,5 e 4,0 mg/mL. Acima
dessa concentracdo, a inibicdo do crescimento flngico apresentou
tendéncia decrescente, provavelmente devido a solubilidade limitada das
microcépsulas no solvente. Acima de 5,0 mg/mL, a baixa solubilidade
das microcépsulas comprometeu o procedimento e a medida da sua
atividade antimicrobiana.

O P. commune apresentou-se mais resistente aos efeitos do dleo
essencial de orégano microencapsulado do que o A. flavus, como na
determinacdo da MIC do 6leo puro. O valor de MIC para o 6leo
microencapsulado foi igual ao valor de MIC para o 6leo puro, para
inibicdo do P. commune. Para inibi¢cdo do A. flavus, esse valor foi 4
vezes maior. Essa diferenca pode ser justificada pelas diferencas de
composicdo das amostras avaliadas e pelas interagdes e alteracfes
promovidas pelo processo de microencapsulamento, de forma que a
comparacao dos resultados ndo é indicada.

Leimann et al. (2009) avaliaram a acdo antimicrobiana do 6leo
essencial de capim-limdo puro e microencapsulado contra Escherichia
coli e Staphylococcus aureus e encontraram a mesma concentracdo
minima inibitéria para ambos os estados do Oleo. Este resultado
demonstra que, apesar da pequena variagdo na concentracao relativa (%)
dos componentes, promovida pelo microencapsulamento do 6leo, ndo
houve alteragdo da sua capacidade antimicrobiana. Os autores
concluiram que o processo de encapsulamento ndo promoveu
deterioracdo do 6leo essencial, nem prejuizo da sua atividade biolégica.

Da mesma forma, os resultados do presente estudo sugerem que 0
microencapsulamento do dleo de orégano em goma arabica ndo foi
prejudicial e/ou limitante a sua atividade antimicrobiana. As
microcapsulas mantiveram o largo espectro de atividade antiflingica do
6leo essencial de orégano.

4.3.2.4.2 Dose Minima Inibitéria (MID)

A Tabela 4.3 apresenta os resultados de MID do 6leo essencial de
orégano microencapsulado contra os fungos A. flavus e P. commune.
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Tabela 4.3: MID (uL/L) do 6leo essencial de orégano
microencapsulado.

Microrganismo | MID (uL /L)
P.commune 22,8
A. flavus 273,6

Os resultados de MID confirmam a maior resisténcia do A. flavus
aos efeitos dos compostos volateis liberados pelas microcapsulas, como
ocorrido com o 6leo de orégano puro, apesar da diferenca nos valores de
MID entre o 6leo de orégano puro e microencapsulado.

A diferenca entre os valores de atividade antifungica do 6leo de
orégano, no seu estado puro ou microencapsulado, pode ser atribuida as
diferencas de volatilidade relativa dos seus componentes e as interacfes
entre material de parede e material de nicleo, promovidas pelo processo
de microencapsulamento. Segundo Ré (1998), além de fatores tais como
a volatilidade, a solubilidade e a difusividade dos compostos volateis, as
possiveis interacOes entre os volateis e o material da parede devem ser
levadas em consideracdo na microencapsulacdo por spray drying. As
interacdes fisicas ou fisico-quimicas levam a formacdo de complexos
insollveis e & associagdo molecular do material de parede com o volatil
por meio de ligagBes de hidrogénio, afetando indiretamente a retencdo
dos compostos.

Outra justificativa para a diferenca nos valores de MID diz
respeito a alteragdo na composicdo relativa do 6leo ap6s o processo de
microencapsulamento. Arana-Sanchez et al. (2010) promoveram o
microencapsulamento de trés dleos de orégano mexicano com
proporcBes de carvacrol, timol e p-cimeno diferentes. Segundo o0s
autores, 0 composto p-cimeno teve seu teor reduzido nas microcapsulas,
comparado ao 6leo puro. Em compensacao, os contetidos de carvacrol e
timol foram maiores nas microcapsulas do que nos 6leos puros. As
diferencas na composicdo relativa justificam as diferencas nos
resultados das atividades bioldgicas desses 6leos.

Os resultados de MID do presente estudo sugerem que ndo houve
prejuizo da sua atividade antimicrobiana do 6leo de orégano, devido ao
processo de microencapsulamento. Esse processo é considerado uma
técnica de baixo custo (comparada a outras técnicas de
microencapsulamento) e eficaz de preservagdo das propriedades dos
6leos essenciais.
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4.4 Conclusdes parciais

v

v

A formulagdo e as caracteristicas da emulsdo de alimentacdo do
spray dryer influenciaram as caracteristicas das microcépsulas, além
do rendimento e eficiéncia do processo de microencapsulamento;

A relacdo 1:4 entre material de ndcleo (MN) (6leo essencial de
orégano) e material de parede (MP) (goma arabica) permitiu a
obtencdo de microcapsulas de formato caracteristico, com diametro
médio reduzido (dm = 0,8 um) e boa capacidade de retencdo de
volateis, expressa pela eficiéncia de encapsulamento (85,0 %);

Os resultados das andlises de atividade antimicrobiana das
microcapsulas demonstraram que a expressao dessa propriedade esta
relacionada & composicdo do material e as possiveis interacdes entre
os diversos componentes das amostras;

Os resultados de MIC e MID do 6leo de orégano microencapsulado
demonstraram que sua atividade antimicrobiana ndo foi prejudicada
pelo processo de microencapsulamento.
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CAPITULO 5

OBTENGCAO E CARACTERIZACAO DE MICROFIBRAS DE
CELULOSE PARA PRODUCAO DE BIOCOMPOSITOS DE
AMIDO-CELULOSE POR TAPE-CASTING

5.1. Introducéo

Problemas ambientais relacionados a geracdo de lixo e poluicéo,
associados a necessidade de criacdo de mercado para materiais naturais
renovaveis, incentivaram a pesquisa sobre a producdo de biopolimeros
(Guilbert, Gontard e Gorris, 1996; Fakhouri et al., 2007). Essa préatica
permite agregar valor a matérias primas de baixo custo e cria
alternativas ao uso de polimeros de origem petroquimica (Avérous,
Fringant e Moro, 2001; Larotonda et al., 2004).

A utilizacdo de amido para a producdo de filmes biodegradaveis
tem sido extensivamente estudada nas Ultimas décadas (Dufresne e
Vignon, 1998; Avérous, Fringant e Moro, 2001; Vicentini, 2003;
Muiller, Yamashita e Laurindo, 2008; Souza et al., 2013; Moraes et al.,
2015). Juntamente com a celulose, 0 amido constitui uma das mais
abundantes fontes de carboidratos disponivel. De baixo custo, alta
disponibilidade e origem renovavel, o amido de mandioca tem sido
muito utilizado na elaboragdo de filmes biodegradaveis (Kechichian et
al., 2010; Muller, Yamashita e Laurindo, 2008; Souza et al., 2013;
Miiller, Laurindo e Yamashita, 2009; Moraes et al., 2013). A iniciativa
cria uma alternativa econémica para a mandiocultura brasileira, ao
mesmo tempo em que contribui para a reducdo dos impactos ambientais
causados pelas embalagens derivadas de petréleo (Larotonda et al.,
2004).

Filmes de amido apresentam limitagdes, quando comparados aos
materiais sintéticos. Dada sua natureza hidrofilica, esses materiais
apresentam alta permeabilidade ao vapor de &gua e propriedades
mecéanicas inferiores (Muller, Yamashita e Laurindo, 2009; Miiller,
Laurindo e Yamashita, 2011). No geral, sua producdo estd condicionada
a adicdo de plastificantes e/ou a mistura com outros polimeros, como as
fibras naturais (Larotonda et al., 2004; Krochta e Mulder-Johnston,
1997; Midller, Yamashita e Laurindo, 2009). Os plastificantes
contribuem para a melhoria das caracteristicas mecanicas da pelicula,
pela redugdo das forgas intermoleculares do polimero e aumento da
mobilidade das cadeias (Mali, 2002; Muller et al., 2008). As fibras
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naturais promovem reforco mecénico e aumentam a resisténcia a gua
dos filmes de amido (Dufresne e Vingnon, 1998; Miiller, Laurindo e
Yamashita, 2009; Moraes et al.,, 2013). O desenvolvimento de
biocompdsitos, por meio da incorporacdo de fibras naturais a matriz do
biopolimero, € uma alternativa para a superacdo dessas deficiéncias
(Mdiller et al., 2009; Miiller, Laurindo e Yamashita, 2011).

As propriedades dos biocompositos dependem das caracteristicas
das fibras e da matriz polimérica e da interagdo entre ambos (Silva et al.,
2009). O baixo custo, associado ao potencial de reciclagem das fibras
celulésicas naturais, tem resultado na sua utilizacdo na elaboracdo de
compdsitos. A substituicdo das fibras sintéticas ja é realidade nos setores
industriais automotivo, de embalagem e de producdo de moveis
(Alemdar e Sain, 2008).

A celulose é o biopolimero mais abundante no mundo,
amplamente utilizado devido a biocompatibilidade, biodegradabilidade e
sustentabilidade. Quimicamente, a celulose € um polimero linear de
cadeia longa, composto de anéis de D-glicose, unidos por ligacOes
glicosidicas fB-1,4. Suas cadeias s@o organizadas em microfibrilas
compactas, estabilizadas por meio de ligagdes de hidrogénio inter e
intramoleculares. As microfibrilas sdo compostas de regides altamente
ordenadas, rigidas e inflexiveis (cristalinas), que se alternam com
regides desordenadas e flexiveis (amorfas) (Klemm et al., 2005; Chen et
al., 2011).

Fibrilas de celulose em micro e nano escalas podem apresentar
propriedades diferentes das fibras em tamanho original (Wang e Cheng,
2009). Essas diferengas sdo resultado da quebra da estrutura da celulose
em micro/nanofibras individualizadas, de cristalinidade elevada e
material amorfo reduzido (Eichhorn et al., 2010). Os métodos utilizados
para a producdo de micro/nanofibras se dividem em tratamentos
mecanicos, quimicos e enzimaticos. Os resultados desses tratamentos
sd0 materiais com caracteristicas diferentes, segundo a matéria-prima,
pré-tratamento e processo de desintegracdo utilizados (Chen et al.,
2011).

As microfibras de celulose também podem ser produzidas pelo
uso associado de hidrolise acida e tratamento mecanico. A hidrdlise
acida é capaz de remover as regides amorfas das fibras (Cheng, Wang e
Rials, 2009). A desorganizacdo natural dessas porg¢des favorece 0 acesso
e a hidrélise das cadeias (Silva e D"Almeida, 2009). As caracteristicas
das fibras obtidas sdo resultado de varidveis como o tempo e a
temperatura de hidrdlise, concentragdo da solugdo &cida e relagdo
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acido/matéria-prima (Araki et al., 1998; Elazzouzi-Hafraoui et al.,
2008).

O tratamento mecanico de alta intensidade com ultrassom produz
uma forte oscilacdo da presséo local, devido a cavitagdo. A cavitacdo é
um fendmeno fisico de formagdo, expanséo e implosdo de microbolhas
em solucdo aquosa. O colapso violento das bolhas induz ondas de
choque sobre as superficies das fibras, causando erosdo das superficies
ao longo da direcdo axial. O impacto rompe as interfaces e promove a
desintegragdo das fibras (Wang e Cheng, 2009; Tischer et al., 2010;
Zhao, Feng e Gao, 2007).

A producdo de filmes de amido pela técnica de casting é muito
comum. No entanto, essa técnica apresenta limitacdes, uma vez que nao
permite a preparacao de filmes de grandes dimensGes e demanda longos
tempos de secagem. A técnica de tape-casting, por sua vez, €
considerada um método de scale up de filmes biodegradaveis,
alternativo ao método de casting. Nesse processo, a SuSpensao
filmogénica é moldada sobre um suporte, como consequéncia do
movimento relativo entre um dispositivo para espalhamento (doctor
blade) e o suporte (Moraes et al., 2013, Moraes et al., 2014).

Diante do exposto, os objetivos do presente estudo foram
produzir e caracterizar microfibras de celulose para aplicagdo na
producdo de biocompdsitos de amido-celulose por tape-casting.

5.2. Materiais e métodos
5.2.1 Matéria-prima

As fibras de celulose branqueadas de eucalipto foram cedidas
pela empresa Cenibra S/A (Celulose Nipo-Brasileira S/A - MG). A
madeira de eucalipto é composta de 34-48 % de celulose, 20-25 % de
hemicelulose e 20-29 % de lignina, dentre outros (Castro, 2009). O pré-
tratamento das fibras foi realizado na empresa, pelo método sulfato
(Kraft). Esse processo promove a digestdo das fibras em meio alcalino,
sob alta pressdo e temperatura, para solubilizagdo da hemicelulose e
separa¢do da lignina.

Para elaboracdo dos biocompdsitos, foram utilizados amido de
mandioca (17a 20 % de amilose e 80 a 83 % de amilopectina)
(Companhia Lorenz - Indaial - SC); microfibras de celulose de eucalipto
e plastificante glicerol (Vetec Quimica Fina - RJ).
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5.2.2 Tratamentos para a producéo de microfibras de celulose

O processo de separacao das fibras de celulose é organizado em
trés etapas, geralmente: (1) tratamento quimico ou enzimatico, para
separacdo da hemicelulose e lignina; (2) hidrélise &cida ou enzimatica,
para rompimento da estrutura das fibras; e (3) desintegracdo mecanica,
para separagdo das particulas (Newman e Staiger, 2008). A etapa (1)
deste processo foi realizada na empresa doadora do material.

A polpa de celulose seca, compactada e disposta em folhas
(Figura 5.1) foi rasgada e triturada em Moinho Multi-Uso (TE 631-2
Tecnal-SP). A polpa moida (Figura 5.2) foi submetida aos tratamentos
apresentados na Tabela 5.1. Os tratamentos de hidrélise &cida e
tratamento mecéanico em ultrassom de alta intensidade foram aplicados
separadamente e de forma associada. A selecdo dos &cidos e as
condicdes das hidrdlises acidas (tempo, temperatura, concentragdo da
solugdo &cida) com &cido sulfarico (H>SO4) e acido cloridrico (HCI)
foram determinadas com base nos trabalhos de Molina (2013) e Nasri-
Nasrabadi, Behzad e Bagheri (2014), respectivamente.

Figura 5.2: Polpa de
celulose seca moida

Figura 5.1: Polpa de
celulose compacta

Tabela 5.1: Tratamentos para producao de microfibras de celulose

Tratamento | *Fibras (%) | Hidrélise (min) | Ultrassom (min)
H-0 0,1 - 30/ 60/ 90/120
H,S04 0,1 M 0,1 90 30/60/90
01 30 30/60
’ 60/90/120 30
HCI2 M 0,2 30/60/90 30
30/60/90 30
05 30/60 -

* Concentracgao de fibras em suspenséo aquosa
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A hidrolise acida foi realizada em banho termostatizado (Tecnal
TE-184 - SP) a 80 °C, sob agitacdo constante de 300 - 325 rpm
(Agitador IKA-RW 20 - China). O tratamento mecénico foi realizado
em equipamento de ultrassom (Sonics VC505 - Sonics and Materials,
Inc., USA), de 500 W de poténcia, frequéncia de 20 Hz, equipado com
uma ponteira cilindrica de titanio de 1,3 cm de diametro. Os tempos de
tratamento aplicados estdo apresentados na Tabela 5.1.

As fibras tratadas foram centrifugadas (Centrifuga Q222T204) a
3900 rpm por 1 minuto e lavadas repetidamente com agua destilada até
pH > 5. As fibras lavadas foram secas em estufa com circulacio de ar
(Tecnal TE-394/2 - SP) a 60 °C, moidas e armazenadas em frascos de
vidro, a temperatura ambiente, até o uso.

A necessidade de produgdo das microfibras de celulose foi
determinada pelo resultado dos testes preliminares de dispersdo das
fibras em tamanho original numa suspenséo filmogénica de amido. Os
filmes resultantes apresentaram fibras mal dispersas e aglomeradas. As
microfibras de celulose foram incorporadas a matriz filmogénica de
amido no intuito de suprir as deficiéncias mecanicas e de barreira a dgua
desses materiais.

5.2.3 Elaboracéo da suspensao filmogénica

As suspensfes filmogénicas foram preparadas mediante o
aquecimento e agitacdo de uma mistura de amido e glicerol e/ou
amido/glicerol/microfibras de celulose em banho termostatico
(Microprocessador com Circulador Q214M2 - Quimis - SP), a 69 £ 1 °C
(temperatura de gelatinizacdo do amido de mandioca), e agitador
mecanico (Agitador Digital IKA RW 20 - China). As formulacdes
estudadas variaram quanto a concentracdo de amido (3, 4 e 5 g/100 mL
de suspensdo); concentracdo do plastificante glicerol (15, 20, 25e 30 g
de glicerol/100 g de amido); e concentracdo de microfibras de celulose
(0, 2, 4, 6, 20 e 25 g de microfibras de celulose/100 g de amido).

5.2.4 Producéo de filmes por tape-casting:

Os filmes de amido foram produzidos pelo processo de tape-
casting, em equipamento desenvolvido no Laboratério de Propriedades
Fisicas de Alimentos (PROFI - EQA - UFSC), por Moraes et al. (2013).
O equipamento é composto de um suporte de aluminio (80 cm x 40 cm),
dotado de aberturas laterais que permitem a circulacdo de agua no seu
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interior e recoberto por uma pelicula de poliéster (Mylar, Douglas-
Hanson, Hammond, WI, EUA) (Figura 5.3-a). O suporte de aluminio foi
aquecido com 4agua circulante a 50 °C, proveniente de um banho
termostatico. O espalhamento da suspensdo foi realizado com a ajuda de
um dispositivo (Doctor-blade) (BYK, China) (30 cm de largura),
composto de um reservatério e lamina com abertura (mm) controlada
por parafusos micrométricos (Figura 5.3-b) e movimentado por um
motor acoplado ao equipamento. As velocidades de espalhamento
testadas foram de 105 e 265 cm/min e aberturas de laminas de 1, 2 e 3
mm. Os experimentos foram realizados em atmosfera com umidade
relativa (UR) variando de 55 % a 60 % e temperaturas entre 20 °C e 25
°C. A secagem dos filmes foi realizada sobre o suporte. Apds a secagem,
os filmes foram acondicionados em cdmaras de umidades relativas de
58, 75 e 90 % (em razdo da aplicacdo do produto final em pées de
forma, caracterizados pela alta aw), & temperatura ambiente, por 96
horas. Todos os ensaios de caracterizagdo foram realizados apds o
condicionamento das amostras.

Figura 5.3: Equipamento de tape-casting (a) e dispositivo Doctor Blade
(b).

(a) Parafusos (b)

micrométricos

Reservatdrio

Diregdo do
espalhamento
Pt

gap Forca de cisalhamento
ajustavel

|

(Fonte: Moraes et al., 2013).

Suporte

5.2.5 Caracterizacdo das microfibras de celulose e filmes de
amido

5.2.5.1 Distribui¢do de tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho das fibras de celulose foi avaliada por
difracdo a laser, em Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Reino
Unido), acoplado a uma unidade de dispersdéo Hydro SM (Malvern
Instruments, Reino Unido). Os tamanhos das particulas (um) foram
relacionados ao didmetro de uma esfera de volume equivalente. Os
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tamanhos caracteristicos de particula determinados dm, dio, dso € dgo
(um) correspondem, respectivamente, aos tamanhos médio e situados
em 10, 50 e 90 % da curva de distribuicdo acumulada. As medidas
foram realizadas em duplicata, com média de 10 leituras por amostra, e
os resultados apresentados como valores médios das leituras.

5.2.5.2 Potencial zeta (¢)

O potencial zeta ({) das fibras de celulose foi determinado em
equipamento dispersor de luz Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments,
Reino Unido), através da medida da magnitude relativa da mobilidade
eletroforética das particulas (mV). Os experimentos foram realizados em
duplicata, com média de 3 leituras por amostra, e 0s resultados
apresentados como valores médios das leituras.

5.2.5.3 Microestrutura

A microestrutura das fibras de celulose foi avaliada por
microscopia 6tica, em microscépio 6tico (Leica DM4000M), acoplado a
uma camera (DC300). As microfibras de celulose e os filmes de amido
também foram avaliados por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), em microscopio eletrdnico de varredura JEOL JSM 6390LV.

5.2.5.4 Difracéo de raios X (DRX)

A cristalinidade das microfibras de celulose e dos filmes de
amido foi avaliada por difracdo de raios X, em difratbmetro Philips X-
Pert Pro MPD (Panalytical, Netherland), utilizando-se radiagdo de Cu-
Ko (A = 1,5418 A), voltagem de 40 kV e corrente de 45 mA. As analises
foram realizadas no intervalo entre 26 = 2° ¢ 26 = 60°. O indice de
cristalinidade das amostras foi determinado pelo método de Segal et al.
(1959), conforme a Equacéo 5.1:

Xcr (%) = ooz - lam X 100 Equagéo 51
looz

na qual loo2 = intensidade maxima de difracdo em 26 =~ 22-23°, atribuida
as regides cristalinas da amostra €; lan = intensidade minima em 26 =
18-19°, atribuida as regides néo cristalinas.
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5.2.5.5 Espectroscopia infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR das fibras de celulose e filmes de amido foram
determinados em espectrofotdmetro Agilent (modelo Cary 600 Series
FTIR Spectrometer). Os espectros foram obtidos na faixa de nimero de
onda de 4000-400 cm™.

5.2.5.6 Umidade

A umidade dos filmes de amido foi determinada em Analisador
de Umidade Smart Turbo (CEM Corporation — USA), segundo 0s
métodos oficiais da A.O.A.C. (Association of Official Agricultural
Chemists) (1995).

5.2.5.7 Espessura

A espessura dos filmes de amido foi determinada em micrémetro
digital (Digimatic MDC-Lite, Jap&o) (resolugdo 0,001 mm). As medidas
foram realizadas em pontos aleatdrios das amostras.

5.2.5.8 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por
ensaios de tracdo em texturdmetro (TA-XT2i, Stable Micro Systems,
England), com base no método D882-02 (ASTM, 2002). Os filmes
foram recortados em corpos de prova de 100 mm x 25 mm e acoplados
em garras a uma distancia inicial de 80 mm e velocidade de
deslocamento de 0,8 mm/s. Os parametros determinados foram: tensédo
de ruptura (orp), alongamento na ruptura (¢) e médulo de Young (Y). A
andlise dos dados foi realizada com a ajuda do programa Texture Expert
Exceed 2.61 (Stable Micro Systems, England).

5.2.5.9 Propriedades de barreira a 4gua
5.2.5.9.1 Isotermas de sor¢do de umidade
As isotermas de sorcdo de umidade dos filmes de amido foram

determinadas pelo método gravimétrico estatico. Inicialmente, os filmes
foram mantidos em dessecador com pentdxido de fésforo por 20 dias, a
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temperatura ambiente. Posteriormente, amostras de filme de peso
conhecido foram acondicionadas em recipientes herméticos com
diferentes condicGes de umidade relativa, promovidas pelo uso de
solucdes salinas saturadas (Tabela 5.2). Os recipientes foram colocados
em estufa do tipo B.O.D., a temperatura de 25 °C. As amostras foram
pesadas periodicamente até o equilibrio e as umidades determinadas em
estufa a 105 °C.

Tabela 5.2: Atividade de agua de solugdes salinas saturadas.

Solucéo salina saturada Atividade de agua
Cloreto de litio 0,116
Acetato de potassio 0,227
Cloreto de magnésio 0,327
Carbonato de Potassio 0,438
Nitrato de magnésio 0,529
Nitrato de sédio 0,645
Cloreto de sodio 0,753
Cloreto de potéassio 0,843
Cloreto de bério 0,903

Os dados experimentais foram representados matematicamente
pelo modelo de GAB (Guggenheim - Anderson - de Boer), segundo a
Equacéo 5.2:

_ kCXpay,
Xeq—
(1-kay)- (1—ka,, +Ckay,)

Equacéo 5.2

na qual Xeq é 0 conteildo de umidade de equilibrio (g de &gua/g de
massa seca) na atividade de 4agua aw, kK é a constante de GAB,
relacionada ao calor de sor¢do na multicamada, C € a constante de
Guggenheim, que representa o calor de adsor¢do da monocamada e Xo €
0 teor de umidade da monocamada. Os parametros foram estimados
ajustando-se 0 modelo matemético aos dados experimentais por
regressdo ndo-linear com o software MATLAB (R2011a).

5.2.5.9.2 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de amido
foi avaliada com base no método padrdo E96-80 (ASTM, 1989). Ap6s o
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condicionamento dos filmes, amostras de espessura conhecida foram
recortadas em discos com area de permeacdo de 0,0030 m? e adaptadas a
abertura circular de capsulas metélicas de difusdo, contendo cloreto de
célcio anidro (CaCly). O conjunto (capsula + filme) foi mantido em uma
camara a 25 °C, contendo uma solu¢do saturada de cloreto de sédio (UR
=75 %). As capsulas foram pesadas periodicamente e a PVA dos filmes
calculada pela Equacéo 5.3:

pvAa= —2L (g/h.m.Pa) Equacdo. 5.3

A.ps(awi—awz)

na qual W é a taxa de permeacéo (g/h), L é a espessura do filme (m), A é
a area de permeacéo (m?), ps € a pressdo de saturagdo do vapor de agua a
25 °C (Pa) e awa € awe S80 as atividades de agua no exterior e interior da
capsula. A taxa de permeacdo (W) é calculada por regressdo linear a
partir das curvas de ganho de massa versus tempo.

5.2.6 Anédlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por analise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey de comparacdo multipla, com nivel
de confianga de 95 %, utilizando-se o software Statistica 8 (Statsoft,
Inc., USA).

5.3. Resultados e discusséo
5.3.1 Tratamentos para a producdo de microfibras de celulose

As microfibras de celulose foram produzidas conforme os
tratamentos dispostos na Tabela 5.1 (item 2.2). O melhor tratamento
para a obtencdo dessas microfibras, utilizadas na producdo dos
biocompdsitos de amido-celulose, foi selecionado conforme os
resultados apresentados nos itens 3.3.1 e 3.3.2, a seguir, sobre a
distribuicdo de tamanho e potencial zeta das particulas, respectivamente.

5.3.2 Elaboracéo de suspenséo filmogénica e producgdo de
filmes por tape-casting

A formulagdo mais adequada para a preparagdo dos filmes de
amido por tape-casting foi selecionada conforme os resultados da
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analise das amostras de filmes apds o processo de secagem e
condicionamento. Foram observados aspectos de continuidade (auséncia
de fissuras), manuseabilidade (com base na facilidade de retirada do
filme do suporte) e uniformidade. As formulagdes contendo 3 e 4 g de
amido/100 mL de suspensdo resultaram em uma suspensdo de menor
viscosidade, dificil de ser espalhada e um filme fragil, quebradico e
pouco espesso. Esses resultados levaram a selecdo da concentracdo de
59 de amido/100 mL de suspensdo. Em relacdo ao teor de glicerol,
filmes preparados com concentragcBes de 15 g de glicerol/100 g de
amido resultaram em um material quebradico, ao passo que os filmes
contendo 30 g de glicerol/100 g de amido resultaram dificeis de
manusear,  frageis, muito (midos, especialmente ap6s o0
condicionamento. Esses resultados levaram & sele¢do da concentracdo
de 25 g de glicerol/100 g de amido para a elaboragdo dos filmes. Para a
determinacdo da concentracdo de microfibras de celulose adequada aos
propositos do estudo, amostras de filmes com diferentes concentragdes
de microfibras foram submetidas as analises de propriedades mecanicas
e de barreira a agua. Os resultados levaram a selecdo da concentracdo
de 25 g de microfibras/100 g de amido. As condi¢Ges de processo e
condicionamento selecionadas foram as seguintes: abertura da lamina
em 3 mm (a fim de garantir filmes com espessura > 100 um), velocidade
de espalhamento de 105 cm/min e umidade relativa de condicionamento
de 75 %, adequada ao propdsito final de aplicagdo dos filmes.

5.3.3 Caracterizacdo das microfibras de celulose e filmes de
amido

5.3.3.1 Distribuicéo de tamanho de particula

A importancia do conhecimento do tamanho e da distribuigdo de
tamanho das particulas esta associada as operacfes de producdo de
sistemas particulados em geral. A resisténcia mecénica, densidade,
propriedades térmicas, elétricas e a microestrutura dos materiais
particulados dependem diretamente da distribuicdo de tamanho das
particulas que compdem esses materiais (Jillavenkatesa et al., 2001). A
Figura 5.4 apresenta as curvas de distribuicdo de tamanho das fibras de
celulose ndo tratadas e das fibras submetidas aos tratamentos acido e
mecanico, separadamente.
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Figura 5.4: Distribuicdo volumétrica (%) de tamanho (um) de fibras de
celulose sem tratamento (a); tratadas por hidrolise acida em HCI 2 M
(b); e tratamento mecéanico em ultrassom (c).

5,0 1 - 100
(b) Sem tratamento
4,0 - - 80 é
5
? @
S 3,0 - 60 o
[«5)
c
E’ 2,0 40 2
o YR B _
> a
o
—
N |||I|| |20 c
0,0 ARRNRRRRRARRNARENAR U | /A
[=e] ()] - m mn ~ o o o~ <t (=} ~ ()] -~ oM
S o G d d Hddaa NN N ® ™
Log tamanho de particula (um)
501 —wom (@) Hidrélise cida—HCI2 M 100
e 60 Min
—Sem tratamento
80
<
=)
5
S 60
@ 2
H 2
g 40 §
8
20
=0
@ N % m e N oo N Mmool N w o m
Log tamanho de particula (um)
50 1 ——30min (c) Ultrassom 100
s 60 min
= 90 Min
120 min
4,0 | ==—Semtratamento 80
<
=N
5
= 3
S 30 o o
@ g
s 2
S 20 w0 8
g
1,0 ‘l 20
0,0 0
w @ o 4 oM ow o ow o om oo od N omo% e N o oo oo N m
b R T T - T T - s s B B B T T = R

Log tamanho de particula (um)



117

A andlise da Figura 5.4 demonstra que os tratamentos &cido e
mecanico sdo capazes de reduzir o tamanho original das fibras (sem
tratamento), especialmente daquelas de maiores comprimentos (um),
mesmo quando aplicados em separado. Esse resultado é efeito da
difusdo do &cido até o interior das microfibrilas durante o processo de
hidrélise (Mariano, 2013) e da desintegracdo/separacdo promovida pelo
uso do tratamento mecénico em ultrassom.

A grande variacdo nos tamanhos esta possivelmente associada a
variedade nas dimensdes dos dominios cristalinos da fibra (Mariano,
2013), & estrutura de maultiplas camadas e as ligagBes de hidrogénio
interfibrilares das fibras de celulose (Cheng, Wang e Rials, 2009).

As Tabelas 5.3 e 5.4 apresentam, respectivamente, os tamanhos
de particula dm, d1o, dso € dgo (um), relativos aos tratamentos &cido e em
ultrassom.

Tabela 5.3: Tamanhos (um) das fibras de celulose sem tratamento e
submetidas & hidrolise acida (hid) em HCI 2 M.

Tempo hid dm (Um) d1o (um) dso (UM) dgo (M)
0 4109+84,4% 172+05* 1395+6,3% 1148,3+ 109,62
30 2143+395° 147+011° 712+22° 6152+ 26,6°
60 149,1+7,0¢ 13,9+0,2¢ 589+27° 461,6+134°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

Tabela 5.4: Tamanhos (um) das fibras de celulose sem tratamento e
submetidas ao tratamento mecanico em ultrassom (US).

Tempo US dm (um) d1o (UmM) dso (Um) dgo (UM)

0 4109+£84,4 172+05* 139,5+6,3* 1148,3 +109,6
30 262,3+28,3> 152+05° 80,6+6,3° 790,4+36,4°
60 258,4 +£31,5° 149+0,2% 76,6+42° 7882 +29,6°
90 237,0£21,1%° 14,6+02¢ 72,7+5,0° 740,3 +31,0™
120 220,5+28,5° 16,4+0,5° 110,4+3,9° 6550+47,7°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

A andlise das Tabelas 5.3 e 5.4 sugere que 0s tempos de
tratamento exercem efeito positivo na redugdo do tamanho das fibras de
celulose. O aumento do tempo de hidrélise acida (Tabela 5.2) resultou
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em diferenca significativa (p<0,05) no tamanho das fibras. O tempo de
reacdo € um dos parametros mais importantes a se considerar na
hidrolise acida de polpa de celulose de madeira. Um tempo longo de
reacdo promove a digestdo completa da celulose, enquanto que uma
reacdo muito curta resulta em fibras longas, mal dispersas e agregadas
(Beck-Candanedo, Roman e Gray, 2005). Além do tempo de reacdo, o
tipo de &cido empregado na hidrdlise interfere nos resultados do
tratamento. Um &cido forte pode efetivamente quebrar a celulose amorfa
e liberar cristais na suspensdo (Hubbe et al., 2008).

Em se tratando do ultrassom, os tempos de tratamento variando
entre 30 e 90 minutos resultaram em pouca ou nenhuma diferenga
significativa (p<0,05) no tamanho das fibras. Longos periodos de
ultrassom (120 minutos) exerceram menor efeito na redugdo do tamanho
das fibras de menores comprimentos (d < dsp) (um), comparado aos
tratamentos de menor periodo de duragdo (< 90 minutos). Os resultados
de dn indicam que ndo ha necessidade de longos tempos de ultrassom (>
30 min), uma vez que o aumento do tempo de tratamento resultou em
pouca ou nenhuma diferenca significativa (p<0,05) no tamanho médio
das microfibras. Os resultados sugerem que o tempo ndo é fator
determinante no processo de ultrassom. Nesses casos, a reducdo do
tamanho das fibras depende mais da intensidade e da frequéncia da onda
do que exatamente do tempo de tratamento. Em seu trabalho para
obtencdo de nanofibras de madeira de &lamo, Chen et al. (2011)
observaram uma melhora substancial na dispersdo das suspensdes com 0
aumento da poténcia de ultrassom. O resultado foi 0 aumento no grau de
fibrilacdo, enfraquecimento das ligacGes de hidrogénio e aumento da
area superficial das fibras de celulose. Quanto maior a poténcia
utilizada, mais energia é transferida para a suspensdo e maior é a
microfibrilacdo da celulose (Camargo, 2010).

No intuito de avaliar o efeito dos tratamentos acido e mecénico,
qguando aplicados de maneira associada, 0s experimentos seguintes
foram realizados pela combinacdo dos dois métodos. A Figura 5.5
apresenta as curvas de distribui¢do de tamanho das fibras néo tratadas e
tratadas por hidrélise acida em HCI 2 M e ultrassom associados. As
Tabelas 5.5 e 5.6 apresentam os tamanhos caracteristicos dm, dio, dso €
dgo correspondentes.



119

Figura 5.5: Distribui¢do volumétrica (%) de tamanho (um) de fibras de
celulose em suspensdo a 0,1 % (p/v) submetidas a hidrolise &cida (hid)

em HCI 2 M e ultrassom (US).
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Tabela 5.5: Tamanhos (um) das fibras de celulose em suspensdo a 0,1
% (p/v) submetidas a hidrélise acida (hid) em HCI 2 M e tratamento

mecanico (US) (a).

Tempo Tempo

hid (min) US (min) dm (M) dao (UM) dso (L) doo (UM)
30 30 32,3+51* 98+0,3* 245+14% 58,9 +4,0°
60 30 316+71% 78+05° 19,9+15° 490+4,0°
90 30 321+7,7% 72+06° 19,6+2,2°> 49,1+2,7°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa

entre os tratamentos (p<0,05).
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Tabela 5.6: Tamanhos (um) das fibras de celulose em suspensdo a 0,1
% (p/v) submetidas a hidrdlise acida (hid) em HCI 2 M e tratamento
mecanico (US) (b).

Tempo hid Tempo

(min)  US (min)  9m (M) diwo (M) dso (M) doo (M)
120 30 240£03° 84+02* 208+0,8° 45114
120 60 333+0,7%° 75+04° 23,0%22% 58,2+21°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

O uso de tempos crescentes de hidrolise, em tempo fixo de
ultrassom (30 minutos) (Tabela 5.5), resultou em diferenca significativa
(p<0,05) no tamanho das fibras. Em condi¢des de tempo fixo de
hidrolise (120 minutos) (Tabela 5.6), no entanto, 0 aumento do tempo de
tratamento em ultrassom teve menor efeito na redugdo do tamanho das
fibras de maiores comprimentos (d > dio) (um). Os resultados das
tabelas sugerem que os tratamentos acido e mecanico mais curtos - 30
minutos de hidrélise e 30 minutos de ultrassom - sdo suficientes para
produzir microfibras de tamanho bem reduzido (dgo=59 pum).

De acordo com Newman e Staiger (2008), os tratamentos acido e
mecanico tém fungdes diferentes. A hidrélise 4cida é utilizada para
romper a estrutura das fibras, enquanto que o ultrassom é utilizado para
separacao das particulas.

Com base nos resultados das Tabelas 5.5 e 5.6, o tempo de
tratamento em ultrassom para 0s experimentos seguintes foi fixado em
30 minutos. No intuito de aumentar o rendimento do processo, oS
tratamentos foram aplicados a suspensdes aquosas de fibras a 0,2 e
0,5 %, conforme disposto nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente. As
Tabelas 5.7 e 5.8 apresentam, respectivamente, 0s tamanhos
caracteristicos dm, d1o, dso € dgo.
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Figura 5.6: Distribui¢do volumétrica (%) de tamanho (um) de fibras de
celulose em suspensdo a 0,2 % (p/v) submetidas a hidrolise &cida (hid)
em HCI 2 M e ultrassom (US).
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Tabela 5.7: Tamanhos (um) das fibras de celulose em suspensdo a 0,2
% (p/v) submetidas & hidrolise &cida (hid) em HCI 2 M e tratamento
mecanico.

oo dnum)  dio(um)  dso(um)  doo (um)
30 351+21* 106+05* 259+06* 70,7+142
60 251+47° 78+0,3" 19,1+0,8° 44,1+14°
90 388+10,3* 6,9+05° 179+1,3° 49,7+53°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

Os resultados apresentados na Figura 5.6 e Tabela 5.7 indicam
gue o aumento do tempo de hidrdlise, em tempo fixo de ultrassom (30
minutos), resultou em diferenca significativa (p<0,05) no tamanho das
microfibras de celulose. O aumento da concentracdo da suspensdo ndo
comprometeu a eficiéncia de reducdo do tamanho original das fibras,
nas condi¢cBes do tratamento. Com base nesses resultados, o mesmo
tratamento foi aplicado a uma suspensdo mais concentrada (0,5 %
fibras), com o objetivo de avaliar a capacidade do tratamento de
aumentar o rendimento, sem comprometer a eficiéncia do processo.
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Figura 5.7: Distribuicdo volumétrica (%) de tamanho (um) de fibras de
celulose em suspensdo a 0,5 % (p/v) submetidas a hidrolise &cida (hid)
em HCI 2 M e ultrassom (US).
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Tabela 5.8: Tamanhos (um) das fibras de celulose em suspenséo a 0,5
% (p/v) submetidas a hidrélise cida (hid) em HCI 2 M e 30 min de
tratamento mecanico (US).

TEMRO d (um) o (um) o (um) o (um)
hid (min)
30 382+13 11,0+04* 26,3+05* 778+122
60 26,1+15> 7,2+0,0° 175+02> 459+13°
90 232+1,7¢ 7,7+00°> 17,7+01°> 40,6 £0,5°
*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

Os resultados apresentados na Figura 5.7 e Tabela 5.8 indicam
gue o aumento do tempo de hidrélise acida, em tempo fixo de ultrassom
(30 minutos), resultou em diferenca significativa (p<0,05) no tamanho
das fibras. O aumento da concentra¢do da suspensdo ndo comprometeu a
eficiéncia de reducdo do tamanho das fibras, nas condigbes do
tratamento e permitiu o0 aumento do rendimento de processo.

Em paralelo aos tratamentos com &cido cloridrico (HCI), foram
realizados tratamentos com solugéo de &cido sulfurico (H2SO4) a 0,1 M,
menos concentrada, a fim de promover um tratamento acido menos
agressivo e dispendioso. De acordo com Silva e D”Almeida (2009), o
acido empregado na hidrdlise pode afetar as caracteristicas da disperséo
em sistema aquoso.
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A Figura 5.8 apresenta as curvas de distribui¢do de tamanho das
fibras de celulose sem tratamento e tratadas por hidrolise acida em
H2S040,1 M e ultrassom. A Tabela 5.9 apresenta os tamanhos dm, dio,
dso e dgo correspondentes.

Figura 5.8: Distribuicao volumétrica (%) do tamanho (um) das fibras de
celulose submetidas a 90 minutos de hidrolise acida em H>SO4 0,1 M e
ultrassom (US).
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Tabela 5.9: Tamanhos (um) das fibras de celulose sem tratamento e
submetidas a 90 minutos de hidrolise acida em H2S040,1 M e ultrassom
(US).

Uty Gn(um)  do(um)  doum)  deo (um)

0 4109+84,4* 17,2+0,5* 139,5+36,3* 1148,3 + 109,62
30 1984 +159° 144+0,2> 679+33"> 6058+ 26,3
60 198,8+24,9® 145+0,4°> 69,6+4,0°0 589,6+ 33,4°
90 203,4+£16,1> 145+0,3°> 712+4,1®> 620,4+30,8

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05).

Os resultados demonstram que o uso associado de hidrolise acida
em solugdo de H2SO4 0,1 M e ultrassom teve efeito positivo na redugdo
do tamanho original das fibras. No entanto, o uso de tempos crescentes
de tratamento em ultrassom ndo resultou em diferenca significativa
(p<0,05) no tamanho das fibras. Tempos mais longos de tratamento
mecanico (90 minutos) tiveram menor impacto na reducdo de tamanho
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das fibras de celulose, comparado aos tempos de tratamento mais curtos
(30 e 60 minutos).

Esses resultados também demonstram que a hidrélise &cida em
solucdo de HCI 2 M foi mais eficiente na reducdo do tamanho original
das fibras de celulose do que a solucdo de H2SO4 0,1 M. De acordo com
os resultados da analise de distribuicdo de tamanho de particula, o
melhor tratamento para a reducdo do tamanho original das fibras de
celulose a escala micrométrica é composto por hidrélise acida de uma
suspensao de fibras a 0,5 % (p/v) em HCI 2 M, durante 60 minutos,
associado ao tratamento em ultrassom durante 30 minutos. Esse
tratamento resultou em um tamanho médio de fibras reduzido (dm = 26,1
+1,5um).

5.3.3.2 Potencial zeta (¢)

A Tabela 5.10 apresenta os resultados de potencial zeta das
suspensbes de fibras de celulose submetidas a hidrolise acida e
tratamento mecéanico em ultrassom. De acordo com Lieberman, Reiger e
Banker (1989), um valor absoluto de potencial zeta maior do que 25 mV
é indicativo de sistemas estaveis. Um valor abaixo disso indica que as
particulas tendem a se aglomerar muito facilmente.

O valor absoluto do potencial zeta das fibras de celulose nédo
tratadas (5,3 £ 0,1 mV) resultou bem inferior ao considerado de uma
suspensdo estdvel. Os tratamentos com ultrassom produziram
suspensOes de valores absolutos de potencial zeta maiores do que 25
mV. A hidrélise acida em H»SO4 0,1 M, ao contrério, ndo produziu
suspensdes estaveis, segundo o valor do potencial zeta das suspensfes
(£25mV). Os resultados da analise de distribuicdo do tamanho de
particula e potencial zeta das suspensdes tratadas com H»SO4 0,1 M
indicam a possibilidade de formagdo de uma carga superficial baixa,
resultante de uma hidrolise incompleta. Uma superficie suficientemente
carregada € resultado da esterificagdo de grupos hidroxilo por ions
sulfato (Favier, Chanzy e Cavaille, 1995; Dong, Revol e Gray, 1998).

Os valores de potencial zeta das suspensfes tratadas com HCI
2 M sdo indicativos de estabilidade. Segundo Araki et al. (1998), o uso
de 4&cido cloridrico gera suspensGes instaveis, com particulas que
tendem a sofrer aglomeracdo por auséncia de carga superficial. No
entanto, os resultados demonstram que é possivel produzir suspensfes
estaveis com HCI, nas condigdes do tratamento utilizadas neste estudo.
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Tabela 5.10: Potencial zeta das suspensdes aquosas de microfibras de

celulose.

Tratamento *Fibras Hidr_élise UItrgssom Potencial
(%) (min) (min) zeta (§) (mV)

0,5 - - -53+0,1

30 -32,1+0,2

H.0 05 ) 60 -31,7+0,1

' 90 -32,3+1,1

120 -28,8+1,3

30 -13,8+0,7

H2504 0,1 M 0,1 90 60 -159+1,0
90 -18,8 +1,2

30 -309+1,3

60 30 -29,2+0,4

0,1 90 -27,7+0,6

30 -335+0,3

120 60 -37,7+1,0

30 -281+1,1

HCI2 M 0,2 60 30 -29,0£0,3
90 -30,9£0,9

30 -18,9+0,3

60 30 -30,8+0,6

0,5 90 -275%0,2

30 -21,7+0,5

60 ] 151+1,1

* Concentragdo de fibras em suspenséo aquosa

O tratamento ideal para a producéo das microfibras de celulose
foi determinado segundo os resultados das andlises de distribuicdo de
tamanho de particula e potencial zeta. Segundo esses resultados, o
tratamento ideal é composto de hidrdlise acida em solucdo de HCI 2 M
de uma suspensdo de fibras 0,5 %, durante 60 minutos, associada ao
tratamento mecanico em ultrassom durante 30 minutos.
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5.3.3.3 Microestrutura

Os resultados das andlises de microscopia Gtica e microscopia
eletronica de varredura (MEV) das fibras de celulose estdo apresentados
nas Figuras 5.9 e 5.10, respectivamente.

Figura 5.9: Efeito dos tratamentos sobre a morfologia e o tamanho das
fibras de celulose: (a) fibras de celulose sem tratamento; (b) tratamento
com ultrassom (US); (c) 90 minutos hidrélise acida em H2SO4 0,1 M e
30 minutos US; (d), (e) e (f) 60 minutos hidrolise acida em HCI 2 M e
30 minutos US.

¢ H,SO, - 0,1% Fibras

* HCl -0,1% Fibras HCI - 0,2% Fibras

Os tratamentos representados em (b) e (c) resultaram em
microfibras de maiores comprimentos (Lm), comparadas aquelas obtidas
pelo tratamento &cido com solucdo de HCI 2 M, representados em (d),
(e) e (f). As microfibras resultantes desses tratamentos tém formato
cilindrico, semelhante ao formato das fibras originais/sem tratamento,
representadas em (a). Os tratamentos com solugdo de HCI 2 M
resultaram em fibras de menores comprimentos (um), em formato de
hastes. Os aglomerados comumente observados devem-se & grande area
superficial e fortes interacdes de hidrogénio presentes nestes sistemas
(Elazzouzi-Hafraoui et al., 2008).

A Figura 5.10 confirma as alteragbes estruturais e de superficie
das fibras de celulose, resultantes dos tratamentos acido e mecanico. A
Figura 5.11 apresenta os resultados de microscopia eletronica de
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varredura dos filmes de amido sem fibras e dos filmes adicionados de
microfibras de celulose.

Figura 5.10: Microscopia eletronica de varredura: (a) fibras sem

tratamento; (b) fibras submetidas a hidrélise acida em HCI 2 M (60

minutos) e ultrassom (30 minutos)
Q .

-

10kV X100 100pm LCME-UFSC 10kV X500  50pm

10kV X100 100pm

10kV X1,000 X2,000 10pm LCME-UFSC
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Figura 5.11: Microscopias eletronicas de varredura das superficies de
filmes de amido sem fibras (a); e de filmes de amido adicionados de
microfibras de celulose (25 g/100 g de amido) (b).

X50 © 500pm LCME-UFSC 10KV X100 100pm ~  LCME-UFSC |

X60 LCME-UFSC 10kv. X100  100pm LCME-UFSE._

As micrografias correspondentes as peliculas sem a adi¢do de
fibras, apresentadas em (a), demonstram uma matriz homogénea e
continua. As micrografias apresentadas em (b), representadas pelos
filmes de amido adicionados de microfibras de celulose, demonstram
uma distribuicdo homogénea e aleatéria das microfibras na amostra,
bem cimentadas a matriz de amido, indicando compatibilidade do
material. Segundo Avérous, Fringant e Moro (2001), isso é devido as
fortes interagdes entre as fibras de celulose e a matriz de amido. Mdller,
Laurindo e Yamashita (2009) e Moraes, Miller e Laurindo (2012)
também observaram essas caracteristicas em filmes de amido de
mandioca adicionados de fibras de celulose.

A medida que o tamanho das particulas diminui, a &rea
superficial aumenta, proporcionando uma ligacdo interfacial mais
eficiente (Lewis e Nielsen, 1970). A utilizacdo de fibras de celulose em
microescala pode ter contribuido para uma interacdo maior e mais
eficiente com a matriz filmogénica de amido. Além disso, misturas de
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particulas com diferentes tamanhos promovem um empacotamento mais
denso, uma vez que as particulas pequenas podem preencher o espago
intersticial entre as particulas grandes estreitamente empacotadas, para
formar um aglomerado (Ahmed e Jones, 1990).

5.3.3.4 Difracéo de raios X (DRX)

A Figura 5.12 apresenta os resultados das anélises de difracdo de
raios-X (DRX) das fibras sem tratamento e microfibras de celulose.

Figura 5.12: Difratogramas das fibras sem tratamento e microfibras de
celulose.

— Microfibras (1)
—— Fibrassem tratamento (2)

Intensidade (u.a.)
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Os difratogramas das fibras (Figura 5.12) sdo caracteristicos de
celulose tipo I, onde o halo amorfo e o pico cristalino ficam situados
entre os angulos 18° < 20 < 19° e 22° < 260 < 23° respectivamente
(Lengowski et al., 2013). De acordo com Moran et al. (2008), a
auséncia de um dublete (pico duplo) em 20 = 22° também € indicativo
de estrutura cristalina de celulose tipo I. Os resultados indicam que a
estrutura cristalina da celulose ndo foi alterada durante os tratamentos
guimico e mecanico.

A determinacdo da cristalinidade de amostras celulésicas é
limitada pela dificuldade na separacdo das partes amorfa e cristalina. Os
cristais de celulose sdo muito pequenos, da ordem de 20 -50 A de
didmetro, por conseguinte, a separacdo das partes ndo € trivial
(Thygesen et al., 2005). Em qualquer reacdo quimica, a acessibilidade
das moléculas de celulose é determinante para o processo de
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desestruturacdo. A maioria dos reagentes penetra somente as regifes
amorfas e a superficie dos cristalitos, deixando as regides intracristalinas
intactas (Ciolacu, Ciolacu e Popa, 2011).

Quaisquer tratamentos quimicos e/ou mecanicos afetam a
cristalinidade das fibras celulésicas. O pico de difragdo mais nitido, em
torno de 26 = 22° é uma indicagdo do grau de cristalinidade mais
elevado das fibras tratadas. O aumento do numero de regibes de
cristalinidade aumenta a rigidez da celulose e a resisténcia a tracdo das
fibras (Alemdar e Sain 2008).

A Figura 5.13 apresenta os difratogramas dos filmes de amido
sem fibras e adicionados de microfibras de celulose (6 g microfibras/100
g amido).

Figura 5.13: Difratogramas dos filmes de amido sem fibras e
adicionados de microfibras de celulose (6 g microfibras/100 g amido).

——Filme com microfibras (1)

Filme sem fibras (2) @
—>

Intensidade (u

=

=
«

20 25
20

@)

Intensidade (u.a.)

2

20

A andlise dos difratogramas dos filmes de amido (Figura 5.13),
especialmente do detalhe, aponta trés picos compreendidos em 26 = 15°
e 260 = 25° mais precisamente em 26 ~ 17°, 19° e 22°. Segundo Famé,
Goyanes e Gerschenson (2007), esse padrdo de raios-X corresponde a
uma estrutura do tipo B-V. Em geral, os amidos de tubérculos
apresentam uma estrutura cristalina do tipo B. A introdugdo de agentes
complexantes em preparacfes de amido perturba as conformagdes em
dupla hélice, através da formacdo de uma cadeia simples com hélices em
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conformagdo do tipo V. Segundo Dufresne e Vignon (1998), o pico em
torno de 16-17° deve-se a orientacdo das fibras e cristalizacdo da
amilose. O pico em torno de 20 = 22° ¢ tipico da cristalinidade da
celulose (Ma, Yu e Kennedy, 2005; Miiller et al. 2009, Moraes et al.
2012).

As Tabelas 5.10 e 5.11 apresentam os respectivos indices de
cristalinidade das amostras de fibras de celulose e filmes de amido.

Tabela 5.11: indice de cristalinidade (Xcr %) de fibras e microfibras de
celulose.

Amostra Xcr (%)
Fibras sem tratamento 69,6
Microfibras (tratadas) 78,8
Tabela 5.12: indice de cristalinidade (Xcr %) de filmes de amido.
Amostra Xcr (%)
Filme sem fibras 28,8
Filme com microfibras 32,7

Segundo a Tabela 5.11 e de acordo com o método de Segal et
al. (1959), o indice de cristalinidade das fibras néo tratadas resultou em
69,6 %. O tratamento das fibras por hidrélise em solucdo de acido
cloridrico pouco concentrada (HCI 2 M) e ultrassom resultou no
aumento do indice da cristalinidade do material para 78,8 %. Morén et
al. (2008) estudaram a extracdo e preparacdo de nanocelulose de fibras
de sisal e observaram indices de cristalinidade de cerca de 75 % para a
celulose comercial e a celulose tratada por hidrélise &cida, cloragdo,
extracdo alcalina e branqueamento. A avaliacdo foi realizada pelo
mesmo método.

Lengowski et al. (2013) submeteu folhas secas de celulose
Kraft branqueada de Eucalyptus spp. a hidrolise acida em solucdo
concentrada de &acido sulfirico (H2SQ.), variando a concentracdo acida,
0s tempos e as temperaturas de hidrolise. Os indices de cristalinidade
obtidos variaram entre 78,6 % e 89,7 %, mas houve formacdo de
celulose tipo Il para alguns tratamentos. A possivel causa foi a alta
concentragdo do &cido sulfurico (64 % v/v), associado as condi¢cdes do
processo, que ocasionaram a degradacgdo das regiGes amorfa e cristalina
das amostras e promoveram alteracGes nas ligacBes na cadeia da
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celulose. No presente estudo, utilizou-se uma solugdo &acida pouco
concentrada (HCI 2 M) e condi¢Ges de processo mais amenas, que
promoveram o aumento da cristalinidade da celulose, comparado a
celulose original (ndo tratada), mas, e principalmente, garantiram a
manutencdo da estrutura original da celulose (tipo I). As reacGes com
menores temperatura e concentracdo &cida sdo mais apropriadas para
obtencdo de um produto final mais homogéneo e de maior rendimento
(Lengowski et al., 2013).

O indice de cristalinidade dos filmes de amido (Tabela 5.12)
resultou em 28,8 % para os filmes de amido sem fibras e 32,7 % para 0s
filmes adicionados de microfibras de celulose. Esses resultados se
assemelham aos resultados de Fama et al. (2005), que encontraram uma
cristalinidade de 35,9 % em peliculas de amido de mandioca e glicerol.
Os resultados da Tabela 5.12 demonstram que a adicéo das microfibras
de celulose a suspensdo filmogénica contribuiu para 0 aumento da
cristalinidade das peliculas, mas vale salientar que esse pequeno
aumento se deve, possivelmente, & baixa concentracdo de microfibras de
celulose na amostra. Ma, Yu e Kennedy (2005), em seu trabalho sobre
compositos de amido reforcados com fibras naturais, mostraram que o
pico atribuido a cristalinidade de celulose (260 = 22 °) aumentou nas
amostras de filmes segundo o teor de fibra. Esses resultados corroboram
com os resultados apresentados na Figura 5.13.

5.3.3.5 Espectroscopia infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 5.14 apresenta os espectros FTIR das fibras ndo tratadas
e das microfibras de celulose produzidas por tratamento acido em HCI 2
M, durante 60 minutos, associado ao tratamento mecénico em ultrassom
por 30 minutos.

A Figura 5.14 apresenta perfis tipicos de fibras de celulose. O
modelo tradicional de celulose considera que as cadeias contém regides
cristalinas (organizadas) e amorfas (menos organizadas) (Liu, 2013). O
espectro correspondente as fibras ndo tratadas apresentou, no geral, uma
reducdo na intensidade de absorbancia das bandas, comparado ao
espectro das microfibras devido, provavelmente, & presenca de uma
propor¢do maior de regides amorfas na amostra de fibras ndo tratadas.
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Figura 5.14: Espectros FTIR das fibras ndo tratadas e microfibras de
celulose produzidas por hidrélise acida (HCI 2 M) e ultrassom.
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Na regido compreendida entre os nimeros de onda 3600 e 3100
cml, correspondente a distensdo da vibracdo dos grupos hidroxilo,
pode-se obter informacbes acerca dos enlaces de hidrogénio, tanto intra
como intermoleculares. As alteragdes na estrutura cristalina da celulose
promovem uma diminuicdo do nimero de enlaces de hidrogénio. A
celulose ndo tratada apresentou menor intensidade e menor nimero de
onda (3326,6 cm™) nessa regido do que as microfibras tratadas (3332,7
cmt), sugerindo uma maior quantidade de celulose amorfa nas fibras
ndo tratadas. Ja a vibracdo do grupamento C-H, relacionada a banda em
torno de ndmero de onda 2900 cm, sugere que quanto maior 0s
nimeros de onda, maior a proporcdo de regiGes amorfas da celulose.
Esse fato foi comprovado pelo maior nimero de onda da celulose nédo
tratada nessa regido (2904,24 cm™), comparada as microfibras (2894,56
cmt) (Ciolacu, Ciolacu e Popa, 2011).

No transcurso da hidrolise, as areas amorfas sdo as mais afetadas,
geralmente. Tanto na banda em torno 1430 cm! (vibragéo pela flexédo do
CH, simétrico), quanto em 898 cm™ (alongamento dos grupos C-O-C
nos enlaces B-(1—4)-glicosidicos), pode-se observar menores bandas de
absorcdo nas fibras ndo tratadas, indicando, uma vez mais, uma
proporgdo maior de regides amorfas nessa amostra. A banda de absorcéo
em 898 cm é chamada de banda amorfa e apresentou nimero de onda
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maior para as fibras ndo tratadas (900,6 cm?), comparado as microfibras
(898,6 cm™).

O indice de cristalinidade (IC) descreve a quantidade relativa de
material cristalino na celulose. Os indices empiricos (A1a20/Ases) € total
(A1375/A2000) S80 0s mais comumente utilizados para o célculo da
cristalinidade relativa da celulose, segundo Fan, Dan e Huang (2012).
Ambos os indices resultaram maiores nas microfibras (0,75 e 0,61
respectivamente) do que nas fibras originais (néo tratadas) (0,73 e 0,54
respectivamente), confirmando o aumento da cristalinidade da celulose
apos a hidrolise acida.

A Figura 5.15 apresenta os espectros FTIR dos filmes de amido-
glicerol e amido-glicerol-microfibras de celulose.

Figura 5.15: Espectros FTIR de filmes de amido-glicerol e amido-
glicerol-microfibras de celulose (6 g microfibras/100 g amido).
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De acordo com a Figura 5.15, os espectros com banda de
absorcéo principal entre 3600-3000 cm'%, referentes aos grupos hidroxilo
livres (OH) de amido puro, sdo perfis tipicos de filmes de amido de
mandioca (Marques et al., 2006). A banda em 3300 cm™ representa,
especificamente, a presenca de ligagdes de hidrogénio intramoleculares,
enquanto a banda em 2930 cm™ refere-se as vibracdes dos grupos C-H.
O aumento da intensidade de absorcdo nesta regido pode estar
relacionado a uma proporcdo mais elevada de ligagcdes covalentes do
amido puro. A banda na regido de 1645 cm™ esta relacionada com a
guantidade da agua ligada ao filme (Kacurakova e Mathlouthi, 1996).
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Esta apresentou-se maior no filme com microfibras, devido ao seu maior
indice de cristalinidade, refletido pelo maior nimero de onda (1648,82
cm?), comparado com o filme de amido sem fibras (1643,89 cm™). Na
regido entre 1200-900 cm, podem ser observadas bandas relacionadas
com grupos C-O e C-O-H, representantes das ligagBes glicosidicas e
ligagdes diferentes as estabelecidas com o amido (Marques et al., 2006).
O aumento na intensidade da absorb&ncia dos filmes adicionados de
microfibras nessa regido pode ter sido causado pelas interagdes com a
celulose.

Os indices de cristalinidade empiricos (Ai0/Asges) € total
(Aza7s/Az00) dos filmes foram calculados a fim de se avaliar o efeito da
adicdo das microfibras na cristalinidade relativa das amostras. Ambas as
relagdes resultaram maiores para os filmes adicionados de microfibras
(1,28 e 0,35, respectivamente) do que nos filmes de amido-glicerol (1,21
e 0,34, respectivamente), confirmando o aumento da cristalinidade dos
filmes de amido pela adi¢&o de microfibras de celulose.

5.3.3.6 Propriedades mecéanicas

Os resultados de espessura e dos parametros do teste de tragdo
dos filmes de amido-glicerol e amido-glicerol-microfibras de celulose
estdo apresentados na Tabela 5.13 e representados na Figura 5.16.

Tabela 5.13: Propriedades mecéanicas de filmes de amido de mandioca-
microfibras de celulose.

Espessura o e Y
(um) (MPa) (%) (MPa)
FO 1089+17,32 48+0,8° 17,2 + 4,02 1,5+0,3°
F1 1299+38,8* 146+1,1° 12,7+22® 12+0,2°
F2 132,6+33,820 27,1+28 108+16° 3,8+0,8
*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05).

Amostra

FO =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido;

F1 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 20 g fibras/100 g
amido;

F2 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 25 g fibras/100 g
amido.
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Esses resultados demonstram um aumento na espessura, na
resisténcia a tragdo (o) e no modulo de elasticidade (Y) dos filmes, em
paralelo a redug@o no alongamento (g), segundo o teor de microfibras de
celulose. O aumento nos valores de resisténcia a tracdo indica reforgo
mecanico dos filmes de amido com a adi¢do de microfibras de celulose
(Mdller, Yamashita e Laurindo, 2009a, Moraes et al., 2011; Moraes et
al., 2013). O aumento nos valores do mddulo de Young com a adi¢do de
microfibras indica aumento na rigidez dos filmes. Segundo Ma et al.,
(2005), este fato é atribuido a semelhanca entre as estruturas quimicas
da celulose e do amido.

Figura 5.16: Propriedades mecénicas de filmes de amido adicionados
de microfibras de celulose.
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Os resultados representados na Figura 5.16 estdo de acordo com
os reportados na literatura, sobre filmes de amido adicionados de
diferentes tipos de fibras (Curvelo et al., 2001; Lu, Weng e Cao, 2006;
Muiller, Yamashita e Laurindo, 2009a; Miuller, Yamashita e Laurindo,
2009b).

A maioria das teorias que explicam a acdo de refor¢co de um
agente de enchimento assume uma adesdo perfeita entre o material de
enchimento e a matriz polimérica. O tamanho da particula de
enchimento/reforco pode afetar grandemente a resisténcia a ruptura dos
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compositos. Em geral, a resisténcia a tragdo aumenta com a reducéo no
tamanho da particula de refor¢o. O aumento da area interfacial permite
uma ligacdo mais eficaz entre as particulas e a matriz. Paralelo ao
tamanho das particulas, a forma de incorporacdo desse material a matriz
também desempenha um papel importante na determinacéo da forga do
sistema (Ahmed e Jones, 1990).

O aumento associado da resisténcia a tracdo e espessura esta
relacionado com o processo de secagem. De acordo com Jansson e
Thuvander (2004), a explicacdo esta nas diferentes taxas de evaporacdo
de 4gua. Em filmes menos espessos, a agua evapora rapidamente e as
macromoléculas ndo tém tempo para se mover durante o processo de
secagem. Em contrapartida, tempos de secagem mais longos,
observados para filmes mais espessos, permitem que as macromoléculas
se reorientem, aumentando a cristalinidade do material. No presente
estudo, o aumento da concentracdo de microfibras resultou em filmes
mais espessos e mais resistentes.

O modulo de elasticidade ou médulo de Young é uma medida da
rigidez do sistema. Aumentando-se o teor de microfibras, hd um
aumento no valor do mddulo de armazenamento, indicando se tratar de
materiais mais rigidos, quando processados com maiores teores de
microfibras. Esses resultados estdo em concordancia com os dados
reportados por Miller et al. (2009), Moraes et al. (2012) e Moraes et al.
(2013). As teorias que lidam com sistemas compostos indicam que o
maodulo de elasticidade resultante depende apenas da fragdo volumétrica
do material de enchimento e ndo do tamanho da particula. No entanto,
em geral, 0 médulo de elasticidade aumenta a medida que o tamanho da
particula diminui. No presente estudo, a utilizagdo de fibras de celulose
reduzidas a microescala contribuiu para o aumento do médulo de
elasticidade dos filmes.

O alongamento na ruptura diminuiu com o teor de microfibras.
De acordo com Kunanopparat et al. (2008), a adicdo de fibras promove
a deplasticizacdo da matriz de amido, devido & competicdo pela
absorcao do plastificante entre a matriz de amido e as fibras.

O aumento de 6 ¢ Y e a reducdo de ¢ estdo relacionados ao
aumento da cristalinidade dos filmes com a adi¢do de microfibras de
celulose, como observado nos difratogramas de raios-X. As
propriedades mecénicas dos filmes sdo afetadas pela presenca de novos
compostos. Este comportamento € resultado de varios fatores, tais como
a cristalinidade, plastificacdo do polimero e interface fibra-matriz
(Persico et al., 2009).
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5.3.3.7 Propriedades de barreira a agua
5.3.3.7.1 Isotermas de sorcéo de umidade

A Figura 5.17 apresenta as isotermas de sor¢do de umidade dos
filmes de amido. A Tabela 5.14 apresenta os parametros do modelo
GAB e os coeficientes de correlacéo.

Figura 5.17: Isotermas de sor¢do de umidade - Ajuste de GAB aos
dados experimentais de umidade de equilibrio versus aw de filmes de
amido-glicerol (FO) e filmes de amido-glicerol-microfibras de celulose
(F2).
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FO =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido;
F2 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 25 g fibras
/100 g amido.

As isotermas de sor¢do de umidade resultaram em curvas do tipo
sigmoidal, com comportamento caracteristico de materiais amilaceos
hidrofilicos. O modelo de GAB (Guggenheim - Anderson - de Boer) se
ajustou bem aos dados experimentais (R? = 0,99), em acordo com o
reportado anteriormente por outros estudos (Mali et al., 2005; Mdller,
Yamashita e Laurindo, 2009b). A inclinagdo da curva (curve shoulder)
préximo a aw = 0,03 foi reduzida com a adicdo de microfibras de
celulose nos filmes, como reportado por Miller, Yamashita e Laurindo
(2009b) e Moraes et al. (2012), confirmando a menor higroscopicidade
das fibras de celulose, em relagdo ao amido.
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Tabela 5.14 Parametros estimados do modelo de GAB ajustado aos
dados experimentais de sor¢do de agua dos filmes de amido-glicerol
(F0) e filmes de amido-glicerol-microfibras de celulose (F2).

Pardmetros GAB FO F2
Xo(9.97) 0,0779 0,0584
k 0,9216 0,9476
C 137,18 16,52
R2 0,9880 0,9872
RMSE 0,0160 0,0034

Considerando-se que a diferenca entre as formulacdes estd na
presenca de microfibras de celulose, pode-se afirmar que a adigdo desse
material & suspensdo filmogénica de amido promoveu a redugdo da
umidade de equilibrio, confirmada pela reducdo do teor de &gua na
monocamada (Xo). Esse valor indica a quantidade maxima de agua que
pode ser adsorvida em uma Unica camada por grama de filme seco e
representa uma medida do ndmero de sitios de sorcao.

A adicdo de um agente plastificante - glicerol - provém mais
sitios ativos de sorgdo, através da exposicao dos seus grupos hidrofilicos
hidroxilo, nos quais as moléculas de 4gua podem ser adsorvidas (Mali et
al., 2005). Ambas as formulacGes contém a mesma concentracdo de
glicerol, de forma que a diferenca nos valores de Xo € devida a presenca
das microfibras de celulose, menos higroscépicas do que o amido. A
isoterma de sorcdo correspondente a formulacdo contendo microfibras
de celulose (F2) demonstra claramente uma higroscopicidade inferior,
em acordo com trabalhos relatados pela literatura (Curvelo et al., 2001;.
Dufresne e Vignon, 1998;. Muller et al., 2009, Moraes et al., 2012).
Segundo Avérous et al. (2001), esse comportamento é atribuido as
interacGes entre as fibras e os sitios hidrofilicos da cadeia de amido, em
substituicdo as interagcbes amido-a4gua, predominantes em filmes sem
fibras.

O valor do pardmetro C, relativo ao calor de adsorcdo na
monocamada, apresentou uma grande variagao, reduzindo drasticamente
com a adi¢do de microfibras de celulose. Por outro lado, o valor de k
apresentou pequena variagdo com a adi¢cdo de microfibras na suspensao
filmogénica. Segundo Fidelis et al. (2015), os valores da constante de
sor¢cdo na multicamada (k) estdo correlacionadas com o comportamento
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isotérmico em a, acima de 0,65. Quanto maior a absorcdo de agua dos
filmes nessa regido, maiores os valores de k. Os valores dos parametros
de GAB encontrados neste estudo estdo de acordo com valores relatados
na literatura, para filmes de amido (Mdiller, Yamashita e Laurindo,
2008).

Os resultados do estudo de Curvelo, Carvalho e Agnelli (2001),
sobre a producdo de um composito de amido de milho termoplastico e
fibras de celulose, demonstraram uma reducdo de sor¢do de umidade
com a incorporacdo de fibras. Estes resultados séo atribuidos ao fato de
gue o amido é mais hidréfilo do que a celulose, associado ao fato de que
parte do plastificante é absorvido pelas fibras, resultando em uma matriz
menos hidrofila. Dufresne e Vignon (1998) encontraram um resultado
semelhante para a absor¢do de 4gua em filmes de amido e microfibrilas
de celulose. O comportamento das isotermas de sor¢ao representadas no
presente estudo se assemelha aos encontrados pelos autores acima
citados.

5.3.3.7.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
A Tabela 5.15 apresenta os valores de umidade e permeabilidade
ao vapor de agua (PVA) dos filmes de amido, correspondentes as

formulagdes FO, F1 e F2.

Tabela 5.15: Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) de filmes de
amido e microfibras de celulose.

Amostra Umidade PVA
(%) (g.h'tmtPal)x 107
FO 13,0+£0,12 49 +0,1°
F1 10,8 +0,3° 3,7+0,1°
F2 10,5+ 0,4° 3,6 +0,1°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05).

FO =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido;

F1 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 20 g fibras/
100 g amido;

F2 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 25 g fibras/
100 g amido.
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De acordo com os resultados da Tabela 5.15, a incorporacdo de
microfibras de celulose reduziu significativamente (p<0,05) a umidade
dos filmes. Isso se deve a menor afinidade das fibras de celulose pela
agua, comparado ao amido (Curvelo et al., 2001; Dufresne e Vignon,
1998; Ma et al., 2005; Miiller, Yamashita e Laurindo, 2009Db).

O plastificante glicerol torna as cadeias poliméricas menos densas
e, consequentemente, mais permeaveis. Além disso, o0 carater
higroscépico do plastificante aumenta o contetido de agua no filme e a
mobilidade das moléculas (Cuq et al., 1997). No entanto, sabendo-se
que o glicerol é comum as trés formulacdes, pode-se afirmar que a
diferenca nos valores de PVA é devida ao conteldo de microfibras de
celulose nos filmes.

A adicdo de cargas em um polimero afeta o mecanismo de
difusdo através do material, devido as diferencas nas propriedades de
permeabilidade entre a matriz e as particulas. Em polimeros
semicristalinos, a difusdo das moléculas ocorre através da fase amorfa,
ou seja, a fracdo cristalina ndo contribui para a permeabilidade (Persico
et al., 2009). Dessa forma, pode-se afirmar que os filmes F1 e F2 tem
menor PVA, comparados ao filme FO, devido a menor fragdo amorfa
presente nas amostras. Além disso, 0 maior coeficiente de solubilidade
da agua nos filmes sem fibras (FO) justifica a maior PVA observada,
comparado aos filmes F1 e F2 (adicionados de microfibras de celulose)
(Dufresne e Vignon, 1998).

A PVA dos filmes também esta relacionada a sua espessura. Os
filmes mais espessos apresentaram menor PVA. Esse comportamento é
explicado pela estrutura de filmes mais espessos e pelos tempos de
secagem mais longos, que resultam em organizagbes mais densas e
cristalinidades mais elevadas das moléculas de amido (Moraes et al.,
2015).

Além desses fatores, o conteldo de agua e as interagbes em
filmes de amido sdo dependentes da umidade relativa (UR) a qual esses
materiais sdo expostos. Miuller, Yamashita e Laurindo (2009b)
observaram que o aumento da UR do ar resultou em valores de PVA
mais elevados para as amostras estudadas. Mali (2002) estudou a PVA
de filmes de amido de inhame condicionados em umidade relativa de 2-
75 % e encontrou valores de 107 g / m. h. Pa, aproximadamente. Esses
valores sdo similares aos encontrados no presente estudo para filmes de
amido de mandioca.
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5.4. Conclusdes parciais

v

v

A associacdo dos tratamentos 4cido e mecénico é capaz de produzir
suspensdes estaveis de celulose em microescala;

A hidrdlise &cida e o tratamento com ultrassom ndo produzem
grande efeito na reducdo do tamanho original das fibras, quando
aplicados separadamente;

O é&cido sulfarico ndo foi capaz de reduzir significativamente o
tamanho das fibras de celulose e/ou produzir uma suspensao estavel,
nas condic@es utilizadas nos tratamentos;

A hidrélise acida com éacido cloridrico promoveu a reducdo do
tamanho das fibras de celulose em mais de 10 vezes o tamanho
original e produziu suspensdes estaveis;

Os tratamentos &cido e mecanico associados promoveram o0 aumento
da cristalinidade da celulose e dos filmes aos quais foi adicionada,
mas ndo alteraram a estrutura/conformac&o original das fibras;

Os espectros FTIR corroboram com os resultados de DRX, no que
diz respeito ao aumento da cristalinidade da celulose, promovido
pelos tratamentos para producdo de microfibras, e dos filmes
adicionados de microfibras;

A utilizacdo das fibras de celulose em escala micrométrica permitou
maior e melhor adesdo a matriz polimérica, contribuindo para o
refor¢co mecénico dos filmes de amido-glicerol;

A umidade de equilibrio dos filmes de amido foi reduzida com a
adicdo de microfibras de celulose, devido a higroscopicidade inferior
das fibras, comparada ao amido, e as intera¢des fibras-amido;

A PVA dos filmes de amido foi reduzida devido a reducdo da
difusividade e coeficiente de solubilidade de agua nos filmes,
promovida pela adicdo de microfibras de celulose a matriz
polimérica.
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CAPITULO 6

PRODUGAO E CARACTERIZACAO DE FILMES ATIVOS
ANTIMICROBIANOS APLICADOS NA CONSERVAGCAO DE
PAES

6.1 Introducéo

O uso de filmes e revestimentos comestiveis é uma alternativa
complementar de preservacdo e manutencdo da qualidade dos alimentos
durante o seu armazenamento. Além disso, esses materiais s&0 um meio
viavel para a incorporacdo de agentes antimicrobianos, antioxidantes,
aromatizantes, nutrientes e corantes, que incrementam sua fungdo
protetora (Perez-Gago e Krochta, 2001).

A incorporacdo de conservantes naturais ao material de
embalagem cria possibilidades de eliminagdo ou reducdo do uso de
aditivos e representa uma vantagem em relacdo a aplicacdo direta de
conservantes sintéticos para extensdo da vida Gtil de alimentos. Dentre
os aditivos de origem natural aplicados a essas embalagens, destacam-se
o0s extratos de plantas e seus 6leos essenciais (Appendini e Hotchkiss,
2002; Suppakul et al., 2003).

Os 6leos essenciais sdo caracterizados pela presenca de
componentes muito volateis, mesmo a temperatura ambiente. Neste
caso, 0 processo de microencapsulamento permite a retencdo e
volatilizagdo gradual desses compostos, contribuindo para um efeito
prolongado da atividade de seus componentes (Teodoro et al., 2014).
Quando incorporados a uma matriz polimérica, os agentes
antimicrobianos microencapsulados d@o origem aos filmes ativos
antimicrobianos.

A incorporagdo de compostos ativos microencapsulados em
polimeros sugere uma liberacdo gradual do agente antimicrobiano e
constitui uma vantagem sobre a imers&o em solugdo contendo o ativo ou
a pulverizacdo desses ativos na superficie dos alimentos. Nesses
processos, a atividade antimicrobiana dos ativos pode ser rapidamente
reduzida, devido a inativacdo dos agentes ou a diluicdo da concentracdo
ativa por componentes dos alimentos. Quando o agente antimicrobiano é
liberado ao longo do tempo, a cinética de crescimento microbiano na
superficie do produto e a atividade antimicrobiana dos agentes
incorporados aos filmes podem ser equilibradas. A ideia € que a
liberacdo do agente antimicrobiano seja mantida a uma taxa tal, de modo
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gue a concentracdo na superficie se mantenha acima da concentracdo
minima inibitéria (Appendini e Hotchkiss, 2002).

Os fatores que influenciam a liberagho dos ativos
microencapsulados incluem o tipo e a geometria das particulas do
nicleo e do material encapsulante, as interacBes entre o material
encapsulante e o nucleo, a volatilidade dos compostos, a proporcao entre
nicleo e encapsulante e o tamanho das particulas (Azeredo, 2005).
Outros fatores que afetam as taxas de liberacdo sdo o método de
producdo do filme e a interacdo quimica entre o agente e o polimero
(Suppakul et al., 2003).

Além das caracteristicas das microcapsulas e do filme
antimicrobiano, os componentes alimentares afetam significativamente a
eficacia das substancias antimicrobianas e a sua liberagdo. Associado a
composicdo dos alimentos, as condi¢fes de armazenamento também
afetam a capacidade antimicrobiana das embalagens ativas. O aumento
da temperatura e/ou umidade relativa de armazenamento pode aumentar
a taxa de migracdo dos agentes ativos na pelicula (Quintavalla e Vicini,
2002; Suppakul et al., 2003).

Os pées pertencem a uma categoria de alimentos de consumo
elevado e valor agregado significativo. Sabe-se também que esses
alimentos possuem vida Util reduzida, delimitada pela seguranca
microbioldgica, razdo pela qual muitos produtos sdo inutilizados para
consumo pouco tempo apo6s a sua produgdo (Gutiérrez et al., 2009).
Uma das alternativas para a reducdo das perdas por deterioracdo
microbiana é a utilizacdo de embalagens ativas antimicrobianas,
associadas aos métodos tradicionais de conservacdo de pdes. As
embalagens ativas interagem com o produto e sdo capazes de reduzir,
inibir ou retardar o crescimento de microrganismos, prolongando a vida
atil do alimento embalado (Han, 2000; Souza et al., 2013).

A embalagem antimicrobiana pode desempenhar um papel
importante na reducdo do crescimento de agentes deteriorantes e
patogénicos. Importante salientar que essas embalagens devem ser
consideradas como uma das etapas da ‘tecnologia de obstaculos’, capaz
de retardar o crescimento microbiano e estender o prazo de validade de
alimentos pereciveis (Appendini e Hotchkiss, 2002).

Diante do exposto, o objetivo principal desse estudo foi a
producdo de um filme ativo antimicrobiano, a partir da incorporacéo de
o6leo essencial de orégano microencapsulado numa matriz polimérica a
base de amido-microfibras de celulose, e a avaliacdo da sua atividade
antimicrobiana, quando aplicado na conservacao de paes de forma.
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6.2 Materiais e Métodos
6.2.1 Matéria-prima:

Os filmes ativos antimicrobianos foram elaborados utilizando-se
amido de mandioca (17 a 20 % de amilose e 80 a 83 % de amilopectina)
(Companhia Lorenz - Indaial — SC); microfibras de celulose de
eucalipto, produzidas conforme disposto no Capitulo 5; plastificante
glicerol (Vetec Quimica Fina - RJ) e microcépsulas de goma aréabica
contendo 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare), produzidas
conforme disposto no Capitulo 4.

6.2.2 Elaboracao da suspenséo filmogénica:

As suspensfes filmogénicas foram preparadas mediante o
aquecimento e agitagdo de uma mistura de amido-glicerol-microfibras
de celulose, conforme descrito no Capitulo 5 — item 2.3. De acordo com
os resultados das analises das propriedades dos filmes de amido-
microfibras de celulose, apresentados no Capitulo5, a suspenséo
filmogénica foi elaborada obedecendo-se a seguinte formulagdo: 5 g de
amido/100 mL de suspensdo, 25 g de glicerol/100 g de amido e 25 g de
microfibras/100 g de amido. Para a producdo dos filmes ativos
antimicrobianos, a suspensdo gelatinizada foi adicionada das
microcapsulas contendo 6leo essencial de orégano, em concentracdes
variadas. A homogeneizagdo foi realizada em agitador mecénico
(Agitador Digital IKA RW 20 - China).

6.2.3 Producao de filmes por tape-casting:

Os filmes antimicrobianos foram produzidos por tape-casting, em
condicdes de processo e equipamento descritos no Capitulo 5 — item 2.4,
Apos a secagem, os filmes foram condicionados em c&mara & umidade
relativa de 75 %, a temperatura ambiente, por 96 horas. Os ensaios de
caracterizacdo foram realizados apds o condicionamento das amostras.
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6.2.4 Caracterizacdo dos filmes:
6.2.4.1 Umidade

A umidade dos filmes foi determinada em Analisador de
Umidade Smart Turbo (CEM Corporation — USA), segundo os métodos
oficiais da A.O.A.C. (Association of Official Agricultural Chemists)
(1995).

6.2.4.2 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada em micrémetro digital
(Digimatic MDC-Lite, Japdo) (resolucdo de 0,001 mm). As medidas
foram realizadas em pontos aleatdrios das amostras.

6.2.4.3 Microestrutura

A microestrutura dos filmes foi avaliada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), em microscépio JEOL JSM 6390LV.

6.2.4.4 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes foi expressa pela dose
minima inibitéria (MID), determinada pelo método de volatilizacdo em
disco, conforme descrito no Capitulo 3 - item 2.4.3. A MID foi
considerada a concentragdo de dleo de orégano microencapsulado (uL/L
de headspace) capaz de inibir visivel e completamente o crescimento
dos microrganismos.

Além da determinacdo da MID, foram avaliados os efeitos
temporario/prolongado e  fungistatico/fungicida  dos  filmes
antimicrobianos, conforme descrito no Capitulo 3 — item 2.4.3. As
placas foram avaliadas a cada 7 dias, durante o periodo maximo de 21
dias.

A atividade antimicrobiana dos filmes ativos também foi
avaliada pelo método de difusdo em disco (antifungigrama), conforme
Norma M02-A11 (NCCLS, 2012), com modificacoes.
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6.2.4.4.1 Método de difusdo em disco (antifungigrama)

O teste de difusdo em disco avalia a atividade de uma substancia
frente a um microrganismo e relaciona o tamanho da zona de inibicéo do
crescimento microbiano a substancia ensaiada (Pinto, Kaneko e Ohara,
2003).

Inicialmente, o meio de cultivo PDA estéril, acrescido de 0,1 %
de solucédo corante Rosa de Bengala 5 % (p/v), foi adicionado as placas
de Petri estéreis. Apos a solidificacdo do meio, a superficie do &gar foi
inoculada com 100 pL da suspensdo do inéculo padrdo de Aspergillus
flavus e Penicillium commune (preparado conforme disposto no
Capitulo 3 - item 2.4.1). Discos de 2,0 cm de filmes antimicrobianos
foram aplicados sobre a superficie do agar inoculado. As concentragdes
testadas variaram de 0,5 a 10 g de microcapsulas/100 mL de suspenséo.
O controle foi realizado com filmes ndo adicionados de microcéapsulas.
As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C por 96 horas e as zonas
de inibi¢do de crescimento dos microrganismos foram medidas com o
auxilio de um paquimetro.

6.2.4.5 Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por
ensaios de tragdo em texturbmetro (TA-XT2i, Stable Micro Systems,
England), com base no método D882-02 (ASTM, 2002), conforme
descrito no Capitulo 5 — item 5.2.5.8.

6.2.4.6 Propriedades de barreira a agua

6.2.4.6.1 Isotermas de sor¢do de umidade

As isotermas de sor¢do de umidade dos filmes antimicrobianos
foram determinadas pelo método gravimétrico estatico, conforme
descrito no Capitulo 5 — item 5.2.5.9.1.

6.2.4.6.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi avaliada

com base no método padrdo E96-80 (ASTM, 1989), conforme descrito
no Capitulo 5 — item 5.2.5.9.2.
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6.2.5 Aplicacdo — filmes antimicrobianos e a conservacédo de
péaes

A avaliacdo da capacidade dos filmes antimicrobianos de retardar
0 desenvolvimento flngico em pées de forma foi realizada por anélise
microbioldgica de contagem, baseado na metodologia proposta por
Lépez et al. (2013), com adaptacdes.

A formulagdo do filme antimicrobiano utilizado nessa etapa foi
selecionada com base nos resultados dos ensaios microbioldgicos
anteriores de MID e difusdo em disco: 5 g de amido de mandioca/100
mL de suspensdo, 25 g de glicerol/100 g de amido, 25 g de microfibras
de celulose/100 g de amido e 1,5 g de microcapsulas/100 mL de
suspenséo.

Os pées de forma foram produzidos e adquiridos na padaria do
supermercado Hiper Bom, em Floriandpolis — SC. Os paes foram
elaborados com farinha de trigo enriquecida com ferro e acido fdlico,
acucar cristal, gordura vegetal hidrogenada, sal refinado, aromatizante
artificial e melhoradores de farinha. Os pdes de forma foram
armazenados em temperatura ambiente. A validade dos pées é de 5 dias.
O experimento teve inicio no ultimo dia do prazo de validade dos paes.

As fatias de pdes de forma foram cortadas em quadrados de 6 cm
X 6 cm e acondicionadas, individualmente, em embalagens estéreis de
16,5 cm x 19,5 cm, de polipropileno biorientado e polietileno de baixa
densidade (PPBO/PEBD), espessura de 75 pm, permeavel ao vapor de
agua, ao oxigénio e a luz. Os filmes ativos foram cortados em quadrados
de 4 cm x 4 cm e embalados em contato com os paes, conforme
demonstra a Figura 6.1 (a). O controle foi realizado com pédes embalados
sem o filme antimicrobiano - Figura 6.1 (b). As embalagens foram
seladas (Selovac, 200B) e mantidas em condi¢des ambientes (T e UR)
até o momento da analise.

A cada 7 dias, 2,5 g de pdo foram homogeneizados em 40 mL de
agua peptonada estéril 1 %. A seguir, foram realizadas diluigdes com o
homogeneizado, seguidas de plaqueamento por profundidade em meio
de cultura PDA estéril, acrescido de 0,1 % de solugdo corante Rosa de
Bengala 5 % (p/v). As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C por 7
dias, seguidos da contagem do nimero de col6nias. Os resultados foram
expressos em UFC/g pdo. A andlise das amostras, para verificacdo da
presenca de colbnias visiveis a olho nu, foi realizada diariamente.
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A cada repeticdo da analise de contagem microbiana, os pées de
forma e filmes também foram caracterizados quanto ao pH, aw e
umidade (%).

Figura 6.1: Pdes de forma embalados em contato com o filme ativo
antimicrobiano (a); e na auséncia do filme ativo (controle) (b).

(@) Comfilmeativo ~  (b) Sem filme ativo

O tempo de extensdo da vida util dos paes pelo filme
antimicrobiano foi definido como o necessario para se alcancar a
contagem maxima de fungos e bolores para produtos de panificacéo (5 x
10% UFC/g de amostra), estabelecido pela Portaria n® 451, do Ministério
da Salde (1997), que define critérios e padrdes microbiol6gicos para
alimentos.

6.2.6 Andlise estatistica
O tratamento estatistico dos resultados foi realizado com o

auxilio do software Statistica 8 (StatSoft, EUA), por meio de Anélise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey de comparacdo de médias (p<0,05).
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6.3 Resultados e Discussao
6.3.1 Caracterizacéo dos filmes:
6.3.1.1 Microestrutura

A Figura 6.2 apresenta os resultados da microscopia eletrénica de
varredura dos filmes antimicrobianos.

Figura 6.2: Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes de
amido-microfibras de celulose e microcapsulas de dleo essencial de
orégano (a) superficie; (b) corte transversal. Linha vermelha:
distribuicdo das microcapsulas na matriz polimérica.

£ H % - .
# 110kv / X100, 100pm ’  LCME-UFSC “T

10kV X400 50pm

o —

10kV. X700 20pm LCME-UFSC - /%1,0004 40 LCME-UFSC
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A dificuldade na visualizacdo se deve, principalmente, a
diferenca nas dimensdes dos materiais que compdem o filme, como as
microfibras de celulose e as microcéapsulas, por exemplo. Além disso, a
pequena concentracdo de microcapsulas nos filmes (1,5 g
microcapsulas/100 mL suspensdo) e seu o tamanho médio (0,8 pm)
também podem ter contribuido nesse sentido.

6.3.1.2 Atividade antimicrobiana
6.3.1.2.1 Dose minima inibit6ria (MID)

Os resultados de MID dos filmes antimicrobianos estdo
apresentados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1: MID (uL/L) dos filmes antimicrobianos contra os fungos A.
flavus e P. commune.

Microrganismo | MID (uL/ L)
P. commune 136,8
A. flavus 136,8

Os resultados de MID demonstram que os filmes antimicrobianos
apresentaram o mesmo efeito sobre os fungos A. flavus e P.commune -
inibicdo de 100 % do crescimento — na concentracdo de 1,5 ¢
microcapsulas/100 mL suspensdo filmogénica. Esses resultados
confirmam a importancia de se considerar a composi¢do da amostra em
estudo e as interaces entre 0s compostos na avaliacdo dos resultados,
uma vez que o Oleo de orégano manifestou capacidades antimicrobianas
diferentes quando avaliado no seu estado puro, microencapsulado e
incorporado em filmes de amido.

A manisfestacéo da atividade antimicrobiana do 6leo de orégano
microencapsulado e incorporado no filme de amido-microfibras de
celulose depende da capacidade das moléculas de se difundirem para a
superficie das microcépsulas e, posteriormente, pela matriz do filme.
Segundo Valencia-Chamorro et al. (2008), a eficicia na difusdo de um
agente antimicrobiano incorporado a um filme depende do tamanho, da
forma (linear, ramificada ou ciclica) e da polaridade da molécula
difusiva, da estrutura quimica do filme e do grau de formacdo de
ligacdes cruzadas entre as moléculas. A forma das moléculas relaciona-
se de maneira diferente as taxas de difusdo. Os Oleos essenciais séo
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substancias multicomponentes. O carvacrol, composto majoritario do
6leo de orégano utilizado no presente estudo, apresenta uma estrutura
ciclica. Cagri, Ustunol e Ryser (2001) relataram que o uso de filmes a
base de proteina de soro isolada contendo &cido sorbico (estrutura
linear) resultou numa maior inibigdo de Listeria monocytogenes do que
as peliculas contendo acido p-aminobenzéico (estrutura ciclica).

Além do agente antimicrobiano, polimeros de diferentes
constituicdes retém dleos essenciais em diferentes graus. A producédo de
filmes ativos necessita de concentragfes de 6leo essencial capazes de
promover a saturacdo do sistema pela presenca de moléculas livres e ndo
prejudicar a expressdo da atividade antimicrobiana do composto (Avila-
Sosa et al., 2012). No presente estudo, o composto-base (amido de
mandioca) utilizado na producdo dos filmes ativos pode ter interagido
com os componentes do dleo de orégano e as propriedades, do ativo ou
do amido, podem ter sido afetadas como resultado desta interagdo. Um
composto ativo complexado com amido € diferente do composto no seu
estado livre, no que diz respeito a solubilidade, difusividade, coeficiente
de particdo e capacidade de penetrar as membranas biolégicas. A
eficacia do composto pode ser alterada, se 0 mesmo esta ligado a tal
complexo; quando o complexo se dissocia, 0 composto pode, entéo,
tornar-se disponivel e promover o efeito desejado (Mansour e Guth,
1968).

Segundo Mansour e Guth (1968), a natureza da interacdo da
matriz com os agentes antimicrobianos depende do tipo de matriz e da
concentracdo e das caracteristicas quimicas do conservante. No trabalho
de Royo et al. (2010), o 6leo de salvia adicionado a filmes de proteina
do soro do leite ndo apresentou atividade antimicrobiana na
concentracdo utilizada. Segundo os autores, isto se deve, provavelmente,
a baixa difusividade dos compostos ativos na matriz de proteina de soro
de leite. Este resultado sugere que a atividade antimicrobiana de filmes
ativos é funcdo do tipo de composto e do processo utilizado na sua
producdo, ou seja, um Unico bleo essencial pode ou ndo ter um efeito
antimicrobiano, dependendo da matriz utilizada e da sua capacidade de
liberar o composto ativo.

Cagri et al. (2001) relataram que filmes elaborados com proteinas
promovem melhor retencdo de moléculas ciclicas, como o timol, o
eugenol e o carvacrol, do que filmes a base de polissacarideos. Ponce et
al. (2008) observaram que as intera¢des quimicas entre 0s grupos amino
de um filme a base de caseina e os grupos carboxila podem blogquear os
sitios antimicrobianos ativos. No trabalho Avila-Sosa et al. (2012), a
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utilizacdo de filmes de quitosana ou amido resultou numa menor
retencdo dos compostos volateis, ou seja, 0 aumento do nimero de
moléculas na fase vapor, responsaveis pelo aumento da atividade
antimicrobiana, ocorreu em concentracdes mais baixas dos 6leos de
canela e orégano mexicano.

Além do composto-base, os demais componentes do filme podem
interferir na atividade do composto incorporado a matriz. Algumas
macromoléculas, como a celulose e seus derivados, além de serem alvos
potenciais para o crescimento microbiano, também interagem em algum
grau com o0s conservantes, reduzindo assim a disponibilidade dos
mesmos para exercer atividade antimicrobiana. Esses compostos podem
inibir a atividade do agente, através da interagdo com o conservante e
reducdo da sua disponibilidade para as células microbianas ou por
oferecer protecdo fisica as células contra a acdo do ativo (Kurup, Wan e
Chan, 1995). As interacGes entre 0 amido e as microfibras de celulose
com o 6leo de orégano podem ter determinado o resultado de atividade
antimicrobiana encontrado neste estudo. Os resultados da analise de
MID justificam a necessidade de adigdo de maiores concentracdes do
composto ativo na elaboracdo dos filmes antimicrobianos, devido a
redugdo da volatilidade relativa dos compostos ativos, promovida pelo
microencapsulamento, e possivel perda parcial de atividade do 6leo de
orégano, resultante das interagdes com os componentes do filme.

Apesar disso, a complexa¢do de um composto ativo com o amido
pode ser um método Util para retardar a liberacdo de um composto e,
assim, reduzir a sua toxicidade (Mansour e Guth, 1968). Diante disso, e
apesar do potencial citotoxico, o 6leo de orégano microencapsulado e
incorporado a uma matriz de amido e microfibras de celulose pode se
apresentar como uma boa alternativa para a conservagdo de paes de
forma (objetivo do estudo).

A avaliagho dos  efeitos  temporéario/prolongado e
fungistatico/fungicida dos filmes antimicrobianos foi realizada em
filmes elaborados com a concentragdo de microcapsulas sugerida pelos
resultados de MID. Os efeitos resultaram prolongado e fungicida ao
final de 21 dias. Esse resultado depende, no geral, da concentracdo dos
compostos ativos e do tamanho do inéculo.
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6.3.1.2.2 Método de difusdo em disco (antifungigrama)

Os resultados do antifungigrama, expressos pelo halo de inibicdo
do crescimento de A. flavus e P.commune, promovido pelo uso de filme
antimicrobiano, estdo apresentados na Tabela 6.2.

A literatura ndo dispfe de uma medida limite de halo (mm).
Dessa forma, convencionou-se que a presenga ou auséncia de halo de
inibicdo representam resisténcia ou sensibilidade a substancia testada
(Nweze, Mukherjee e Ghannoum, 2010).

Tabela 6.2: Didmetro (mm) do halo de inibi¢cdo do crescimento de A.
flavus e P. commune.

Concentra(;éo de *Diametro (mm) halo de Inlblgéo
microcapsulas A. flavus P. commune
(mg/mL de suspensao)
15 **Auséncia **Auséncia
20 15,1 6,5
30 39,0 33,0

*Diametro (mm) do halo de inibicdo, descontado o didmetro do disco
de filme.
**Auséncia de halo = crescimento em toda a superficie da placa.

Os resultados da Tabela 6.2 sugerem que o A. flavus é mais
sensivel aos efeitos do 6leo essencial de orégano microencapsulado e
incorporado aos filmes de amido-microfibras de celulose do que o P.
commune, nas concentracdes testadas. Os resultados da andlise
demonstram que o0 aumento na concentragdo do composto
antimicrobiano resultou no aumento do halo de inibicdo. Os fungos A.
flavus e P. commune provaram-se sensiveis ao Oleo de orégano
microencapsulado e incorporado em filmes de amido em concentragdes
> 20 mg/mL. Esse comportamento também foi observado por Botre et
al. (2010), em seu trabalho sobre incorporacédo de 6leo de orégano em
filmes celul6sicos para aplicagdo em pizza pronta refrigerada, em que o
aumento da concentragdo do 6leo resultou no aumento do halo de
inibicdo do crescimento de Penicillium spp e S. aureus.

A Figura 6.3 representa os resultados do antifungigrama
(Tabela 6.2).
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Figura 6.3: Halo de inibic&o de crescimento de A. flavus e P.commune
por filmes antimicrobianos.

(@ 15 mg/mL — Auséncia de halo de inibicdo

Aspergillus flavus Penicillium commune

(b) 20 mg/mL — Presenca de halo de inibigdo (em preto)

Aspergillus flavus Penicillium commune

(c) 30 mg/mL - Presenca de halo de inibi¢do (em preto)

Aspergillus flavus Penicillium commune

A atividade antimicrobiana determinada pela técnica de difusdo
em 4gar é significativamente influenciada pelo tipo e tamanho do disco,
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pela concentracdo do composto ativo, pela capacidade do ativo de se
difundir no meio de cultura, pelas propriedades do meio e pelos
microrganismos investigados. Nesse método, a presenca de matéria
particulada na amostra pode interferir na difusdo da substncia
antimicrobiana no agar (Rios, Recio e Villar, 1988). Segundo Cagri,
Ustunol e Ryser (2001), uma interagdo entre 0s grupamentos do
polimero e os componentes do agente incorporado pode reduzir ou até
impedir a migracdo dos compostos ativos para o sistema. Dessa forma,
0s resultados obtidos com essa técnica devem ser utilizados somente
como avaliagdo preliminar da sensibilidade de microrganismos as
diferentes substancias com propriedades antimicrobianas.

Alguns autores afirmam que os resultados obtidos com este
método sdo somente qualitativos e nem sempre reprodutiveis. No
entanto, associados aos resultados de técnicas complementares, como 0
método de volatilizacdo em disco (MID), é possivel se determinar o
potencial antimicrobiano de muitos compostos e/ou a resisténcia de
muitas classes de microrganismos.

Apesar das limitacdes, esta continua a ser a técnica mais comum
utilizada para a avaliacdo da capacidade antimicrobiana de o6leos
essenciais (microencapsulados ou nao) adicionados em filmes (Kalemba
e Kunicka, 2003).

6.3.1.3 Propriedades mecéanicas

A Tabela 6.3 apresenta os resultados da analise de tracdo dos
filmes ativos.

Tabela 6.3: Propriedades mecénicas de filmes antimicrobianos
adicionados de 6leo essencial de orégano microencapsulado.

Espessura o e Y
(um) (MPa) (%) (MPa)

F2 132,6 £33,80 27,1+2,8  10,8+1,6° 3,8+0,82
F3 152,3+12,72 20,2+ 3,1° 17,9+1,82 3,7+0,42

Amostra

*Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).

F2 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 25 g fibras/100 g amido;
F3 =5 % amido + 25 g glicerol/100 g amido + 25 g fibras/100 g amido
+ 1,5 g microcapsulas/ 100 mL suspensao.
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As propriedades mecénicas de embalagens antimicrobianas
dependem das caracteristicas do ativo, da composi¢do quimica final do
polimero, da interacdo entre o polimero e o ativo e das condigdes de
processamento do material (Gontard e Guilbert, 1996, Atarés, Bonilla e
Chiralt, 2010). Os resultados da Tabela 6.3 demonstram que a
incorporacao de 6leo essencial de orégano microencapsulado em filmes
de amido de mandioca-microfibras de celulose promoveu uma reducéao
significativa (p<0,05) na resisténcia a tracdo (o) desse material. A
elongacdo, ao contrario, teve um aumento significativo (p<0,05) com a
adicdo das microcapsulas. O modulo de Young, que representa a rigidez
dos filmes, ndo variou significativamente (p<0,05) com a incorporacéo
das microcapsulas de 6leo essencial, comparado ao filme controle (F2).

A Figura 6.4 retrata o efeito da adicdo do ativo antimicrobiano
nas propriedades mecanicas dos filmes.

Figura 6.4: Efeito da adicdo de microcapsulas de dleo essencial de
orégano nas propriedades mecanicas de filmes de amido de mandioca-
microfibras de celulose.

30 - —=— & (MPa)
== ¢ (%)
~ ceo®ee Y (MP

25 | ~<_ (MPa)
(%2} ~ -~
8 S~o
<§ 20
£ ="
% 15 ’—’—

-

'g —""
D -
'S 10 - %
o
o
S
o

5 -

§. .............................. a
0 T
F2 F3

g microfibras/ g amido

A incorporacdo de lipideos na matriz tende a reduzir a tensdo
suportada pelo filme, pela reducdo da interacdo entre as moléculas do
polimero e promogdo de dominios flexiveis dentro do filme (Yang e
Paulson, 2000; Limpisophon, Tanaka e Osako, 2010). Segundo Espitia
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et al. (2009), os constituintes quimicos do 6leo essencial diminuem a
resisténcia a carga maxima e atuam como plastificante da matriz. As
interacdes entre o polimero e os 6leos essenciais dao origem a estruturas
complexas, que reduzem as forcas de coesdo da rede de amido e os
valores de resisténcia a tracdo dos filmes (Jimenez, 2013).

Atarés, Bonilla e Chiralt (2010) demonstraram que 0 aumento da
concentracdo de 6leo essencial de canela em filmes & base de proteina de
soja promoveu a reducdo da resisténcia a tracao dos filmes. Espitia et al.
(2009) também observaram esse comportamento quando incorporaram
0leos essenciais em filmes de base celuldsica. No trabalho de Persico et
al. (2009), o desempenho mecéanico de filmes de polietileno e
nanoparticulas foi afetado pela presenca de carvacrol. Segundo os
autores, o carvacrol atua como um plastificante para a matriz e como um
agente dispersante para o material de enchimento (nanoparticulas).

Segundo Botre et al. (2010), o aumento na deformacéo do filme é
resultado da natureza do 6leo essencial, que age como um plastificante,
penetrando a matriz polimérica e alterando a conformacdo das cadeias.
O resultado € um filme de maior maleabilidade, com maior estiramento
das cadeias. Segundo Yang e Paulson (2000), a adicdo de Oleos
essenciais reduz a interacdo entre as moléculas do polimero,
promovendo a redugdo da rigidez e o aumento concomitante da
extensibilidade/elasticidade do filme.

A reducdo dos valores de resisténcia a tragdo e o aumento nos
valores de elongamento de matrizes poliméricas incorporadas com 6leo
essencial sdo o0s resultados mais comuns para esse tipo de material
(Suput et al., 2016). Esse comportamento esta de acordo com 0s
resultados encontrados por Souza et al. (2013), Ghasemlou et al. (2013)
e Benavides et al. (2012).

6.3.1.4 Propriedades de barreira a agua

6.3.1.4.1 Isotermas de sor¢ao de umidade

Na Figura 6.5 estdo representadas as isotermas de sorcdo de
umidade das amostras de filmes de amido e filmes ativos. A Tabela 6.4

apresenta os pardmetros do modelo GAB e os coeficientes de
correlacéo.
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Figura 6.5: Isotermas de sorcdo de umidade - Ajuste de GAB aos dados
experimentais de umidade de equilibrio versus ay de filmes de amido-
glicerol-microfibras de celulose (F2) e filmes ativos (F3).
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As isotermas de sor¢do de umidade resultaram em curvas do
tipo sigmoidal, com comportamento caracteristico de materiais
hidrofilicos. Os dados experimentais de umidade de equilibrio em
fungdo da atividade de agua foram bem descritos pelo modelo de GAB
(Guggenheim - Anderson - de Boer) (R? = 0,99-1,00).

A diferenca entre as amostras esta na presenca de microcapsulas
de oleo essencial de orégano na amostra F3. As curvas demonstram que,
em atividades de &gua variando de 0,3 a 0,7, a adsorcdo de &gua das
amostras é praticamente coincidente. Esse fato permite afirmar que, na
concentracdo de 1,5 g de microcapsulas/100 mL de suspensdo, a adi¢do
de 6leo essencial microencapsulado a suspenséo filmogénica de amido-
microfibras de celulose ndo significou variacdo na adsorcdo de agua dos
filmes ativos em ay < 0,7. Acima deste valor, o teor de agua das
amostras aumentou, dada a disponibilidade de agua no ambiente de
armazenamento. A diferenca de comportamento de F2 e F3 em ayw > 0,7
pode estar relacionada a plasticizacdo das microcapsulas pela agua e
disponibilizago do 6leo de orégano em F3. Dai a menor adsorgdo de
agua em relacdo as amostras controle (F2). Esses resultados concordam
com os resultados obtidos Mali et al. (2005) e Pelissari, Yamashita e
Grossman (2011).
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Tabela 6.4: Pardmetros estimados do modelo de GAB ajustado aos
dados experimentais de sor¢do de agua dos filmes de amido-glicerol-
microfibras de celulose (F2) e filmes ativos (F3).

Parametros GAB F2 F3
Xo 0,0584 0,0655
k 0,9476 0,8980
C 16,52 6,94
R2 0,9872 0,9991
RMSE 0,0152 0,0034

De acordo com os resultados da Tabela 6.4, os valores de Xo
resultaram muito semelhantes, enquanto que os valores do parametro C
apresentaram uma variagdo, reduzindo com a adi¢do de microcapsulas.
O valor de k também apresentou pequena variacdo com a adicdo das
microcapsulas na suspensao filmogénica.

Os 06leos essenciais contém altas concentragdes de fenolicos, tais
como o carvacrol, eugenol e timol. Os compostos fenélicos sdo capazes
de reagir com mais de um sitio da matriz polimérica e promover
ligagbes cruzadas. Portanto, diferentes compostos apresentam
propriedades diferentes e afetam a matriz do filme de forma diferente
(Burt, 2004).

6.3.1.4.2 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)
A Tabela 6.5 apresenta os resultados da andlise de
permeabilidade ao vapor de agua de filmes de amido-microfibras de

celulose incorporados com microcapsulas de dleo essencial de orégano.

Tabela 6.5: Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) de filmes a base de
amido-microfibras de celulose, incorporados de ativo antimicrobiano.

Amostra g microcépsulasj PVA
100 mL suspensdo (g.h't.mtPat)x 107
F2 0 3,6+0,12
F3 15 2,4+0,1°

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).
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Segundo Pérez-Gago e Krochta (2001), a incorporacdo de um
material lipidico (hidrofébico) em peliculas a base de proteinas-
polissacarideos (hidrofilicos) melhoram as propriedades de barreira ao
vapor de agua dos filmes (Pérez-Gago e Krochta, 2001).

Os resultados da tabela demonstram que a incorporacdo de
microcapsulas de 6leo essencial de orégano na matriz amido-microfibras
de celulose contribuiu para a reducdo da permeabilidade ao vapor de
agua (PVA) dos filmes antimicrobianos (F3), comparado ao controle
(F2).

McHugh e Krohcta (1994) demonstraram que o tamanho da
particula lipidica tem efeito sobre a PVA da pelicula. Quanto menor o
didmetro médio das particulas, menor o valor de PVA, devido a
imobilizacdo das cadeias poliméricas na interface com as particulas,
resultando na formagdo de uma estrutura mais ordenada e bem
reticulada, com menor permeabilidade ao vapor de agua. O didmetro
médio das microparticulas utilizadas no presente estudo (dm = 0,8 pum)
pode ter contribuido para a estabilizagdo da matriz, resultando em menor
PVA dos filmes ativos (F3), comparado ao controle (F2).

Segundo Atarés, Bonilla e Chiralt (2010), os monoterpenos,
comumente encontrados em Oleos essenciais, aumentam a
hidrofobicidade da pelicula. A presenca de uma fase dispersa
hidrofdébica, mesmo em pequena concentracao, limita a transferéncia de
vapor de 4gua, pela interferéncia na fase hidrdéfila e aumento do fator de
tortuosidade de transferéncia de massa. O 6leo de orégano é rico em
monoterpenos, como o carvacrol e o timol, que, além de responsaveis
pelas principais manifestacdes das atividades bioldgicas desse 0leo,
também interferem no comportamento das peliculas as quais sao
adicionados.

Segundo Persico et al. (2009), a reducdo adicional da PVA
promovida pela adi¢do do ativo depende meramente da difuséo e ndo da
solubilidade do composto. O ativo atua como um agente de intercalacéo,
promovendo o inchago das particulas. Isto resulta numa maior
tortuosidade do caminho, retardando o transporte de vapor. A
transferéncia de vapor de &gua ocorre, geralmente, através da parte
hidréfila da pelicula e depende da razdo entre os componentes
hidréfilos-hidréfobos do filme. Filmes contendo particulas lipidicas séo
mais eficazes como barreiras contra a umidade, em comparacdo aqueles
sem a adicdo de 6leo, devido a natureza hidrofobica dos 6leos. Mesmo
em pequenas concentragdes, as particulas de dleo essencial de orégano
atuaram como barreira & transferéncia de vapor de agua, resultando em
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menor permeabilidade dos filmes antimicrobianos (F3), comparados ao
controle (F2).

No presente estudo, a diferenca nos valores de PVA dos filmes de
amido é devido a presenca de microparticulas de Oleo essencial de
orégano na matriz polimérica. Os resultados comprovaram que a adi¢do
desse  material, mesmo em baixas concentragbes, afetou
significativamente (p<0,05) o valor da PVA dos filmes.

6.3.2 Aplicacdo — filmes antimicrobianos e conservacdo de
paes

A Figura 6.6 apresenta o resultado da analise de contagem
microbiana, utilizada para avaliar a capacidade dos filmes ativos
antimicrobianos de estender a vida Util de paes de forma comerciais.

Figura 6.6: Contagem microbiana (UFC/g) em péaes de forma
embalados em contato e sem contato com os filmes antimicrobianos.
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* Linha em preto: limite de contaminagdo fungica para produtos de
panificacdo (5 x 10° UFC/g de amostra), estabelecido pela Portaria n°
451, do Ministério da Salde (1997).

Pela anélise da Figura 6.6, é possivel verificar um crescimento
microbiano 75 % maior nas amostras de paes embalados sem o filme
antimicrobiano, nos primeiros 7 dias de armazenamento, em
comparagdo a contagem inicial (marcador verde). Esse incremento foi
suficiente para ultrapassar o limite maximo determinado pela legislacdo
para contagem de fungos e bolores em produtos de panificacdo. Por
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outro lado, os pédes embalados em contato com o filme antimicrobiano
apresentaram uma contagem microbiana abaixo do estabelecido pela
legislagdo e semelhante a contagem inicial, mesmo apds 7 dias de
armazenamento.

Ap6s 14 dias de armazenamento, no entanto, os resultados
indicam um aumento expressivo do crescimento microbiano nas
amostras, mesmo as embaladas com o filme antimicrobiano. E
importante observar que, além da contagem microbiana, os paes foram
submetidos a andlise visual didria, para identificagdo do desenvovimento
de col6nias visiveis a olho nu. Os resultados indicaram a presenga de
colbnias de fungos nos pdes embalados com os filmes antimicrobianos
somente ap6s o 10° dia de armazenamento. Esses resultados estdo
demonstrados na Figura 6.7, que apresenta a evolugdo do crescimento
microbiano durante o tempo de armazenamento e anélise das amostras.

Figura 6.7: Amostras de pées de forma embaladas em contato ou nédo
com os filmes ativos e o desenvolvimento microbiano.
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A andlise da Figura 6.7 permite a observacdo do efeito do filme
antimicrobiano no desenvolvimento de fungos nos pées de forma. Os
pdes embalados sem o filme ativo apresentaram coldnias brancas e
pretas (escuras) nos primeiros dias ap0s 0 armazenamento. Essas
coldnias escuras se tornaram visiveis a olho nu nos paes embalados com
o filme ativo ap6s 0 10° dia de armazenamento, aproximadamente.

Os agentes antimicrobianos incorporados nos filmes podem
interagir diretamente com 0s microrganismos deteriorantes ou com a
atmosfera no interior da embalagem. As vantagens na utilizacdo de um
composto volatil, nesse caso um 6leo essencial, estdo relacionadas as
caracteristicas sensoriais dos produtos alimenticios. Esses compostos
podem ter uma influéncia minima sobre o sabor e aroma finais do
produto e sua liberacdo pode ser regulada, quando incorporados em
polimeros (Matan et al., 2006). A utilizacdo do Oleo de orégano
microencapsulado contribuiu para a redugdo da intensidade do odor
caracteristico do 6leo.

Segundo Oussallah et al. (2004), o tipo, a concentracdo do
composto ativo e a composicdo do filme tém efeito crucial na atividade
bioldgica desses filmes. Apesar da acdo antimicrobiana in vitro
comprovada dos Oleos essenciais, muitas vezes S0 necessarias
concentragbes muito maiores do ativo para se alcancar a mesma
eficiéncia, quando aplicados em alimentos. A grande disponibilidade de
nutrientes em alimentos permite aos microrganismos repararem o dano
celular rapidamente. Além dos fatores intrinsecos ao alimento, os fatores
extrinsecos (temperatura, umidade relativa, etc) também influenciam a
sensibilidade microbiana e interferem nos resultados das anélises.

Os processos de producdo e condicionamento dos filmes também
promovem perdas importantes e a concentragdo do ativo no produto
final é inferior a inicial. Associado a isso, deve-se levar em consideracao
a eficiéncia do processo de encapsulamento do 6leo e a capacidade de
difusdo do ativo pela matriz. Todos esses fatores implicam numa
disponibilidade limitada do ativo para exercer sua atividade. Os
resultados deste estudo demonstram que, mesmo quando utilizado numa
concentracdo baixa, o 6leo de orégano microencapsulado foi capaz de
estender a vida til dos pées (nas dimensdes empregadas) em até 7 dias,
além do prazo de validade nominal. Esse fato demonstra o alto potencial
antimicrobiano do dleo de orégano, mesmo quando microencapsulado e
incorporado a uma matriz filmogénica.

A implicacdo para a aplicagdo tecnoldgica de filmes ativos é o
ponto de equilibrio entre a inibicdo desejada e o tempo de protecéo
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necessario (vida util do produto). A difusividade do composto ativo no
interior dos alimentos é critica e deve ser considerada na concepgéo
deste tipo de material, com esse fim. O uso combinado com outros
conservantes e/ou embalagem com atmosfera modificada pode ser uma
alternativa.

A Tabela 6.6 apresenta os resultados de caracterizacdo das
amostras dos paes de forma e filme antimicrobiano ao longo do periodo
de armazenamento.

Tabela 6.6: Caracterizacdo dos paes de forma e filmes antimicrobianos.

Tempo de Amostras
Parametros estocagem : : :
) Pao sem filme Pao com filme Filme
(dias)
a 0 0,94 NA 0,75
v 7 0,94 0,94 0,95
14 0,94 0,94 0,94
0 53 NA
PH 7 53 53 NA
14 54 53
Umidade 0 33,1 NA NA
(%) 7 34,5 34,7
14 33,0 31,6

NA: ndo avaliado

Os resultados da Tabela 6.6 demonstram uma aw > 0,9 para 0s
pdes de forma. Essas condi¢bes sdo propicias ao desenvolvimento de
uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e
leveduras. Segundo Pitt e Hocking (1999), fungos contaminantes de
pées pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus compreendem
grande parte dos organismos capazes de crescer em aw ~ 0,9.

No entanto, em condi¢cbes de alta aw, 0 material ativo
microencapsulado se difunde mais facilmente através da parede da
capsula, aumentando a liberacdo dos compostos ativos sobre a superficie
dos pées. Esse fato foi observado por Soottitantawat et al. (2005), em
seu trabalho sobre o microencapsulamento de mentol em diferentes
materiais de parede. A taxa de liberacdo do composto aumentou
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dramaticamente com o aumento da temperatura e da atividade de agua,
especialmente em aw > 0,5. Segundo os autores, nessas condicdes ha
uma mudanca na estrutura da matriz. Em baixa aw, a matriz da cpsula
encontra-se no estado vitreo e a estrutura permanece intacta. Nesse caso,
tem-se uma alta retencdo de volateis e uma liberagcdo mais lenta, devido
a menor mobilidade das moléculas volateis. Uma vez que a estrutura da
capsula é danificada pela absor¢do de dgua e a matriz passa a um estado
plastico, as taxas de liberacdo sdo aumentadas, possivelmente pela maior
mobilidade dos volateis.

Os pHs dos pées de forma tiveram pouca ou nenhuma variagédo
durante o0 armazenamento (em contato ou ndo com o filme
antimicrobiano). Em condicGes de alta aw, 0s fungos competem com as
bactérias como contaminantes de alimentos. Nesses casos, o pH
desempenha um papel decisivo. As bactérias se desenvolvem melhor em
condicdo de pH neutro. A medida que o pH é reduzido a cerca de 5, o
crescimento de bactérias se torna progressivamente menos provavel, ao
passo que a maioria dos fungos é pouco afetada pelo pH ao longo de um
amplo intervalo, geralmente de 3 a 8. O pH 5 é considerado 6timo para
0 desenvolvimento de fungos. Nesses casos, o0 efeito de outros fatores
gue limitam o crescimento desses microrganismos deve tornar-se
aparente e sobrepor o efeito do pH (Pitt e Hocking, 1999). No presente
estudo, o pH manteve-se em torno de 5,3, condicdo Otima para o
crescimento fangico.

A utilizacdo do 6leo essencial de orégano como conservante e
fator limitante do desenvolvimento de fungos ndo demonstrou relagdo
aparente com o pH, uma vez que ndo houve diferenca no valor desse
pardmetro entre as amostras de paes embalados na presenca ou auséncia
do filme ativo. Embora diga-se que a atividade antifingica da maioria
dos 6leos essenciais dependa dos niveis de pH, Guynot et al. (2005) ndo
encontraram nenhuma relagdo clara entre a atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais testados em seu trabalho e a acidez do meio. As
amostras embaladas foram mantidas a temperatura e umidade relativa
ambientes. Durante todo o periodo de armazenamento dos pées, houve
pequena varia¢do no seu teor de umidade.

O crescimento de fungos em um determinado alimento é
governado por uma série de parametros fisicos e quimicos. A defini¢do
destes parametros pode auxiliar muito na avaliacdo da estabilidade dos
alimentos. No entanto, muitos desses fatores ndo atuam de forma
independente, algumas vezes, mas de forma sinérgica. No presente
estudo, a possivel sinergia entre a embalagem ativa e as condi¢bes de
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armazenamento dos péaes resultou na reducdo da velocidade de
crescimento flngico e na extensdo da vida Gtil de paes de forma,
cumprindo com o objetivo geral do trabalho.

6.4 Conclus6es parciais

v O 6leo de orégano microencapsulado e incorporado a matriz
polimérica manifestou atividade antimicrobiana eficaz, mesmo
guando utilizado em baixas concentragoes;

v" A atividade antimicrobiana do filme atesta a capacidade de difusédo
das moléculas do agente antimicrobiano para a superficie das
microcapsulas e matriz polimérica;

v A diferenga nos valores de MID entre o 6leo no estado livre e
microencapsulado e incorporado numa matriz polimérica pode ser
explicada pela formacdo de um complexo amido-microfibras de
celulose-microcépsulas e pelas interagdes entre 0s componentes;

v A variagdo nas propriedades mecanicas dos filmes ativos — redugdo
da resisténcia a tracdo e modulo de Young e aumento do
alongamento — com a adi¢do do dleo de orégano microencapsulado é
resultado da reducdo das interagbes amido-amido e amido-
microfibras de celulose e da plasticidade promovida pelos
componentes do 6leo;

v A adicdo de o6leo de orégano microencapsulado em baixas
concentragcdes em uma matriz polimérica de amido-microfibras de
celulose ndo implicou em diferenca substancial ho comportamento
das isotermas de sor¢do de umidade em aw < 0,7. A plasticizacdo
promovida pelas microcapsulas e o aumento da disponibilidade de
6leo em ayw > 0,7 implicaram em menor adsor¢cdo de agua pelos
filmes ativos, comparados ao controle;

v A redugdo da PVA dos filmes ativos se deve a reducdo da
mobilidade e coeficiente de solubilidade de agua nos filmes, causada
pela incorporacéo de microfibras de celulose e particulas lipidicas a
matriz polimérica;

v" O uso de filmes antimicrobianos contribuiu para a extensdo da vida
Gtil de paes de forma comerciais em até 10 dias, considerando as
condi¢des da anélise e a composicgao do filme ativo;

v' A utilizacdo de um composto ativo volatil incorporado em uma
matriz polimérica se sobrepds as possiveis interacfes do agente com
0 ambiente e o alimento e garantiu o exercicio da atividade
antimicrobiana, mesmo quando utilizado em baixas concentragoes.
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7. CONCLUSOES FINAIS

v Os 0leos essenciais de orégano e horteld sdo ricos em compostos
com comprovadas acgfes antimicrobiana e antioxidante, apesar do
potencial citotoxico. Os respectivos compostos majoritarios
carvacrol e mentol sdo os responsaveis pelas atividades biol6gicas e
potencial citotoxico dos 6leos de orégano e horteld. O estudo
toxicoldgico prévio fornece informacgdes para o uso seguro desses
compostos multipropriedades;

v As condicdes de processo e método de microencapsulamento (spray
drying) do 6leo de orégano em goma arabica ndo prejudicaram a
expressao da atividade antimicrobiana dos compostos volateis e em
solucdo do 6leo essencial;

v O processo de hidrolise acida associado ao tratamento mecanico em
ultrassom produziu fibras de celulose em escala micrométrica. A
adicdo de microfibras as matrizes poliméricas & base de amido
promoveu o reforco mecénico e reducdo da higroscopicidade e
permeabilidade ao vapor de agua dos biocompdsitos;

v' Os filmes antimicrobianos produzidos pela adicdo de 6leo de
orégano microencapsulado a matriz amido-microfibras de celulose e
aplicados a pdes de forma apresentaram atividade atestada pela
extensdo da vida atil dos paes;

v' A adicdo de 6leo de orégano microencapsulado a matriz amido-
microfibras de celulose alterou o comportamento mecénico e de
barreira a agua dos filmes ativos;

v' Filmes ativos antimicrobianos produzidos pela incorporagdo de 6leo
essencial microencapsulado em matrizes poliméricas de amido-
microfibras de celulose tém efeito positivo na extensdo da vida (til
de pées de forma. Esses filmes sdo uma alternativa tecnologicamente
viavel para a redugdo das perdas de péaes. As concentracdes (do
ativo) utilizadas séo baixas, possibilitando a produgédo de embalagens
ativas vidveis economicamente.
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SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

v

v

Avaliacdo da toxicidade das microcapsulas de 6leo essencial e filmes
ativos;

Estudo da liberagdo de compostos volateis a partir das microcapsulas
e filmes ativos;

Avaliacdo da composicdo quimica do Oleo  essencial
microencapsulado;

Anaélise sensorial dos paes apds contato com os filmes ativos.
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